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Einleitung 1

1. Einleitung

Das Fibrosarkom ist der haufigste maligne mesenchymale Hauttumor bei der Katze. Es geht
von Fibroblasten aus und besitzt eine wechselnde Anzahl kollagener Fasern (Hendrick et al.,
1998a). Man unterschied bisher zwel Formen des felinen Fibrosarkoms: a) die solitére Form,
die hauptséchlich bel dteren Katzen vorkommt und b) die multizentrische Form, die eher bei
Katzen unter 5 Jahren beobachtet wird (Hardy, 19814d). Letztere ist meist mit einer FelL V-
Infektion sowie der Entstehung von FeSV verbunden und macht nur 2% der felinen
Fibrosarkome aus (Hardy, 1981a; Patnaik, 1975). In der neuen Klassifizierung der WHO ist
zusétzlich ein postvakzinales Fibrosarkom der Katze beschrieben (Hendrick et al., 1998a).

Seit 1991 wurde in den USA eine wachsende Zahl von Fibrosarkomen an Stellen beobachtet,
die von Tierarzten routinemal3ig fur die Impfung genutzt werden (Hendrick und Goldschmidit,
1991a). Da diese Fibrosarkome morphologische Ahnlichkeiten mit den posttraumatischen
intraokuldren Sarkomen der Katze aufweisen, wurde ein Zusammenhang zwischen der
Entzindungsreaktion an der Impflokalisation und der Entwicklung von Fibrosarkomen
diskutiert (Macy und Hendrick, 1996).

Ziel dieser Arbeit war es, mittels Histologie, Immunhistologie und Enzymhistochemie
Kriterien fir eine ndhere Klassifizierung des felinen Fibrosarkoms, sowie Hinweise auf seine
Pathogenese und den Ursprung der Tumorzellen, insbesondere der mehrkernigen
Riesenzellen, zu finden.
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2. Literatur Gibersicht

2.1 Das Fibrosarkom

Das Fibrosarkom ist ein mesenchymaler Tumor, der von Fibroblasten ausgeht und eine
wechselnde Anzahl kollagener Fasern bildet (Hendrick et al., 1998a). Es kann entweder gut
abgegrenzt sein oder infiltrativ wachsen und als entweder gut differenziert oder anaplastisch
bezeichnet werden. Meist tritt es solitdr auf (Ausnahme s. 2.2). Die spindelzellartigen
Tumorzellen sind typischerweise in Blndeln angeordnet, die teils ein fischgratenartiges
Muster bilden. Sie haben wenig Zytoplasma, die Zellkerne sind langlich bis oval mit
unauffalligen Nukleoli. Die Zahl der Mitosen schwankt in Abhangigkeit vom
Differenzierungsgrad. Fibrosarkome rezidivieren haufig (70%; Stiglmair-Herb und Ortmann,
1987), Metastasen sind allerdings selten (Hendrick et al., 1998a).

2.2 Fibrosarkomeder Katze

Das Fibrosarkom ist der haufigste maligne mesenchymale Hauttumor bei der Katze (12-15%
dler felinen Hauttumoren) (Gross et a., 1992). Man unterschied zwei Formen des felinen
Fibrosarkoms: @) die solitédre Form, die hauptséchlich bei dteren Katzen vorkommt und b) die
multizentrische Form, die eher bei Katzen unter 5 Jahren beobachtet wird (Hardy, 19814).
Letztere ist meist mit einer FeLV-Infektion sowie der Entstehung von FeSV verbunden und
macht allerdings nur 2% der felinen Fibrosarkome aus (Hardy, 1981a; Patnaik, 1975). In der
neuen Klassifizierung der WHO ist zusétzlich ein postvakzinales Fibrosarkom der Katze
beschrieben (Hendrick et al., 1998a).

2.2.1 Fel. V-negative Fibrosarkome

2.2.1.1 Vakzine-assoziierte Fibrosarkome

Hierbel handelt es sich um Fibrosarkome, die eine hohe Rezidivierungsrate aufweisen und an
Stellen auftreten, die bevorzugt zur Impfung genutzt werden. Hyperchrome Zellkerne,
mehrkernige Riesenzellen und Anaplasie treten haufig bei dieser Form der Fibrosarkome auf.
In der Tumorperipherie finden sich oft Lymphozytenansammlungen mit disseminierten

Makrophagen, die bisweilen ein lichtmikroskopisch grau-braunes Material enthalten.
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Hendrick et al. (1992) identifizierten diesesin 3 von 42 Falen mittels Elektronenmikroskopie
as Aluminiumoxid, welches oft a's Adjuvans in Impfstoffen vorkommt.

Hendrick und Goldschmidt lenkten 1991 in Pennsylvania als erste die Aufmerksamkeit auf
das Problem der Vakzine-assoziierten Fibrosarkome der Katze (Hendrick und Goldschmidit,
19914). 76% der felinen Fibrosarkome treten an Stellen auf, die von Tierérzten bevorzugt fir
Impfungen genutzt werden. Hierzu zahlen die seitliche Brustwand, die Region zwischen den
Schulterblattern, der Nacken, die Oberschenkel und die Lendengegend. Alle anderen
Lokalisationen werden als nicht Vakzine-assoziiert angesehen (Hendrick und Brooks, 1994).
Die Haufigkeit dieser Vakzine-assoziierten Fibrosarkome stieg von 1-2/10 000 geimpfte
Katzen (Kass et al., 1993) auf 3,6 (Coyne, 1997). In einer anderen umfangreichen Studie in
den USA und Canada wurde allerdings nur eine Haufigkeit von 1/30 000 und somit keine
steigende Tendenz ermittelt (Gobar und Kass, 2002). Das durchschnittliche Alter der Tiere
mit einem Vakzine-assoziiertem Fibrosarkom lag bel 8,1 Jahren, das der Tiere mit nicht
Vakzine-assoziierten Fibrosarkomen bei 10,5 Jahren. Es fand sich weder eine Rasse- noch
Geschlechtsdisposition fir Vakzine-assoziierte Fibrosarkome. Es konnte kein Zusammenhang
zu einer FCoV oder einer FeLV-Infektion nachgewiesen werden. Die Zeitspanne von der
letzten Impfung bis zur Entstehung des Fibrosarkoms schwankt zwischen 3 Monaten und 3
Jahren (Doddy et al., 1996).

AuRerlich unterscheiden sich die beiden Tumorformen lediglich darin, dass Vakzine-
assoziierte Fibrosarkome im allgemeinen gréf3er (> 4 cm Durchmesser) sind und héufiger
rezidivieren als die meisten nicht Vakzine-assoziierten (< 4 cm Durchmesser) (Hendrick et
a., 1994; Doddy et a., 1996). Vakzine-assoziierte Fibrosarkome metastasieren selten. Bisher
wurde lediglich 1 Fall einer Metastasierung in Lunge und Mediastinum beobachtet (Rudmann
et a., 1994).

In Vakzine-assoziierten Fibrosarkomen last sich weder mittels Immunhistologie FelV-
Antigen noch mittels PCR FeLV-Genom (Ausschluss einer latenten Infektion) nachweisen
(Elliset al., 1996).

Vakzine-assoziierte Fibrosarkome liegen haufiger in der Subkutis as in der Dermis und
weisen oft gekammerte Nekroseherde auf, die von zahlreichen Makrophagen, enigen
Neutrophilen und wenigen degenerierten Zellen durchsetzt sind. Selten werden
Gefathromben beobachtet. Lymphozyten sind die vorherrschenden Entziindungszellen im
Tumor; im umgebenden Gewebe finden sich alerdings auch Makrophagen. Die Mitoserate ist
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bei Vakzine-assoziierten Fibrosarkomen deutlich hoher als bei nicht Vakzine-assoziierten.
Beide Fibrosarkom-Formen sind mit einer kollagenen Matrix abgekapselt, wobel bel den
Vakzine-assoziierten neben einer knochernen auch eine knorpelige Matrix im Tumor
beobachtet werden kann (Doddy et al., 1996).

Couto et a. (2002) teilten die Vakzine-assoziierten Fibrosarkome anhand ihrer Morphologie
in die Grade I-lll ein. Hierzu bedienten sie sich eines Punktesystems, welches die
Zéelldifferenzierung, das Vorkommen und die Ausdehnung von Nekrosen und die Mitoserate
einbezieht. Mehrkernige Riesenzellen werden auf Grund ihrer Proliferationsfahigkeit und des
Fehlens der Expression des Makrophagenmarkers CD18 als neoplastisch bewertet. Sie
kommen ausschliefdlich in Tumoren der Grade 11 (75%) und 111 (61,9%) vor, das heil3t, es fand
sich eine Korrelation zwischen dem Auftreten von mehrkernigen Riesenzellen und dem
Differenzierungsgrad der Fibrosarkome (p<0,001). Weiterhin haben Couto et a. (2002) den
Grad der entziindlichen Infiltration in ihr Punkteschema einbezogen. Allerdings wurde keine
Korrelation zwischen dem Vorhandensein entzindlicher Infiltrate und dem
Differenzierungsgrad beobachtet (p=0,305).

Anfangs sah man die Ursache fir Vakzine-assoziierte Fibrosarkome in der subkutanen
Injektion von Tollwutimpfstoffen, da 42 von 198 Tumoren von Makrophagen umgeben
waren, die Materia enthielten, das zur Impfstoffherstellung verwendet wird. Bel 3 Tumoren
lief3 sich dieses Materia elektronenmikroskopisch als Aluminium ansprechen (Aluminium in
Form von Aluminiumhydroxid und Aluminiumphosphat sind ein gemeinsamer Bestandtell
des Tollwutimpfstoffes) (Hendrick et al., 1992). Bei Katzen, die in einer randomisierten
Studie mit FVRCP (Kombinationsmpfstoff gegen Tollwut, Katzenschnupfen und
Katzenseuche), sowie in einer weiteren Studie jeweils auch gegen Tollwut und FeLV geimpft
wurden, war eine Unterscheidung der auftretenden Fibrosarkome anhand von zytologischen
Untersuchungen von Feinnadelaspiraten in Vakzine-assoziiert und nicht Vakzine-assoziiert
nicht moglich (Schultze et al., 1997). Allerdings traten Vakzine-assoziierte Fibrosarkome
haufiger nach einer FeLV-Impfung und seltener nach einer Tollwut-Impfung auf (Hendrick et
al., 1994).

In einer retrospektiven Studie an 345 felinen Fibrosarkomen wurde festgestellt, dass die Rate
der Tumorentstehung bel wiederholter Gabe mehrerer Impfstoffe an die gleiche Stelle am
hochsten war (Kass et al., 1993). Das Vorkommen von felinen posttraumatischen okul&ren

Sarkomen und das gehaufte Auftreten Vakzine-assoziierter Tumoren bei dieser Spezies legte
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den Verdacht nahe, dass Katzen prédisponiert sind fur diese Lasionen (Eggers et al., 2002). In
einer umfangreichen Studie mit je 20 Katzen, Nerzen und Frettchen reagierten Katzen auf
unterschiedliche Impfstoffe jedes Mal anders als Frettchen und Nerze auf eine Applikation,
unabhangig davon, ob die Impfstoffe ein Aluminiumadjuvans hatten und auch unabhangig
davon, ob es sich um einen Tollwut, oder einen FeLV-Impfstoff oder um physiologische
Kochsalzl6sung handelte (Eggers et al., 2002). Macy und Hendrick (1996) diskutierten einen
maoglichen Zusammenhang zwischen den Entziindungsprozessen an den Impflokalisationen
und der Entwicklung von Fibrosarkomen, da granulomatdse Pannikulitiden an den
Injektionsstellen (Tollwutvakzine, Aluminiumgaben) beobachtet wurden (Fawcett und Smith,
1984; Hendrick und Dunagan, 1991). Aulerdem lassen sich deutliche morphologische
Ahnlichkeiten zum posttraumatischen okuldren Sarkom der Katze feststellen (Dubielzig et al.,
1990), so dass eine gemeinsame Pathogenese (Entziindung, Wundheilung) fir die Entstehung
der beiden Tumoren angenommen wurde (Macy und Hendrick, 1996). Weitere Studien hatten
ergeben, dass kein eindeutiger Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein von Aluminium
in den Impfstoffen und der Entstehung und Massivitét von entziindlichen Reaktionen gegeben
ist, so dass Macy und Hendrick (1996) davon ausgehen, dass bisher noch nicht ndher
klassifizierte Komponenten von Impfstoffen eine entziindliche Reaktion induzieren oder
verstarken, die schliefdlich in einigen Katzen zur Tumorentstehung fihren. Da eine dtere
klinische Studie zeigte, dass Fibrosarkome in FeSV-infizierten Katzen in friheren Wunden
entstanden (Hardy, 1981), sahen Macy und Hendrick (1996) bezlglich der Beteiligung
entzundlicher Prozesse an der Tumorgenese Parallelen zu FeSV-induzierten Fibrosakomen.
Desweiteren wurden auch in v-jun-transgenen Mausen, im Anschluss an sogar lediglich
oberfl&chliche Epithell&sionen an Ohr und Schwanz, Fibrosarkome beschrieben (Schuh et al.,
1990). In Vakzine-assoziierten Fibrosarkomen wurde eine deutliche Expression des platel et-
derived growth factor (PDGF) in infiltrierenden Lymphozyten sowie des PDGF-Rezeptors in
Tumorzellen und Makrophagen beobachtet. In nicht Vakzine-assoziierten Fibrosarkomen
wurde dagegen hochstens ene schwache PDGF-Reaktion nachgewiesen. Die
tumorinfiltrierenden Lymphozyten in nicht Vakzine-assoziierten Fibrosarkomen waren
PDGF-negativ, wie auch Lymphozyten in normalen Lymphknoten. Dementsprechend stellte
Hendrick (1998b) die Hypothese auf, dass Lymphozyten in Vakzine-assoziierten
Fibrosarkomen PDGF sezernieren, dadurch Makrophagen rekrutieren und eine Proliferation
von Fibroblasten ausl 6sen.
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C-jun ist ein Protoonkogen, das fir das Protein AP-1 codiert, welches eine wichtige Rolle in
der Zdlproliferation und Onkogenese hat (Shalaby et a., 1994). Die Expression des
Protoonkogens c-jun in Fibrosarkomen wurde als mogliche Folge der Wachstumsstimulation
durch die von Lymphozyten sezernierten Wachstumsfaktoren gewertet (Hendrick, 1998b).
Fibrosarkome sind die haufigsten Vakzine-assoziierten Tumoren der Katze (Hendrick und
Goldschmidt; 1991). Es wurden bel der Katze jedoch auch maligne Histiozytome,
Osteosarkome, Chondrosarkome und Rhabdomyosarkome im Zusammenhang mit einer
Impfung beobachtet (Esplin et a., 1993; Hendrick und Brooks, 1994).

2.2.1.1.1 Vakzine-assoziierte Tumoren bei anderen Tierarten

Murray (1998) berichtete von einem V akzine-assozierten Fibrosarkom bel eéinem Frettchen in
Folge einer einmaligen Staupe- und Tollwutimpfung. Munday et al. (2003) beschrieben fur
Vakzine-assoziierte Fibrosarkome bel 7 Frettchen das gleiche histologische Bild wie es fir
Vakzine-assoziierte Fibrosarkome der Katze bekannt ist (Zellpleomorphismus, mehrkernige
Riesenzellen, Makrophagen mit basophilem granuliertem Material im Zytoplasma).
Epidermale Tumoren (Basalzelltumor, Plattenepithelkarzinom) wurden bei Hunden im
Zusammenhang mit der subkutanen Impfung gegen Papillomavirus, welches die orae

Papillomatose des jungen Hundes verursacht, beobachtet (Bregman et al., 1987).

2.2.1.1.2 Fremdkorper- und Entziindungs-assoziierte Tumoren beim Menschen

Beim Menschen wurde wiederholt anhand von Fallberichten ein Zusammenhang zwischen
einem Fremdkdrper und einer Tumorentstehung diskutiert (Brand et al., 1976a und b; Ryan et
al., 1981; Moore, 1991; Gorden und Weitzman, 1993). Silikonbrustimplantate wurden fir die
Entstehung von Brustkrebs verantwortlich gemacht (Hausner et al., 1978; Cook et al., 1995;
Bleiweiss et al., 1996, Kasamaki et al., 2000), Gazebinden wurden aus Blasentumoren
entfernt (Kyriakou et al., 2000), ebenso wie Kugelgeschosse aus dem 1. und 2. Weltkrieg aus
diese umwachsenden Angiosarkomen (Hayman und Huygens 1983; Schneider et al., 1997).
Brinkley und Zappia (1980) beschreiben ein Fibrom, das um eine verrutschte harte
Kontaktlinse gewachsen war, Morrison und Homesley (1978) ein Zervixkarzinom, aus dem
ein Suppenléffel entfernt wurde. Zahlreiche Fallberichte beschreiben einen Zusammenhang
zwischen einer Fibrosarkomentstehung und dem Vorhandensein einer Endoprothese (Eckstein
et a., 1992). Zahlreiche Fallberichte deuten auf einen Zusammenhang zwischen einer
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priméren Entziindung und einer Tumorentstehung hin (Gardner, 1959; Criuckshank, 1965;
Boerhave, 1977). So wurden zum Beispied Darmtumoren nach chronischen Enteritiden
(Morbus Crohn) (Korelitz, 1983; Collins, 1987), Blasentumoren nach Schistosomiasis und
Langzeitverweilkathetern ~ (Ferguson,  1911;  Locke,  1985; Kantor,  1988),
Osophaguskarzinome nach chronischem Sodbrennen und Refluxdsophagitis (Cameron et al.,
1985; Correa, 1988) sowie Pankreastumoren nach chronischer Pankreatitis (Lowenfels et al.,
1993) beschrieben.

2.2.1.2 Nicht Vakzine-assoziierte Fibrosakome beziehungsweise Fibrosarkome ohne
Hinweise auf ihre Pathogenese bel der Katze

Als Vakzine-assoziierte Fibrosarkome werden solche in Kdrperregionen angesehen, die von
Tierdrzten routinemaldig zur Injektion genutzt werden (siehe 2.2.1.1.). Fibrosarkome in allen
anderen Lokalisationen der Haut einer Katze werden dementsprechend as nicht Vakzine-
assoziiert bewertet (Hendrick und Brooks, 1994).

Fibrosarkome ohne Assoziation zu spezifischen Ursachen treten haufiger bel dteren Katzen
auf (Hardy, 19814). Nicht viral bedingte feline Fibrosarkome sind meistens solitar, variieren
in der Grof3e, sind knotig oder uneinheitlich von der Form her, schlecht abgegrenzt, fest oder
fleischig mit weichen krimeligen Arealen, an die Epidermis angrenzend und haufig ulzeriert
(Moriello, 1994).

Der Differenzierungsgrad korreliert anndhernd mit dem biologischen Verhalten der Tumoren.
Gut differenzierte Fibrosarkome wachsen in der Regel infiltrativ, rezidivieren und
metastasieren eher selten. Weniger differenzierte (viele Mitosen (> 6 Mitosen/10 HPF), wenig
Fasern, pleomorphe Zellen) fiihren in 10% der Félle zur Metastasierung. FeSV und FeLV sind
an ihrer Entstehung nicht beteiligt (Goldschmidt und Shofer, 1992). In 71% der Faleist nach
durchschnittlich 3,5 Monaten (2,5 Monate bis 1,5 Jahre) ein Rezidiv zu beobachten
(Stigimair-Herb und Ortmann, 1987).

2.2.2 Bisherige Untersuchungen an felinen Fibrosarkomen

2.2.2.1 Immunhistologische Unter suchungen
Immunhistologische Untersuchungen zum Nachweis von exogenem Retrovirus (anti-FeLV
Glykoprotein 70 (gp70)) in felinen Fibrosarkomen verliefen in einer Studie an 130 Vakzine-

assoziierten Fibrosarkomen mit negativem Ergebnis. Lediglich in einem multizentrischen
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Fibrosarkom konnte ein positives Ergebnis erzielt werden (Ellis et al., 1996). Bel einer
Untersuchung von 2069 Katzen in den Jahren 1980-1988 aus der Routinesektionsdiagnostik
des Ingtitutes fur Veterinar-Pathologie in Giessen konnte eine FeLV-Pravalenz von 16%
ermittelt werden. 23% dieser FelV-positiven Katzen starben infolge einer Neoplasie
(Lymphosarkome oder Fibrosarkome) (Reinacher, 1989). Wittmer (1993) prifte in einer
umfangreichen Studie an 3054 Sektionskatzen unter anderem einen moglichen Unterschied
zwischen Fel V-positiven und FeLV-negativen Katzen in Bezug auf mesenchymale Tumoren
nicht leukotischer Herkunft. VVon den diagnostizierten Fibrosarkomen (n=14) traten 21,4% bei
FeLV-infizierten Tieren auf. Dieser Prozentsatz war signifikant hoher als der in der
Kontrollgruppe der Unfalltiere.

Eine Expression des Protoonkogens c-myc konnte in 100% der untersuchten Vakzine-
assoziierten Sarkome nachgewiesen werden, aber in keinem einzigen nicht Vakzine-
assoziierten (McCracken et al., 1999).

In einer Studie an 40 Vakzine-assoziierten Sarkomen wurde in 42,5 % (17/40) der Tumoren
eine Expression des Tumor-Suppressor Gens p53 nachgewiesen (Nambiar et al., 2001),
wohingegen Nasir et al. (2000) kein p53 in felinen Fibrosarkomen (n=3) nachweisen konnten.
Die Aussagen beziglich der Expression des Protoonkogens c-jun sind in der Literatur nicht
einheitlich. C-jun kodiert fir das Protein AP-1, welches eine entscheidende Rolle bei der
Zéllproliferation spielt. Wahrend Hendrick (1998b) einen signifikanten Unterschied in der
Expression zwischen Vakzine-assoziierten und nicht Vakzine-assoziierten Fibrosakromen
beobachten konnte, stellte McCracken (1999) keinen Unterschied hinsichtlich der Expression
von c-jun, aber auch p53, c-fos, c-ras, p16 und bcl-2 zwischen Vakzine-assoziierten und nicht
V akzine-assoziierten Fibrosarkomen fest.

Madewell untersuchte 1999 die bcl-2-Expression in unterschiedlichen Geweben der Katze,
dabei unter anderem auch in Fibrosarkomen. Lediglich 15% (1/14) der untersuchten Tumoren
zeigten eine positive Reaktion, alerdings waren 80-90% der Tumor-infiltrierenden
Lymphozyten bcl-2-positiv. Das Protoonkogen bcl-2 kodiert fur die Familie der bcl-2-
Proteine, die die Apoptose regulieren (s. 1.3.2). De las Mulas et a. (1995) untersuchten 50
verschiedene feline  Tumoren  immunhistologisch auf die  Verteilung von
Intermediarfilamenten. IThre Untersuchung umfasste sowohl epitheliale Tumoren
(P attenepithelkarzimone, Basalzelltumoren, Schweisdriisenkarzinome und
Schilddriisenkarzinome) wie auch nicht epithelidle Tumoren, unter anderem 10 feline
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Fibrosarkome. Letztere exprimierten entweder Vimentin oder Vimentin und Desmin. GFAP
(saures Gliafaserprotein) und Neurofilament konnten in keinem felinen Fibrosarkom

nachgewiesen werden.

2.2.2.2 Elektronenmikroskopische Unter suchungen an felinen Fibrosarkomen

Anhand von 20 felinen Vakzine-assoziierten Fibrosarkomen wurde gezeigt, dass die Tumoren
aus irreguldren, spindelzelligen bis kugeligen oder sternférmigen Zellen, die in Bundeln
zusammenlagen, mit diinnen zytoplasmatischen Ausléufern, die in ein kollagenes Interstitium
reichen, bestehen. Der Anteil an Kollagenfasern variierte.

Die Zellen enthielten entweder lange, spitz zulaufende oder grof3e, irregulére Kerne mit viel
Euchromatin und prominenten Nukleoli. Es fanden sich deutliche Mitochondrien und Golgi-
Apparate sowie rauhes endoplasmatisches Retikulum und Polyribosomen. Einige Zellen
wiesen wenige Intermedidrfilamente im Zytoplasma auf. Das endoplasmatische Retikulum
war haufig dilatiert und enthielt fibrogranuléres Material. DarUber hinaus traten intratumorale
Makrophagen auf, die phagozytierte Erythrozyten, Ferritin oder Zelltrimmer enthielten
(Madewell et a., 2001). Diese Beobachtungen stimmen weitgehend mit denen von Snyder et
al. (1970) Uberein.

Hendrick et al. (1992) fanden in 101 von 198 (51%) Vakzine-assoziierten Fibrosarkomen
Entziindungszellherde, die von Lymphozyten und Makrophagen dominiert wurden. In 42
dieser 101 Fibrosarkome konnte lichtmikroskopisch grau-braunes, kristallines Fremdmaterial
in den Makrophagen nachgewiesen werden, das sich elektronenmikroskopisch als dicht, linear
bis leicht gebogen und zum Teil in Lamellen angeordnet darstellt. In 3 dieser Falle wurde
mittels einer rontgenologischen Mikroanalyse Aluminium nachgewiesen, das eine hohe
Sauerstoffkonzentration aufwies. In der Umgebung der Makrophagen konnte kein Aluminium
nachgewiesen werden. Aluminiumhydroxid ist ein Adjuvans in enem géangigen
Tollwutimpfstoff fir Katzen und wurde auch zum Zeitpunkt dieser Studie (1989 und 1990) in
19,6% der felinen Impfstoffe eingesetzt (Issacson und Johnson, 1975). Adjuvantien auf
Aluminiumbasis werden beim Menschen als Grund fir allergische Fremdkdrpergranulome
betrachtet (Slater et al., 1982; Lever und Lever, 1990).

Die elektronenmikroskopischen Befunde stimmen mit denen von Madewell et al. (2001)

Uberein.
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In FeLV-positiven felinen Fibrosarkomen konnten elektronenmikroskopisch C-Typ
Viruspartikel nachgewiesen werden (Snyder et a., 1970; Snyder, 1971; McDonough et al.,
1971).

2.2.2.3 Molekularbiologische Unter suchungen an felinen Fibrosarkomen

Ellis et a. (1996) untersuchten 100 feline Vakzine-assoziiere Fibrosarkome, sowie ein
multizentrisches Fibrosarkom. Hierbei wurde das FeLV-Genom mit der Polymerase
Kettenreaktion (PCR) mit einem Primer fir die LTR-Region (long terminal repeat) gesucht.
Lediglich in dem multizentrischen Fibrosarkom konnte ein positives Ergebnis erzielt werden.
Mittels PCR konnte in Vakzine-assoziierten Sakomen der Katze weder eine Infektion mit
felinem Immundefizienzvirus, Polyomavirus, Papillomvirus, felinen Leukd@mievirus noch
Synzytialvirus nachgewiesen werden (Kidney et a., 2000; 2001a,b und c; 2002).

2.2.3.4 Mehrkernige Riesenzellen in Tumoren der Katze

Die Definition "grof3er und/oder mehrkerniger" Zellen ist in der Literatur nicht einheitlich:
Der Begriff "Riesenzelle" wird von einigen Autoren sowohl fur grofie einkernige Zellen als
auch fur mehrkernige Zellen verwendet (Linzbach, 1955; Ford et al., 1975; LeCouteur et a.,
1978; Katenkamp und Kosmehl, 1990; Lewandrowski et a., 1990), von anderen Autoren
werden nur mehrkernige Zellen als Riesenzellen beziehungsweise as "multinucleated giant
cells' bezeichnet (Danks, 1939; Nielsen, 1952; Alexander et a., 1975; Garman, 1977,
Chambers, 1978; von Sandersleben, 1989; Berg et al., 1990; Magni et al., 1991). Fir letztere
Autoren ist nicht die absolute Zellgrofie gemessen in Mikrometern entscheidend, sondern die
Mehrkernigkeit gilt as das wesentliche Kriterium fir Riesenzellen. Als Riesenzelle (RZ) gilt
somit jede Zelle, die zwel oder mehr Zellkerne aufweist (Nielsen, 1952; Alexander et al.,
1975; Oemus und Timmel, 1990). Mit der Anzahl der Zellkerne einer Riesenzelle ist die Zahl
der Kernein der jeweiligen Schnittebene gemeint (Schulz und Delling, 1980).

Man unterscheidet mehrere Formen von Riesenzellen. Eine detaillierte Ubersicht gibt Josten
(1995). In Neoplasien konnen sowohl neoplastische Riesenzellen (Geschwul st-Riesenzellen)
als auch reaktive/osteokl astenghnliche Riesenzellen ("osteoclast-like giant cells' = OCL-GC)
auftreten (Hallowes und Chesterman, 1971; Sam und Sissons, 1972; Chambers, 1978;
Vollmer et al., 1989). Osteoklastendhnliche Riesenzellen sind Zellen, die nachfolgend in eine
Neoplasie eingewandert sind, als Reaktion auf die neoplastische Zellpopulation oder auf
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atypische Grundsubstanzen. OCL-GC entstehen durch Fusion von Zellen des Mononuklegren
Phagozytenystems (MPS) (Chambers, 1978; Roessner et al., 1989; Rosai, 1990; Magni et d,
1991). Geschwulst-Riesenzellen hingegen sind neoplastische Zellen. Sie sind Zeichen einer
Entdifferenzierung und fortschreitenden Entgleisung des Tumorwachstums. Geschwulst-
Riesenzellen deuten auf einen aggressiveren klinischen Verlauf hin (Rosai, 1990) und sind
mit einer ungunstigen Prognose verbunden (Vollmer et al., 1989; Zukerberg et al., 1990).

Der Nachweis von osteoklastendhnlichen Riesenzellen und ihre Abgrenzung gegentiber
neoplastische Riesenzellen ist in der Humanmedizin wichtig fir die Dignitétsbeurteilung einer
Neoplasie, da die Art der Riesenzelle die Prognose der Tumorerkrankung beeinflusst
(Vollmer et al., 1989; Rosai, 1990; Zukerberg et al., 1990). Hieran anlehnend versuchten
Josten und Rudolph (1997) die Riesenzellen in den Neoplasien von Hund und Katze néher zu
differenzieren. Sie unterscheiden zwischen neoplastischen und reaktiven Riesenzellen, wobei
erstere als ein Kriterium fur ein deutlich aggressiveres Wachstum der Neoplasie angesehen
wurden und somit als auf eine deutlich schlechtere Prognose hinweisend interpretiert wurden.
Stiglmair-Herb und Ortmann (1987) sahen generell eine schlechte Differenzierung der
Fibrosarkome als Kriterium fur eine schlechtere Prognose an. Ob Riesenzellen nun allerdings
ein Hinweis fir die schlechte Differenzierung sind, sprechen sie nicht an.

Mehrkernige Riesenzellen sind ein haufig beobachtetes Phdnomen in felinen Vakzine-
assoziierten Fibrosarkomen, jedoch nicht ausschliefdlich auf diese Tumorform beschrankt. Sie
werden ebenso in malignen fibrosen Histiozytomen (Hendrick and Brooks, 1994), aber auch
in Mammakarzinomen der Katze beschrieben (Della Salda et al., 1993; De Vico und
Maiolino, 1997). Bei der Katze wurde auch ein Riesenzelltumor beschrieben, der in
Anlehnung an die Humanmedizin, als "giant cell tumor of soft tissue" bezeichnet wurde (Ford
et a., 1975).

Colbatzky und Hermanns (1990) beschrieben das Auftreten von OCL-GC in so genannten
Riesenzelltumoren (" Osteoklastomen™) von 9 Katzen und 4 Hunden. Sie vermuteten, dass der
sogenannte Riesenzelltumor mit dem Fibrosarkom verwandt sei. Josten (1995) bekréftigte
diese Vermutung. Stiglmair-Herb und Ortmann (1987) sowie Goldschmidt und Shofer (1992)
beobachteten pleomorphe einkernige und mehrkernige Zellen im so genannten
polymorphzelligen beziehungswei se anapl astischen Fibrosarkom der Katze, ohne diese Zellen
néher zu charakterisieren. Josten (1995) vermutete, dass es sich hierbei um Geschwulst-
Riesenzellen handelt, wobel eventuell auch OCL-GC beteiligt sein kdnnen.
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OCL-GC zeigen keine Mitosen oder Kernteilungsfiguren (Chambers, 1978). Sie kénnen
Blutungen, Nekrosen und Osteoid abbauen (Chambers, 1978; Le Couteur et al., 1978; Kenney
et a., 1984). Gaffey et a. (1991) dokumentierten, dass OCL-GC einkernige Tumorzellen
phagozytieren konnen. Nach Untersuchungen von Sava et a. (1991) setzten OCL-GC das
Metastasierungspotential von Neoplasien herab. Sie gelten daher as prognostisch gunstig.
Zum funktionellen Nachwels werden in der Literatur zahlreiche Methoden beschrieben.
Josten (1995) gibt eine detaillierte Ubersicht. Uber den zuverlassigen Nachweis von
Geschwulst-Riesenzellen gibt es im Vergleich zum Nachweis von osteoklastendhnlichen
Riesenzellen (OCL-GC) nur wenige Untersuchungen. Den neoplastischen Riesenzellen fehlen
makrophagen- beziehungsweise osteoklastenspezifische Enzyme. Geschwulst-Riesenzellen
besitzen im Gegensatz zu OCL-GC keine Tartrat-resistente saure Phosphatase-Aktivitat
(Zukerberg, 1990; Toyosawa et al., 1991; Della Salda et a., 1993; Josten, 1995). Das
entscheidende Kriterium fir Geschwulst-Riesenzellen ist das Auftreten von atypischen,
multipolaren Mitosen (Linzbach, 1955). OCL-GC entstehen durch Proliferation der Zellkerne
innerhalb einer Riesenzelle (Alexander, 1975; Chambers, 1978; Takahashi, 1987). Diese
Kriterien nutzten Josten et a. (1997), um ene Methode (Doppelmarkierung) zur
Differenzierung von Riesenzellen in Neoplasien von Hund und Katze zu etablieren. Sie
unterschieden hierbei zwischen neoplastischen, nicht-neoplastischen und Osteoklasten-
dhnlichen Riesenzellen. Die Tartrat-resistente saure Phosphatase (tartrate-resistent acid
phosphatase = TRAP) wird als ein Marker fir Osteoklasten angesehen. Weiterhin wurde ein
Proliferationsmarker (MIB1) zur Differenzierung herangezogen. Waren die Riesenzellen
TRAP-positiv und MIB1-negativ, so sprechen die Autoren von reaktiven Osteoklasten-
Riesenzellen. Waren sie TRAP-negativ und MIB1-positiv, so interpretierten sie die Zellen as
neoplastisch, waren beide Reaktionen negativ, so zéhlen sie die mehrkernigen Riesenzellen zu
den nicht neoplastischen. Untersucht wurden bei der Katze Fibrosarkome, Hamangiosarkome,
Adenokarzinome der Mamma, Osteoidsarkome und komplexe Sarkome. Hinweise auf die
Prognose des Tumors, wie es in der Humanmedizin moglich ist, konnten alerdings aus der
ndheren Klassifizierung nicht gezogen werden, da bisher keine follow-up Studie durchgefthrt
wurde.

Elektronenmikroskopisch (Madewell et al., 2001) stellen sich die Riesenzellen in felinen
Fibrosarkomen als grol¥e, zytoplasmareiche Zellen mit zahlreichen Vakuolen dar. Sie
enthalten zahlreiche, haufig unterschiedlich grofe Kerne mit Kernmembranen und
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prominenten Nukleoli sowie fein vertelltem oder als Klumpen an der Kernmembran
héngendem Heterochromatin. Sie weisen zahlreiche Mitochondrien und freie Ribosomen,

weit verteiltes endoplasmatisches Retikulum und einen undeutlichen Golgiapparat auf.

2.2.3FeLV-und FeSV- assoziierte Fibrosarkome
Wie &ltere Untersuchungen zeigten, korrelieren Fibrosarkome in bis zu 50 % der Félle mit

einer FeLV-Infektion (Snyder, 1971, Reinacher, 1987b) und konnen, insbesondere in der bei
jungen Katzen auftretenden multiplen Form, durch das feline Sarkomvirus (FeSV) induziert
werden (sehe 1.2.1.2).

In einem multizentrischen, FeL V-positiven Fibrosarkom konnte sowohl FeLV-Genom mittels
PCR (LTR-Region des FelL V) as auch immunhistologisch FeLV-Protein (Haupthillprotein
gp70) in den neoplastischen Fibroblasten nachgewiesen werden (Ellis et al., 1996).

In einer dlteren Studie wurde bei ca. 50% der Tiere mit Fibrosarkom p27 im Blut und in

Knochenmarks-Ausstrichen nachweisen (Theilen et al., 1976).

2.2.3.1 FeSV

Das feline Sarkomvirus (FeSV) wurde erstmals aus einem multizentrischen subkutanen
Fibrosarkom einer 2 Jahre alten weiblichen Européisch-Kurzhaar-Katze isoliert (FeSV-ST,
Snyder und Theilen, 1969).

FeSV gehort zu den schnell transformierenden Retroviren. Es hat zwar die Méglichkeit zur
eigenstandigen Replikation verloren, besitzt aber die Fahigkeit, Zellen zu transformieren. In
vitro verlieren die infizierten Zellen die Kontakthemmung, wachsen Ubereinander und |6sen
sich vom Untergrund.

2.2.3.2 Replikation des FeSV

FeSV ist ene Defektmutante des FeLV, die nur bei Anwesenheit von
replikationskompetentem FelLV zur Vermehrung féhig ist. FeSV entsteht aus einer
Rekombination von FeLV Provirus-DNS mit einem zelluléren Protoonkogen der Katzenzelle
(zelluléres onc-Gen). Dieses onc-Gen wird in das FeLV-Genom eingefigt, wobel Teile der
gag-Region, ein grofier Teil der env-Region und das vollsténdige pol-Gen des FeL V-Genoms
verloren gehen (Hardy, 1980). Normalerweise erfolgt die Rekombination in der pol

(polymerase; reverse transcriptase) und env (envelope)-Region des FeLV oder in der Nahe
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der gag (structural group-associated antigen)-pol-Verbindung (Coffin, 1979; Besmer, 1983a
und 1983b). Aufgrund des Verlustes der Polymerase ist FeSV somit fur seine Replikation auf
FelLV als Helfervirus angewiesen. Das infektidse Agens, das aus den mit FeL V/FeSV doppelt
infizierten Zellen entsteht hat folglich ein FeSV Genom, die reverse Transkriptase und das
Hullprotein aber von FeLV (Hardy, 1980). FeSV-infizierte Katzen sind somit immer auch
FelL V-positiv (Besmer, 1983; Pedersen et al., 1984).

2.2.3.2.1 FeSV-Isolate

Mittlerweile existieren etwa 25 FeSV-lsolate, von denen 10 ndher charakterisiert sind
(Barbacid, 1980a, 1980b, 1981; Besmer et al., 1983c und 1983d, 1986; Frankel et al., 1979;
Gardner et a., 1970; Hampe et al., 1983; Hardy,1981; Irgens et a., 1973; Khan et al., 1978;
McDonough et a., 1971; Naharro et a., 1983; Porzig et al., 1979; Rasheed et a. 1982,
Reynolds et al., 1981a und 1981b, 1982; Rosenberg et al., 1981; Sherr et al., 1979, 1980,
Slauson et al., 1975a und 1975b; Snyder et al., 1969, 1973; Ziemiecki et al., 1984).

Die wichtigsten sind in Tabelle 1.3 aufgelistet.
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Tabelle 1.1: FeSV-Isolate von Katzen mit spontanen Fibrosakomen (Quelle: Rojko und
Hardy, 1994)

Onkogen-Typ | Onkogen- Ort der FeSV-Isolat Protein- Tumor
Name Onkogenaktion produkt
Tyrosinkinase fes Plasmamembran, Snyder-Theilen pa5Fdfes Zahlreiche
Kern (ST Fibrosakome mit
M etastasen
Gardner-Arnstein (GA) | p95%d7es Rezidivierende
multiple
Fibrosarkome
Hardy-Zuckermanl pogwsTes Multiple
(HZ1) Fibrosarkome
abl Plasmamembran Hardy-Zuckerman2 pogeas-adl Multiple
(HZ2) Fibrosakome
mit M etastasen
fgr Zytoskelett Gardner-Rasheed (GR) | p70%%**™" | nicht beschrieben
Tyrosinkinase/ kit Plasmamembran Hardy-Zuckerman4 p8ouaokt Multiple
Rezeptor fur (HZ4) Fibrosakome
kit-Ligand mit
L ungenmetastasen
Rezeptor fur fms Plasmamembran Susan-McDonough gp170%¢™ | Rezidivierende
Colony- (SM) multiple
stimulating Fibrosakome
Faktorl
Plateled- sis extzrazellular, Parodi-Irgens (PI) p76%9ss Multiple
derived growth bindet an PDGF- Fibrosakome
factor (PDGF) Rezeptor mit Lungen und
Thoraxmetastasen
Hardy-Zuckerman5 nicht Multiple
(HZ5) charakteri- Fibrosarkome
siert
Adenylcyclase ras Plasmamembran Noronha-Y oungren nicht Multiple
G Protein (NY) charakteri- Fibrosakome
siert
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2.3 M dglichkeiten zur immunhistologischen Char akterisierung
von Fibroblasten und anderen Zellarten zur Darstellung von
Entziindungszellen und zur Darstellung der Rate von

Tumor zéllproliferation und Zelluntergang bei der Katze

2.3.1 Immunhistologische Char akterisierung von Entziindungszellen

An Formalin-fixiertem und Paraffin-eingebetteten Gewebe der Katze ist eine Darstellung von
T-und B-Lymphozyten sowie von Makrophagen/Monozyten mittels Immunhistologie
maoglich (Beebe et al., 1994; Monteith et al., 1996; Kipar et a., 1998a, 1999b; Paltrinieri et
al., 1998). T-Zellen lassen sich mittels eines kreuzreagierenden, gegen das humane CD3-
Antigen des T-Zell-Rezeptors gerichteten und somit as pan-T-Zell-Marker fungierenden
polyklonalen Antikorpers darstellen (Beebe et al., 1994; Kipar et al., 19983, 1999a; Abbas,
2000). Zur Darstellung von B-Lymphozyten bei der Katze ist ein kreuzreagierender
monoklonaler Antikorper aus der Ratte gegen das CD45R-Antigen auf B-Zellen,
Plasmazellen und B-Zell-Vorstufen der Maus (B220, Ly5) geeignet, der bei der Katze as
pan-B-Zell-Marker dient (Monteith et al., 1996; Kipar et a., 19983, 19994). Monozyten und
vor kurzem aus dem Blut ausgewanderte Makrophagen, myelomonozytdre Zellen im
Knochenmark sowie neutrophile Granulozyten lassen sich mittels eines gegen das humane
myeloid/histiocyte  Antigen  (Calprotectin;  Leukozytenprotein  L1)  gerichteten,
kreuzreagierenden Antikorpers nachweisen (Dale et a., 1983; Flavell et a., 1987; Kipar et al.,
1998a, 1999a; Paltrinieri et al., 1998). Das Adhasionsmolekil CD18 wird ebenfalls von
Makrophagen exprimiert. Hierauf wird in einem spateren Abschnitt noch ausfihrlicher

eingegangen.

2.3.2 Tumor zellproliferation- und Zellunter gang

Die Proliferationsrate und die Zahl der Mitosen im Gewebe kann zum einen bestimmt werden
anhand der Morphologie Uber die Zahl der Mitosen beziehungsweise Apoptosen und zum
anderen mit Hilfe des Nachweises Zellzyklus-spezifischer Antigene (Linden et al., 1992; Sarli
et a., 1995, 1999; Kohler et al., 2000; Kipar et al., 2001).

PCNA (proliferating cell nuclear antigen) ist ein endogener Marker fur die Zellproliferation.
PCNA hat ein Molekulargewicht von 36000 Daton und ist ein Hilfsprotein der DNS-
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Polymerase o, die essentiell fir die DNS-Replikation ist (Bravo et al., 1987; Kurki et a.,
1988; Foley et al., 1991; Greenwell et al., 1991, 1993; Eldridge und Goldsworthy, 1996). Die
GO-Phase ist die Zyklusphase der geringsten PCNA-Konzentration. In der spéten G1-Phase
steigt die Konzentration von PCNA an. lhr Maximum erreicht sie wahrend der S-Phase
(Kurki et a., 1986, 1988; Morris und Mathews, 1989; Dietrich et al., 1994) mit dem etwa 7-
fachen Wert gegentiber einer Zelle in der GO-Phase (Bravo und McDonald-Bravo, 1985; Celis
und Celis, 1985; Celis et a., 1987), um dann langsam wieder wahrend der G2- und der M-
Phase abzunehmen (Foley et a., 1991; Eldrigde et al., 1993; Dietrich et al., 1994).

Das Protoonkogen bcl-2 gehdrt zur Familie der bcl-2-Proteine, die die Apoptose regulieren.
Bcl-2 ist in der &uferen Mitochondrienmembran, der Kernmembran sowie im
endoplasmatischen Retikulum lokalisiert (Hockenberry et al., 1991; Monaghan et al., 1992).
Bcl-2 wird permanent auf niedrigem Level sowohl in hdmatopoetischen als auch nicht
hé&matopoetischen Geweben im ganzen Korper exprimiert und ist auf hohem Level in Gber der
Halfte der Tumoren beim Menschen nachweisbar, so dass man bcl-2 eine bedeutende Rolle in
der Karzinogenese zuspricht (Reed, 1994). Es verhindert Uber die Reduzierung der
Mitochondrienpermeabilitét die Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien.
Weiterhin fungiert bcl-2 als "docking-protein” fir den apoptotischen Protease-aktivierenden
Faktor (Apaf-1). In dem bcl-2 an Apaf-1 bindet, verhindert es dessen Bindung an Cytochrom
C und somit seine Aktivierung, in deren Folge es sonst zur Aktivierung der Initiatorkaspasen
und dann zum Ablauf der Apoptose kame. Bcl-2 ist generell in Geweben nachweisbar, in
denen Zelltod durch Apoptose erfolgt (Mitchel und Cotran, 1999). Im lymphatischen Gewebe
exprimieren langlebige Vorlauferzellen und einzelne postmitotische Zellen, die eine erhdhte
L ebensdauer bendtigen, bcl-2, wie zum Beispiel rezirkulierende B-Zellen in der Mantelzone,
aktivierte B-Zellen im Follikelzentrum, der Uberwiegende Teil der Plasmazellen in Milz und
Lymphknoten, Thymozyten, die nicht negativ selektiert werden und Vorlauferzellen im
Knochenmark (Hockenbery et al., 1991; Kohler et a., 2000). Die topographische Verteilung
von bcl-2 im Gewebe adulter Katzen entspricht der beim Menschen (Madewell et al., 1999).
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Unter Apoptose versteht man eine Form des Zelltodes, die dafUr zusténdig ist, unerwiinschte
Wirtszellen mittels eines zelleigenen Systems zu eliminieren (Cotran et a., 1999).

Im Verlauf der Apoptose erfolgt die Spaltung von Chromatin in DNS-Kernfragmente mit der
Grof3e von Nukleosomen (Wyllie et al., 1984). Fur die Erkennung apoptotischer Zellenin situ
kann die Darstellung von DNS-Fragmenten mit Hilfe ihrer Markierung am 3-OH-Ende Uber
die terminale Deoxyribonukleotidyl-Transferase (TUNEL-Methode) genutzt werden
(Gavriélli et a., 1992).

2.3.3 Mdglichkeiten zum Nachweis phanotypischer Charakteristika von
M akrophagen
2.3.3.1 Nachweisvon MHC I1-Expression

Die eigentliche physiologische Funktion der Histokompatibilitétszelloberflachenmolekile
(major histocompatibility complex = MHC) ist, Peptidfragmente verschiedener Proteine zu
présentieren, um antigenspezifische T-Zellen zu stimulieren. Es kodieren mehrere Gene fir
Histokompatibil&tsantigene, von denen die wichtigsten sich auf einem kleinen Segment von
Chromosom 6 befinden. Man unterscheidet drel verschiede Typen der MHC Molekile: MHC
[, I und I11. Allerdings codieren nur die der Klasse | und Il fir die Peptide der verschiedenen
Subtypen von T-Zellen, die der Klasse Il hingegen fir Komponenten des
Komplementsystems. Antigene, die mit Molekile der Klasse | verbunden werden, werden
von CD8" T-Zellen erkannt, wohingegen Klasse-l1-assoziierte Antigene von CD4" (Helfer-)
T-Zellen erkannt werden. Die Moleklle der Klasse | werden von alen kernhaltigen Zellen
exprimiert, die der Klasse Il hauptsachlich von spezialisierten Antigen-prasentierenden
Zellen, wie zum Beispiel dentritischen Zellen, Makrophagen, B-Lymphozyten und noch
einigen wenigen anderen, einschliefdlich Endothelzellen (Abbas et al., 2000).

Bei der Katze exprimieren alle Lymphozyten und Monozyten MHC 1l (Rideout et al., 1990).
Auch in der Milz, den Lymphknoten, dem Thymus, den Peyerschen Platten und der Haut
kann eine MHC |1-Expression nachgewiesen werden (Hunt et al., 1995), was allerdings den
Ergebnissen von Pollack et a. (1988) widerspricht, der mittels Immunfluoreszenz kein MHC
Il Antigen auf Fibroblasten, Lymphozyten und anderen mononukleédren Zellinien nachweisen
konnte.

Pérez et a. (1999) wies eine MHC Il Expression in infiltrierenden Lymphozyten,
Makrophagen und Fibroblasten in felinen Plattenepithel karzinomen nach.
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2.3.3.2 Nachweisvon CD18

CD18 (95kD) ist Bestandteil der drei Mitglieder enthaltenden Familie der B,-Integrine. Diese
oberflachlichen, zellularen Adhasionsmolekile stellen Heterodimere aus zwei nicht-kovalent
gebundenen Untereinheiten (o-Untereinheit: CD11, B-Untereinheit: CD18) dar. Die
Unterscheidung der verschiedenen fo-Integrine erfolgt nach den o-Untereinheiten:
"lymphocyte function-associated antigen (LFA-1) mit einer 180kD a-Untereinheit (CD11a),
Mac-1 mit einer 165kD a-Untereinheit (CD11b) und p150/95 mit einer 150kD a-Untereinheit
(CD11c) (Abbas et al., 2000). Wahrend CD11b und c intrazellulér gespeichert und somit
schnell freigesetzt werden konnen, wird CD11a nicht in der Zelle gespeichert, sondern auf
MRNS-Ebene aufreguliert (Springer, 1990).

Beim Hund wurde eine intensive zytoplasmatische CD18-Expression in Granulozyten und
Makrophagen beobachtet. Zusétzlich reagierten — wenn auch wesentlich schwécher — die
Mehrzahl der kortikalen und medullaren Thymozyten und nahezu alle Leukozyten (Moore et
a., 1990). FACS-Analysen am peripheren Blut zeigten bei Lymphozyten, Granulozyten und
Monozyten auch eine Oberflachenexpression (Moore et a., 1990). Fir den
immunhistologischen Nachweis von CD18 bel der Katze steht ein Formalin- und Paraffin-
gangiger monoklonaler Antikdrper gegen das feline CD18-Molekil zur Verfigung. Bei der
Katze exprimieren Makrophagen, das hdmolymphatische (mononukleéren Zellen, selten auch

neutrophile Granulozyten) Gewebe, sowie Myelinophagen (Gehirn) CD18 (Kipar, 2002).
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3. Eigene Unter suchungen
3.1 Material und Methoden

3.1.1 Untersuchungsmaterial

Untersucht wurden 364 Tumoren von Katzen, die aufgrund ihrer Histologie als Fibrosarkome
angesprochen worden waren. Die Tumoren waren in den Jahren 1998 bis 2000 zur
Routinediagnostik an das Institut fur Veterindr-Pathologie der Justus-Liebig-Universitéat
Giessen gesandt worden. Die Fibrosarkome wurden immunhistologisch durch indirekte
Immunperoxidase-Technik (IPO) mittels monoklonaler Antikdrper gegen gp70 und p27
(Reinacher, 1987; Kovacevic et a., 1997) auf FeL V-Antigen untersucht.

Entsprechend der vorberichtlich erwéhnten Lokalisation wurden die Tumoren in 2 Gruppen
eingeteilt. Zu den Vakzine-assoziierten Lokalisationen zdhlten die seitliche Brustwand, die
Region zwischen den Schulterbléttern, der Nacken, die Kreuzbeingegend und der
Oberschenkel. Alle anderen Lokalisationen wurden als nicht Vakzine-assoziiert bewertet
(Hendrick et a., 1994). Fibrosarkome ohne Angabe der Lokalisation wurden nicht in die
Untersuchung einbezogen. Histologisch wurden die Fibrosarkome weiterhin als gut
beziehungswei se schlecht strukturiert eingestuft (siehe 3.2.3.1).

Zur néheren Charakterisierung der Tumoren und der die meisten Fibrosarkome umgebenden
Entzindungen wurden neben der HE-Farbung verschiedene Methoden angewandt, die in
Tabelle 3.1.1 dargestellt sind.
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Tabelle 3.1.1: Ubersicht tber die verschiedenen Methoden zur naheren Untersuchung der
Fibrosarkome

Methode Nachweis von Bemerkung
Immunhistologie FelLV Virusnachweis
CD3 Pan-T-Zell-Marker
CD45R Pan-B-Zell-Marker
myel oid/histiocyte Antigen M onozyten/M akrophagen, neutrophile
(Calprotectin) Granulozyten
MHCII Oberflachenmol ekl
CD18 B2 Integrin
PCNA Proliferationsmarker
Bcl-2 Protoonkogen
Enzymhistochemie Tartrat-resistente saure osteokl aste_narti ge mehrkernige
Phosphatase Riesenzellen
Speziafarbungen Elastica van Gieson elastische Fasern
TUNEL-Methode apoptotischen Zellen Nachweis von DNS-Fragmenten

3.1.2 Vorberichte

Die Angaben zu Lokalisation, Gréfde und makroskopischen Eigenschaften der Tumoren sowie
zum Signalement der Tiere wurden den Tagebiichern des Institutes fur Veterinar-Pathologie
der Justus-Liebig-Universitat Giessen entnommen. Diese Daten sind im Anhang aufgelistet
(Tabelle 7.1).

3.1.3 Fixierung und histopathologische Pr&paration

Die eingesandten Proben wurden routinemal3ig in 10% Formalin fixiert. Die Gewebeproben
wurden im Einbettungsautomaten V ogel-Histo-Comp (VO-5-1002; Vogel, Giessen) bei 60° in
Paraffin eingebettet.

Die histopathologische Beurteilung wurde an Hamatoxylin-Eosin (HE)-geférbten Schnitten
durchgefiihrt. Von den in Paraffin eingebetteten Geweben wurden ca. 5um dicke Schnitte
hergestellt. Diese wurden auf Eiweil3-Glyzerin beschichtete Objekttrager aufgezogen und mit
Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbt.
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3.1.4 Immunhistologie

Fir die immunhistologischen Untersuchungen wurden 5 pm dicke Schnitte auf
SuperFrost®/Plus-Objekttrager (041300, Menzel Glaser Braunschweig) aufgezogen und
anschlief?end mindestens 1 h vor dem Ventilator oder Uber Nacht bei Raumtemperatur

getrocknet.

3.1.4.1 Seren und Antiseren

3.1.4.1.1 Schweine-, Kaninchen-, Pferde -und Rattenserum

Das Blut von gesunden Schlachtschweinen, Kaninchen, Pferden und Ratten wurde nach 2-4
Stunden Stehen bei Raumtemperatur fir 10 Minuten bel 1500 x g zentrifugiert und das Serum
gewonnen. Das Serum wurde steril filtriert und zum Konservieren mit 0,05% Merthiolat
versetzt. Bis zur Verwendung wurde das Serum bel —20°C gel agert.

3.1.4.1.2. Antiseren
3.1.4.1.2.1 Priméarantikorper
Die verwendeten Antiseren und ihre Bezugsquellen sind in Tabelle 3.1.2 aufgelistet.

Tabelle 3.1.2: Primérantikorper, immunhistologische Nachwei smethode,
V orbehandlungsmethode und zum Blocken unspezifischer Antikdrperbindungen verwandte
Seren

o Bezugsquelle Verdinnung Vorbehandlung,
Antikorper/Klon (Bestell-Nr.) M ethode Blocken
Custom Monoclonals | 1:200in TBS mit
Maus a-gp70 ) 0 TUF®
(KlonC11D82i) Nt Sacremento. NSO 20% SS
Custom Monoclonals | 1:100in TBS mit
Maus a-p27 ) 0 TUF®
(KlonPF123-108) | "Mt Sffg“emo’ 20| éoss 20% SS
Custom Monoclonals | 1:100in TBS mit
Maus a-p15E : 0 TUF®
(KIonPF6J-2A) Int. Sﬂcéi“e”to’ 2(: ﬁoss 20% SS
Kaninchen a-human Dako Diagnostika 1:500 in TBS mit Protease
CD3 GmbH; Hamburg, 20% SS 20% SS
(Pan T-Zell-Marker) Germany (A0452) PAP
Ratte a-mouse i
CD45R CedHaé rhg“eé:r'?;;d" 1:1000in TBS ZP (pH 6,0)
(Pan-B-Z€ll-Marker) (CL gégo AP) ABC unverdinntes PS
(Klon B220(Ly5))
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Tabelle 3.1.2 (Fortsetzung): Primérantikorper, immunhistologische Nachweismethode,
Vorbehandlungsmethode und zum Blocken unspezifischer Antikérperbindungen verwandte
Seren

. Bezugsquelle Verdinnung Vorbehandlung,
Antikorper/Klon (Bestell-Nr ) Methode Blocken
Maus a-PCNA Dako Diagnostika 1:100in TBS ZP (pH 4,0)
(Klon PC10) GmbH; Hamburg, PAP 10% RS
Germany (M0879)
Maus a-felines MHC
|. von Bothmer, Inst.
Il (B-Kette von MHC | iy /et -pathol., Univ.|  1:100in TBS ZP (pH 6,0)
1) Gicssen 10% RS
(Klon F71D4F6H4)
Leukocyte Antigen
Maus a-felines cD18 | 210109y Lab., P.F. 1:50in TBS ZP (pH 6,0)
(KlonFE3.9F2) | Moore University of ABC 10% RS
' Cdlifornia, Davis,
USA
Maus a-human bcl-2 Novocastra; o
(Klon 100/D5, NCL- | Newcastle, United 1'80A'§g BS Unsgé’?u;'nfg)%
bcl-2) Kingdom (600269)

Erlauterung der Abklrzungen: VB: Vorbehandlung; RS: Rattenserum (Verdunnung in TBS);
SS. Schweineserum (Verdinnung in TBS); PS. Pferdeserum (Verdinnung in TBS); ZP:
Zitratpuffer; 1PO: indirekte Immunperoxidase; ABC: Avidin-Biotin-Complex; PAP:
Peroxidase anti-Peroxidase

3.1.4.1.2.2 Sekundarantikorper
Die verwandten Sekundarantikorper und ihre Bezugsguellen sind in Tabelle 3.1.3 aufgelistet
Tabelle 3.1.3: Sekundarantikorper, Bezugsguellen und Verdinnungen

Antikor per Bezugsquelle (Bestell-Nr.) Verdinnung

: : Dako Diagnostika GmbH; AAn oo
Schwein a-Kaninchen 1gG Hamburg, Germany (ZO196) 1:100 in TBS mit 20% SS

Ratte a-Maus 1gG (H&L) D'g”;;%ﬂf{”ggiggg?gg)rg' 1:100in TBS
Pferd a-Maus 1gG, Vector Lab., Burlingame, 1:100in TBS
biotinyliert USA(BA-2000) (0,9u1/100ul)
Kaninchen a-Ratte 1gG, Vector Lab., Burlingame, 1:100in TBS
biotinyliert USA(BA-4000) (0,9u1/100ul)

Ziege a-Kaninchen 1gG, Vector Lab., Burlingame, 1:100in TBS
biotinyliert USA(BA-1000) (0,9u1/100ul)

Dako Diagnostika GmbH;

. ) _ AAn oo
Kaninchen a- Maus 1gG-PO Hamburg, Germany (P0161) 1:100 in TBS mit 20% SS

Erlauterung der Abkurzungen: SS - Schweineserum
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3.1.4.1.2.3 Tertiarantikdrper und Detektionssysteme

Die verwendeten Tertidrantikorper und Detektionssysteme sind in Tabelle 3.1.4 aufgelistet.

Tabelle 3.1.4: Tertiarantikorper/Detektionssysteme, Bezugsguellen und Verdinnungen

Antikor per

Bezugsguelle (Bestell-Nr.)

Verdinnung

PAP vom Kaninchen

Dako Diagnostika GmbH,
Hamburg, Germany (Z0113)

1:100 in TBS mit 20% SS

Dianova GmbH, Hamburg,

PAP von der Maus Germany (223005025) 1:500in TBS
Avidin-Biotin-Komolex Vector Lab., Burlingame, 1:100in TBS
(ABO) P USA (Vectastatin ABC Kit | (je0,9 pl A beziehungsweise
PK-4000M) B/100ul)
- . . 1:100in TBS
Avidin-Biotin-Komplex- Vector Lab., Burlingame, . . .
Elite-Kit USA (PK-6100) (je0.9ul AB /tigf)'slh)ungs‘“’ ese

Erlauterung der Abktrzungen: PAP: Peroxidase anti-Peroxidase; SS: Schweineserum

3.1.4.2 Antigen-Demaskierung

Die verwandten Demaskierungsmethoden sind in Tabelle 3.1.5 aufgelistet.
Tabelle 3.1.5: Methoden zur Antigen-Demaskierung

_ Dauer Detektiertes
Vorbehandlung | Konzentration Methode (Minuten) Antigen
PFr,‘r’;fase (_k;akt' 0,05% Protease e cD3
€€ 1YP  in NaCl-PBS (pH ) 5 Myeloid/histiocyte
XXIV; Sigma ) (Warmeschrank) :
. 7,2; s. Anhang) Antigen
Deisenhofen)
, ZP vorwarmen CDA5R
Zitratpuffer (ZP) a) 97°C a) 15-20 MHC 11
pH 6,0 10mM CD18
(Wasserbad) b) 15-20
(s Anhang) b) Raumtemperatur bcl-2
P PCNA
(Trng(Zt TUF® vorwarmen
Unmaslgdn L3 & 9r°C 8 10 FeLV
Fluid: Kr eatgch in Aqua dest. (Wasserbad) b) 15
) X b) Raumtemperatur
Diagnostics)

Erlauterung der Abkurzungen: ZP: Zitratpuffer
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3.1.4.3 Nachweis von FeL V-Antigenen in For malin-fixiertem Gewebe

Der Nachwels der FeL V-Antigene erfolgte mittels der indirekten Immunperoxidase-Technik
(IPO) (Nakane und Pierce, 1967; Bourne, 1983; Reinacher und Theilen, 1987).

Fur die Routinediagnostik wurde ein 1+1Gemisch aus gp70 (1:200 in TBS) und p27 (1:100 in
TBS) verwendet. Die getrennten Inkubationen zum Nachweis der einzelnen Strukturproteine
erfolgten wie in Tabelle 3.1.2 angegeben. Alle Inkubationsschritte wurden, soweit nichts

anderes vermerkt ist, bel Raumtemperatur durchgefihrt.

1) 10 Minuten entparaffinieren in Roti-Histol® (Karl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe);
anschlief3end 2 x je 3 Minuten I sopropanoal, 1 x 3 Minuten 96% Alkohol
2) Inaktivierung der endogenen Peroxidase:
30 Minuten Inkubation in Methanol mit 0,5% frisch zugesetztem H,0-
(Perhydrol® 30% H,0, p.a.; 7210, E. Merck, Darmstadit)
3) Waschen der Schnitte mit TBS (s. Anhang)
4) TUF®-Behandliung

= 5 Minuten Aquadest.

= 10 Minuten Inkubation bei 97°C in vorgewarmtem TUF® im Wasserbad (Typ

1013; Gesellschaft fur Labortechnik GmbH (GfL), Burgwedel)

= 15 Minuten Abkiihlen in TUF® bei Raumtemperatur

= 5 Minuten Aquadest.
5) Aufbringen der Objekttréger auf Coverplates™ (721100013; Life Science Int. GmbH,
Frankfurt/Main) und Einfuhren der Coverplates™ in die Halterung
6) 10 Minuten blocken mit 20% Schweineserum
7) Inkubation Uber Nacht mit Maus anti-FeL.V gp70 (1:200 in TBS) und p27 (1:100in TBS)
oder mit dem Kontrollantikdrper T1 (gegen ein Oberflachenantigen von Hihner-Bursa-
Lymphozyten gerichtet; Hirschberger, 1987) in gleicher Verdinnung wie der
Primérantikorper (Negativkontrolle)
8) Waschen der Schnitte mit TBS
9) 30 Minuten Inkubation mit Kaninchen anti-Maus 1gG-PO (1:100 in TBS mit 20%
Schweineserum; s. Tabelle 3.1)
10) Waschen der Schnitte mit TBS, Entnahme aus den Coverplates™
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11) 10 Minuten Inkubation der Schnitte unter stdndigem Rihren (Magnetrihrer) in einer
Kivette in 3,3 -Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB; Fluka Feinchemikalien GmbH,
Neu Ulm) mit 0,01% H,0; (30%, s.0.) in 0,1 M Imidazolpuffer (pH 7,1; s. Anhang) bei
Raumtemperatur

12) 3 x je 5 Minuten waschen in TBS, 1 x 5 Minuten waschen in Aqua dest.

13) 10 Sekunden gegenféarben in Papanicolaous Hamatoxilin (Papanicolaou 1b; E. Merck,
Darmstadt; 1:10 in Aqua dest.), 5 Minuten bléuen in Leitungswasser

14) Entwassern in aufsteigender Alkoholreihe, zweimaliges Kldren in Roti-Histol® fir je 3
Minuten, eindecken mit Folie im Eindeckautomaten (TissueTec®, Mod.4765, Vogel Wilhelm
GmbH, Giessen)

3.1.4.4 Nachweis des CD3-Antigens

Zur Darstellung von T-Lymphozyten wurde der Pan-T-Zellmarker CD3 mittels der PAP-
Methode detektiert (Sternberger et al., 1970; Beebe et a., 1994; Kipar et a., 1998a). Alle
Inkubationsschritte wurden, soweit nichts anderes vermerkt ist, bei Raumtemperatur
durchgefihrt.

1) 10 Minuten entparaffinieren in Roti-Histol® (Karl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe)
anschlief3end 2 x je 3 Minuten Isopropanyl, 1 x 3 Minuten 96% Alkohol
2) Inaktivierung der endogenen Peroxidase:
30 Minuten Inkubation in Methanol mit 0,5% frisch zugesetztem H,0,
(Perhydrol® 30% H,0, p.a.; 7210, E. Merck, Darmstadit)
3) Waschen der Schnitte mit TBS (s. Anhang)
4) Protease-Behandlung
e 5 Minuten PBS (pH 7,2; s. Anhang) bei 37°C
e 5 Minuten Protease-Behandlung bei 37°C 0,05% bakterielle Protease in 37°C
warmen PBS (pH 7,2; s. Anhang), frisch hergestellt
e 3x5Minuten eiskaltes TBS
5) Einsetzen der Objekitrager in Coverplates™ (721100013; Life Science Int. GmbH,
Frankfurt/Main) und Einfuhren der Coverplates™ in die Halterung
6) 10 Minuten blocken mit 20% Schweineserumin TBS
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7) Inkubation Uber Nacht mit Kaninchen anti-CD3 (1:500 in 20% Schweineserum in TBS)
oder mit dem Kaninchenkontrollserum in der gleichen Verdinnung (Negativkontrolle)

8) Waschen der Schnitte mit TBS

9) 30 Minuten Inkubation mit Schwein anti-Kaninchen 1gG (1:100 in 20 % Schweineserum
inTBS; s. Tabelle 3.2)

10) Waschen der Schnitte mit TBS

11) 30 Minuten Inkubation in PAP vom Kaninchen (1:100 in 20% Schweineserum in TBS; s.
Tabelle 3.3)

12) Waschen der Schnitte mit TBS, Entnahme aus den Coverplates™

13) 10 Minuten Inkubation der Schnitte unter stdndigem Ruhren (Magnetriihrer) in einer
Kuvette in 3,3 -Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB Fluka Feinchemikalien GmbH, Neu
Ulm) mit 0,01% H,O, (30%, s.0.) in 0,1 M Imidazolpuffer (pH 7,1; s. Anhang) bei
Raumtemperatur

14) 3 x je 5 Minuten waschen in TBS, 1 x 5 Minuten waschen in Aqua dest.

15) 10 Sekunden gegenfarben in Papanicolaous Hamatoxilin (Papanicolaou 1b; E. Merck,
Darmstadt; 1:10 in Aqua dest.), 5 Minuten bléuen in Leitungswasser

16) Entwassern in aufsteigender Alkoholreihe, zweimaliges Kléren in Roti-Histol® firr je 3
Minuten, eindecken mit Folie im Eindeckautomaten (TissueTec®, Mod.4765, Vogel Wilhelm
GmbH, Giessen)

3.1.4.5 Nachweis des CD45R-Antigens (B220 (Ly 5))

Mittels eines monoklonalen Antikorpers gegen das CD45R-Antigen auf B-Zellen und B-Zéell-
Vorstufen (B220 (Ly 5), Klon RA3-6B2), wurden B-Zellen und Plasmazellen nachgewiesen
(Coffmann und Weissmann, 1981). Dieser monoklonale Antikorper kann bei der Katze als
Pan-B-Zellmarker verwendet werden (Montheit et al., 1996; Kipar et a., 1998a). Hierzu
wurde die Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (ABC)-Methode angewendet (Hsu et dl.,
1981). Samtliche Inkubationen wurden, soweit nichts anderes vermerkt ist, bel
Raumtemperatur durchgefihrt.

1) 10 Minuten entparaffinieren in Roti-Histol® (Karl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe)
anschlief3end 2 x je 3 Minuten Isopropanyl, 1 x 3 Minuten 96% Alkohol
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2) Inaktivierung der endogenen Peroxidase:
30 Minuten Inkubation in Methanol mit 0,5% frisch zugesetztem H,0,
(Perhydrol® 30% H,0, p.a.; 7210, E. Merck, Darmstadi)
3) Waschen der Schnitte mit TBS (s. Anhang)
4) Zitratpuffer-Behandlung

e 25-30 Minuten bei 97°C im Wasserbad (Typ 1013; Gesellschaft fir Labortechnik

GmbH (GfL), Burgwedel)in vorgewarmtem Zitratpuffer inkubieren

e 15-20 Minuten bei Raumtemperatur abkihlen lassen

» Waschen der Schnittein TBS
5) Einsetzen der Objekttrager in Coverplates™ (721100013; Life Science Int. GmbH,
Frankfurt/Main) und Sequenza-Einsétze (Shandon), TBS
6) 10 Minuten blocken mit unverdiinntem Pferdeserum
7) Inkubation Gber Nacht mit Ratte anti-Maus CD45R (1:1000 in TBS; s. Tabelle 3.1.) oder
mit dem Kontrollantikbrper T1 (gegen ein Oberflachenantigen von HiUhner-Bursa-
Lymphozyten gerichtet; Hirschberger, 1987) in gleicher Verdinnung wie der
Primérantikorper (Negativkontrolle)
8) Waschen der Schnitte mit TBS
9) 30 Minuten Inkubation in Kaninchen anti-Ratte 1gG, biotinyliert (0,9 pl/100ul TBS; s.
Tabelle 3.2)
10) Waschen der Schnitte mit TBS
11) 30 Minuten Inkubation mit Avidin-Biotin-Komplex
(0,9 ul A +0,9 ul B/100 ul TBS; s. Tabelle 3.3)
12) Waschen der Schnitte mit TBS, Entnahme aus den Coverplates™
13)10 Minuten Inkubation der Schnitte unter stdndigem Ruhren in 3,3'-
Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB; Fluka Feinchemikalien GmbH, Neu Ulm) mit
0,01% H,0, (30%, s.0.) in 0,1 M Imidazolpuffer (pH 7,1; s. Anhang)
14) 3 x je 5 Minuten waschen in TBS, 1 x 5 Minuten Waschen in Aqua dest.
15) 10 Sekunden gegenféarben in Papanicolaous Hamatoxilin (Papanicolaou 1b; E. Merck,
Darmstadt; 1:10 in Aqua dest.), 5 Minuten bléuen in Leitungswasser
16) Entwassern in aufsteigender Alkoholreihe, zweimaliges Klaren in Roti-Histol® fir je 3
Minuten, eindecken mit Folie im Eindeckautomaten (TissueTec®, Mod.4765, Vogel Wilhelm
GmbH, Giessen)
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3.1.4.6 Nachweis des myeloid/histiocyte Antigens

Mittels des Nachweises des myeloid/histiocyte-Antigens (Calprotectin, leucocyte protein L1)
wurden neutrophile Granulozyten und kirzlich aus dem Blut ausgewanderte Makrophagen
sowie Monozyten dargestellt. Hierzu wurde die PAP-Methode verwandt (Sternberger et al.,
1970; Dale et al., 1983; Brandtzaeg et al., 1992; Kipar et al. 1998). Samtliche Inkubationen

wurden, soweit nichts anderes angegeben ist, bei Raumtemperatur durchgefihrt.

1) 10 Minuten entparaffinieren in Roti-Histol® (Karl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe)
anschlief3end 2 x je 3 Minuten Isopropanyl, 1 x 3 Minuten 96% Alkohol
2) Inaktivierung der endogenen Peroxidase:
30 Minuten Inkubation in Methanol mit 0,5% frisch zugesetztem H,0,
(Perhydrol® 30% H,0, p.a.; 7210, E. Merck, Darmstadit)
3) Waschen der Schnitte mit TBS
4) Protease-Behandlung
e 5 Minuten PBS (pH 7,2; s. Anhang) bei 37°C
* 5 Minuten Protease-Behandlung bei 37°C
* 0,05% Protease (bakt. Protease Typ XXIV, P8038, Sigma) in 37°C warmen PBS
(pH 7,2; s. Anhang), frisch verdiinnen
* 3 x5Minuten eiskaltes TBS
5) Einsetzen der Objekttrager in Coverplates™ (721100013; Life Science Int. GmbH,
Frankfurt/Main) und Sequenza-Einsétze (Shandon), TBS
6) 10 Minuten Blocken mit 10 % Rattenserum in TBS
7) Inkubation Uber Nacht mit MAC 387 (1:1600 in TBS; s. Tabelle 3.1) oder mit dem
Kontrollantikérpers T1 (gegen ein Oberflachenantigen von Huhner-Bursa-Lymphozyten
gerichtet; Hirschberger, 1987) in gleicher Verdinnung wie der Primarantikorper
(Negativkontrolle)
8) Waschen der Schnitte mit TBS
9) 30 Minuten Inkubation mit Ratte anti-Maus IgG (1:100 in TBS; s. Tabelle 3.2)
10) Waschen der Schnitte mit TBS
11) 30 Minuten Inkubation mit PAP von der Maus (1:500 in TBS; s. Tabelle 3.3)
12) Waschen der Schnitte mit TBS, Entnahme aus den Coverplates™
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13)10 Minuten Inkubation der Schnitte unter standigem Rouhren in 3,3'-
Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB; Fluka Feinchemikalien GmbH, Neu Ulm) mit
0,01% H»0, (30%, s.0.) in 0,1 M Imidazolpuffer (pH 7,1; s. Anhang)

14) 3 x je 5 Minuten waschen in TBS, 1 x 5 Minuten waschen in Aqua dest.

15) 10 Sekunden gegenférben in Papanicolaous Hamatoxilin Papanicolaou 1b; E. Merck,
Darmstadt; 1:10 in Aqua dest.), 5 Minuten bl&duen in Leitungswasser

16) Entwéssern in aufsteigender Alkoholreihe, zweimaliges Kldren in Roti-Histol® firr je 3
Minuten, eindecken mit Folie im Eindeckautomaten (TissueTec®, Mod.4765, Vogel Wilhelm
GmbH, Giessen)

3.1.4.7 Nachweis des proliferating cell nuclear-antigens (PCNA)

Die Zdllproliferation wurde mittels der Darstellung des proliferating cell nuclear antigens
(PCNA) bestimmt (Foley et al., 1991; Dietrich 1993; Dietrich et al.; Kohler, 2001). PCNA
wird wahrend des gesamten Zellzyklus exprimiert, die hochste Konzentration liegt allerdings
in der S-Phase vor (Kurki et al., 1986; Foley et al., 1991, Dietrich, 1993; Eldridge et al., 1993;
Dietrich et al., 1994; Kohler et al., 2000). Alle Inkubationsschritte wurden, soweit nichts

anderes erwahnt ist, bei Raumtemperatur durchgefihrt.

1) 10 Minuten entparaffinieren in Roti-Histol® (Karl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe)
anschlief3end 2 x je 3 Minuten Isopropanyl, 1 x 3 Minuten 96% Alkohol
2) Inaktivierung der endogenen Peroxidase:
30 Minuten Inkubation in Methanol mit 0,5% frisch zugesetztem H,0,
(Perhydrol® 30% H,0, p.a.; 7210, E. Merck, Darmstadit)
3) Waschen der Schnitte mit TBS (s. Anhang)
4) Zitratpuffer-Behandlung
e 25-30 Minuten bei 97°C im Wasserbad (Typ 1013;Gesellschaft fur Labortechnik
GmbH (GfL), Burgwedel)
* invorgewdrmtem Zitratpuffer inkubieren
e 15-20 Minuten bei Raumtemperatur abkiihlen lassen
« TBS
5) Einsetzen der Objekttrager in Coverplates™ (721100013; Life Science Int. GmbH,
Frankfurt/Main) und Sequenza-Einsétze (Shandon), TBS
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6 10 Minuten blocken mit 10% Rattenserum in TBS

7) Inkubation Uber Nacht mit Maus anti-PCNA (1:100 in TBS; s. Tabelle 3.1) oder mit dem
Kontrollantikbrper T1 (gegen ein Oberflachenantigen von Huhner-Bursa-Lymphozyten
gerichtet; Hirschberger, 1987) in gleicher Verdinnung wie der Primérantikorper
(Negativkontrolle)

8) Waschen der Schnitte mit TBS

9) 30 Minuten Inkubation mit Ratte anti-Maus 1gG (1:100 in TBS; s. Tabelle 3.2)

10) Waschen der Schnitte mit TBS

11) 30 Minuten Inkubation mit PAP von der Maus (1:500 in TBS; s. Tabelle 3.3)

12) Waschen der Schnitte mit TBS, Entnahme aus den Coverplates™

13)10 Minuten Inkubation der Schnitte unter stdndigem Ruhren in 3,3'-
Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB; Fluka Feinchemikalien GmbH, Neu Ulm)) mit
0,01% H»0, (30%, s.0.) in 0,1 M Imidazolpuffer (pH 7,1; s. Anhang)

14) 3 x je 5 Minuten waschen in TBS, 1 x 5 Minuten waschen in Aqua dest.

15) 10 Sekunden gegenféarben in Papanicolaous Hamatoxilin (Papanicolaou 1b; E. Merck,
Darmstadt; 1:10 in Aqua dest.), 5 Minuten bléuen in Leitungswasser

16) Entwassern in aufsteigender Alkoholreihe, zweimaliges Kléren in Roti-Histol® firr je 3
Minuten, eindecken mit Folie im Eindeckautomaten (TissueTec®, Mod.4765, Vogel Wilhelm
GmbH, Giessen)

3.1.4.8 Nachweis des antiapoptotischen Proteins bcl-2

Bcl-2 gehort zur Familie der bcl-2 Proteine, die die Apoptose regulieren. Esist in der duf3eren
Mitochondrienmembran, der Kernmembran sowie dem endoplasmatischen Retikulum
lokalisiert und hemmt die Apoptose. Die Darstellung erfolgt mit der ABC Elite-Methode (Hsu
et al., 1981; Kohler et a., 2000). Sdmtliche Inkubationen wurden, soweit nichts anderes

vermerkt ist, bei Raumtemperatur durchgefihrt.

1) 10 Minuten entparaffinieren in Roti-Histol® (Karl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe)
anschlief3end 2 x je 3 Minuten Isopropanyl, 1 x 3 Minuten 96% Alkohol

2) Inaktivierung der endogenen Peroxidase:

30 Minuten Inkubation in Methanol mit frisch zugesetztem 0,5% H,0,

(Perhydrol® 30% H,0, p.a.; 7210, E. Merck, Darmstadt
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3) Waschen der Schnitte mit TBS
4) Zitratpuffer-Behandlung

e 25-30 Minuten bei 97°C im Wasserbad (Typ 1013;Gesellschaft fur Labortechnik

GmbH (GfL), Burgwedel)

e invorgewarmtem Zitratpuffer inkubieren

e 15-20 Minuten bei Raumtemperatur abkihlen lassen

e TBS
5) Einsetzen der Objekttrager in Coverplates™ (721100013; Life Science Int. GmbH,
Frankfurt/Main) und Sequenza-Einsétze (Shandon), TBS
6) 20 Minuten Blocken mit unverdiinntem Pferdeserum
7) Inkubation Uber Nacht mit Maus anti-humanem Bcl-2 (1:80 in TBS; s. Tabelle 3.1) oder
mit dem Kontrollantikbrper T1 (gegen ein Oberflachenantigen von HiUhner-Bursa-
Lymphozyten gerichtet; Hirschberger, 1987) in gleicher Verdinnung wie der
Primérantikorper (Negativkontrolle)
8) Waschen der Schnitte mit TBS
9) 30 Minuten Inkubation in Pferd anti-Maus 1gG, biotinyliert
(0,9ul /200pl TBS; s. Tabelle 3.2)
10) Waschen der Schnitte mit TBS
11) 30 Minuten Inkubation in Avidin-Biotin-Elite-Komplex
(0,9 A ul +0,9ul B/100ul TBS; s. Tabelle 3.3)
12) Waschen der Schnitte mit TBS, Entnahme aus den Coverplates™
13)10 Minuten Inkubation der Schnitte unter stdndigem Ruihren in 3,3'-
Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB; Fluka Feinchemikalien GmbH, Neu Ulm) mit
0,01% H,0, (30%, s.0.) in 0,1 M Imidazol puffer (pH 7,1)
14) 3 x je 5 Minuten waschen in TBS, 1 x 5 Minuten waschen in Aqua dest.
15) 10 Sekunden gegenféarben in Papanicolaous Hamatoxilin (Papanicolaou 1b; E. Merck,
Darmstadt; 1:10 in Aquadest.), 5 Minuten bléuen in Leitungswasser
16) Entwassern in aufsteigender Alkoholreihe, zweimaliges Kléren in Roti-Histol® fir je 3
Minuten, eindecken mit Folie im Eindeckautomaten (TissueTec®, Mod.4765, Vogel Wilhelm
GmbH, Giessen)



Material und Methoden 33

3.1.4.9 NachweisdesMHC |l-Antigens

Der immunhistologische Nachweis des MHC 11 Antigens erfolgte mit einem monoklonalen
Antikorper gegen die 3 -Kette des felinen MHC |1 Molekils (Klon F7, 1gG1, k-Leichtkette)
(Kipar, 2002). Dieser Antikorper wurde im Rahmen eines DFG-Projektes "Expression von
Proteinen des Felinen Leukamievirus (FeLV) in verschiedenen Zellen und Geweben bei
unterschiedlichen Krankheitshildern nach spontaner Infektion” (Re 532/5-1) von Frau |sabel
Gréfin von Bothmer hergestellt. Die Spezifitét des Antikorpers wurde im Immunoblot an
Formalin-fixierten, permanent FeL V-infizierten, immunhistologisch MHC |1-positiven felinen
Lymphoblasten (FL74, Theilen et a., 1969) bestimmt. Zum Vergleich im Immunoblot diente
ein nicht paraffingdngiger monoklonaler Antikorper gegen die B-Kette des felinen MHC I1-
Molekils (Klon PF12J; Custom Monoclonals International, West Sacramento, USA).

Es wurde die PAP-Methode angewandt (Sternberger et al. 1970; Kipar et al., 1999).
Samtliche Inkubationen wurden, soweit nichts anderes vermerkt ist, bel Raumtemperatur
durchgefihrt.

1) 10 Minuten entparaffinieren in Roti-Histol® (Karl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe)
anschlief3end 2 x je 3 Minuten Isopropanyl, 1 x je 3 Minuten 96% Alkohol
2) Inaktivierung der endogenen Peroxidase:
30 Minuten Inkubation in Methanol mit 0,5% frisch zugesetztem H,0,
(Perhydrol 30% H,0, p.a., E. Merck, Darmstadt)
3) Waschen der Schnitte mit TBS
4) Zitratpuffer-Behandlung
e 25-30 Minuten bei 97°C im Wasserbad (Typ 1013;Gesellschaft fur Labortechnik
GmbH (GfL), Burgwedel)
* invorgewarmtem Zitratpuffer inkubieren
e 15-20 Minuten bei Raumtemperatur abkihlen lassen
« TBS
5) Einsetzen der Objekttrager in Coverplates™ (721100013; Life Science Int. GmbH,
Frankfurt/Main) und Einfthren der Coverplates™ in die Halterung
6) 10 Minuten blocken mit 10% Rattenserum
7) Inkubation Uber Nacht mit Maus anti-felines MHC 11 B-Kette(1:100 in TBS; s. Tabelle

3.1) oder mit dem Kontrollantikdrper T1 (gegen ein Oberfléachenantigen von Hihner-Bursa-
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Lymphozyten gerichtet; Hirschberger, 1987) in gleicher Verdinnung wie der
Primérantikorper (Negativkontrolle)

8) Waschen der Schnitte mit TBS

9) 30 Minuten Inkubation mit Rate anti- Maus IgG (1:100in TBS; s. Tabelle 3.2)

10) Waschen der Schnitte mit TBS

11) 30 Minuten Inkubation mit PAP von der Maus (1:500 in TBS; s. Tabelle 3.3)

12) Waschen der Schnitte mit TBS, Entnahme aus den Coverplates™

13) 10 Minuten Inkubation der Schnitte unter stdndigem Rihren (Magnetrihrer) in einer
Kuvette in 3,3 -Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB Fluka Feinchemikalien GmbH, Neu
Ulm) mit 0,01% H,0, (30%, s.0.) in 0,1 M Imidazolpuffer (pH 7,1; s. Anhang)

14) 3 x je 5 Minuten waschen in TBS, 1 x 5 Minuten waschen in Aqua dest.

15) 10 Sekunden gegenféarben in Papanicolaous Hamatoxilin (Papanicolaou 1b; E. Merck,
Darmstadt; 1:10 in Aqua dest.), 5 Minuten bléuen in Leitungswasser

16) Entwassern in aufsteigender Alkoholreihe, zweimaliges Kléren in Roti-Histol® fir je 3
Minuten, eindecken mit Folie im Eindeckautomaten (TissueTec®, Mod.4765, Vogel Wilhelm
GmbH, Giessen).

3.1.4.10 Nachweisvon CD18

Das Adhasionmolekil CD18 wurde mittels eines monoklonalen Antikorpers gegen felines
CD18 mit der ABC-Methode nachgewiesen (Hsu et al., 1981). Es handelt sich um einen
|gG1-Antikorper, der im Immunoblot mit peripherem Blut der Katze eine Hauptbande bel 95
kDa (CD18) und drel schwéchere Banden zwischen 150 und 180 kDa (CD1la, CD11b,
CD11c) zeigt (Kipar, 2002).

1) 10 Minuten entparaffinieren in Roti-Histol® (Karl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe)
anschliefend 2 x je 3 Minuten Isopropanyl, 1 x 3 Minuten 96% Alkohol

2) Inaktivierung der endogenen Peroxidase:

30 Minuten Inkubation in Methanol mit 0,5% frisch zugesetztem H,0-

(Perhydrol 30% H,0, p.a., E. Merck)
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3) Waschen der Schnitte mit TBS
4) Zitratpuffer-Behandlung

e 25-30 Minuten bei 97°C im Wasserbad (Typ 1013;Gesellschaft fur Labortechnik

GmbH (GfL), Burgwedel)

e invorgewarmtem Zitratpuffer inkubieren

e 15-20 Minuten bei Raumtemperatur abkihlen lassen

e TBS
5) Einsetzten der Objekttrager in Coverplates™ (Life Science Int. GmbH, Frankfurt/Main)
und Einfiihren der Coverplates™ in die Halterung
6) Blocken mit 10% inaktiviertem Pferdeserum (30 Minuten bei 56°C) in TBS fur 20
Minuten
7) 70 Minuten Inkubation mit Maus anti-felinem CD18 (1:50 in TBS; s. Tabelle 3.1) oder
mit dem Kontrollantikbrper T1 (gegen ein Oberflachenantigen von Hulhner-Bursa-
Lymphozyten gerichtet; Hirschberger, 1987) in gleicher Verdinnung wie der
Priméarantikorper (Negativkontrolle)
8) Waschen der Schnitte mit TBS
9) 30 Minuten Inkubation in Kaninchen anti-Kaninchen IgG, biotinyliert
(0,9ul/100ul TBS; Tabelle 3.2)
10) Waschen der Schnitte mit TBS
11) 30 Minuten Inkubation in Avidin-Biotin-Elite-Komplex
(0,9ul A +0,9ul B/100ul TBS; Tabelle 3.3)
12) Waschen der Schnitte mit TBS, Entnahme aus den Coverplates™
13) 10 Minuten Inkubation der Schnitte unter stdndigem Rihren (Magnetrihrer) in einer
Kivette in 3,3 -Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB Fluka Feinchemikalien GmbH, Neu
Ulm) mit 0,01% H20, (30%, s.0.) in 0,1 M Imidazolpuffer (pH 7,1)
14) 3 x je 5 Minuten Waschen in TBS, 1 x 5 Minuten Waschen in Aqua dest.
15) 10 Sekunden gegenférben in Papanicolaous Hamatoxilin (Papanicolaou 1b; E. Merck,
Darmstadt; 1:10 in Aquadest.), 5 Minuten bl&duen in Leitungswasser
16) Entwéssern in aufsteigender Alkoholreihe, zweimaliges Kldren in Roti-Histol® fir je 3
Minuten, eindecken mit Folie im Eindeckautomaten (TissueTec®, Mod.4765, Vogel Wilhelm
GmbH, Giessen).
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3.1.5 Immunhistologische Kontrollen

Als Positivkontrollen fur die FeLV-Antigene dienten Gewebeschnitte (Milz, Knochenmark,
Mesenteriallymphknoten, Dinndarm) von Routineféllen des Instituts fur V eterinédr-Pathologie
der Justus-Liebig-Universitéat Giessen, die in der immunhistol ogischen Routinediagnostik eine
positive Reaktion fir die FeLV-Antigene gezeigt hatten. Fir den Nachweis der
Lymphozytenmarker (CD3 und CD45R), sowie den Proliferationsmarker PCNA, das
antiapoptotische Protein bcl-2, das myeloid/histiocyte Antigen, das Adhasionsmolekil CD18
und das MHCII-Antigen dienten Gewebeschnitte von Milz, Knochenmark, Lymphknoten
oder DUnndarm.

Als Negativkontrollen dienten die jeweils parallel mit dem Kontrollserum inkubierten

Gewebeschnitte.

3.1.6 Auswertung der Immunhistologie

3.1.6.1 Auswertung des FelL V-Antigen-Nachweises

Die Auswertung der immunhistologischen Reaktion fir FelLV-Antigen-positive Zellen
erfolgte nach folgendem Schema:

- keine Immunreaktion

+ schwache Immunreaktion (>25% Fel V-positive Tumorzellen)

++ mittelstarke Immunreaktion (>50% Fel V-positive Tumorzellen)

+++  starke Immunreaktion (>75% FelL V-positive Tumorzellen)

3.1.6.2 Auswer tung des myeloid/histiocyte-Antigen-Nachweises
-[+ > 5 < 25% MAC387-positive Zellen

+ > 25 < 50% MAC387-positive Zellen

++  >50<75% MAC387-positive Zellen

+++ > 75 MAC387-positive Zellen

3.1.6.3 Auswertung der PCNA-, Bcl-2-,CD18- und MHC | I-Antigen-Nachweise

Hierbel wird der Prozentsatz der Antigen-positiven Zellen angegeben.

Beim Nachweis dieser Antigene wurden in der Schnittebene liegende, mittel- bis
dunkelbraune, granulére, zytoplasmatische Reaktionsprodukte als positiv gewertet, die im

jeweiligen Negativ-Kontrollschnitt nicht nachweisbar waren.
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Bei Anwendung der Avidin-Biotin-Peroxidase-Methode (Nachweis des CD45R-Antigens und
des Bcl-2-Antigens) traten in Einzelfdllen homogen beige Reaktionsprodukte auf, die in
ahnlicher Intensitét auch in den Kontrollschnitten zu finden waren. Diese wurden ebenso als
negativ gewertet wie eine gelegentlich zu beobachtende ausschliefdlich feingranulére

Anférbung des Zellkerns.

3.1.6.4 Auswertung der CD3-, CD45R-Antigen-Nachweise
Beim CD3- und CD45R-Antigen-Nachweis wurde ein mittel- bis dunkelbrauner Saum in der
Zéellperipherie a's positiv gewertet.

Bei Anwendung der Avidin-Biotin-Peroxidase-Methode (Nachweis des CD45R-Antigens und
des Bcl-2-Antigens) traten in Einzelfdlen homogen beige Reaktionsprodukte auf, die in
ahnlicher Intensitét auch in den Kontrollschnitten zu finden waren. Diese wurden ebenso als
negativ gewertet wie ene gelegentlich zu beobachtende ausschliefdlich feingranulédre

Anférbung des Zellkerns.

3.1.6.5 Auswertung der Elastica-van-Gieson Farbung

+/- ganz vereinzelt kollagene Fasern (>0 < 10% des Gewebeanschnittes)
+ wenige kollagene Fasern (>10 < 25% des Gewebeanschnittes)

++ mittel viele kollagen Fasern (>25 < 50% des Gewebeanschnittes)

+++ vielekollagene Fasern (>50 < 75% des Gewebeanschnittes)

3.1.6.6 Auswertung der Histopathologie

Fir die Angabe der Mitosen und histologisch ermittelten Apoptosen wurden pro Schnitt 5
Gesichtsfelder in der 40er-Vergrof3erung ausgezahlt und daraus der Mittelwert berechnet. Als
grof3e Nekroseherde zahlten Aredle, die etwa 25% des Tumors ausmachten.
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3.1.7 Enzymhistochemie

3.1.7.1 Nachweisder Tartrat-resistenten saure Phosphatase (TRAP)

Die Tartrat-resistente saure Phosphatase (TRAP) katalysiert die Hydrolyse verschiedener
Phosphorsaure-Ester unter sauren Bedingungen und kann auch noch in basischen Lésungen
(bis zu einem pH-Wert um 8) aktiv sein (Rosenbaum, 1960; Lojda et al., 1976). TRAP ist
enzymhistochemisch am Paraffinschnitt nachweisbar (Barka und Anderson, 1963). Im
Gegensatz zur Tartrat-hemmbaren sauren Phosphatase weist TRAP eine besondere Stabilitat
auf und wird selbst durch mehrtdgige Formalinfixierung, durch konventionelle
Paraffineinbettung und auch durch mehrtégige Entkalkung kaum inaktiviert (Schafer und
Fischer, 1977; Vincent und Averill, 1990). Die enzymhistochemische Farbung zum Nachweis
der TRAP-Aktivitédt erfolgt mit Hilfe der Azofarbstoff-Kupplungsmethode nach Barka und
Anderson (1963). Die entparaffinierten und rehydrierten Schnitte werden eine Stunde im
Brutschrank (37°C) in einer Losung inkubiert, die das Substrat und Hilfsreagenzien enthalt.
Als Substrat for den Nachweis wird Naphthol-AS-Bl-Phosphat benutzt; dieses wird durch
TRAP enzymatisch hydrolysiert. Das freigesetzte Naphthol-AS-Bl reagiert in ener
Kupplungsreaktion mit einem Diazoniumsalz (Fast-Garnet BDC). Es entsteht ein
wasserunloslicher Azofarbstoff, der Zellen, die das Enzym besitzen, weinrot farbt. Dieser
Nachweis ist sehr spezifisch und liefert zuverlassige Ergebnisse am Paraffinschnitt (Lojda et
al., 1976).

TRAP wird auch bei der Katze als ein Marker fir Osteoklasten angesehen (Josten, 1993).
Zum Nachweis der TRAP wurde das Kit der Firma Sigma Diagnostics® verwendet und die
Farbeschritte fUr das Paraffinmaterial folgendermal3en abgewandelt:

1) 15 Minuten entparaffinieren der Schnitte in Roti-Histol® (Karl Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe)

2) 10 Minuten Aceton; 10 Minuten in 50% Aceton (mit TBS)

3) 10 Minuten waschen in TBS (s. Anhang)

4) 3 Minuten waschen in Aqua dest.

5) In zwei Eppendorfgefassen je 0,5ml Fast Garnet Solution (Fast Garnet GBC Base, 7,0
mg/ml, in 0,4 mol/ISalzsdure mit Stabilisator) und 0,5 ml Natriumnitritlésung (Sodium
Nitrite, 0,1 mol/l) geben, 30 Sekunden vorsichtig Schiitteln und anschlief3end 2 Minuten

stehen lassen.
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6) Inzwe 100 ml-Becher folgendes ansetzen

Becher A Becher B
37°C warmes Aqua bidest. 45 ml 45 ml
Gemisch aus Schritt 5) 1,0ml 1,0ml
Naphtol AS-BI-Phosphate Solution* 0,5 ml 0,5 ml
Acetate Solution** 2,0ml 2,0ml
Tartrate Solution*** e 1,0ml

*(Naphtol AS-BI Phosphorsaure, 12,5 mg/ml)
** (Acetatpuffer, 2,5 mol/l, pH 5,2)
*** (L (+) Tartratpuffer, 0,335 mol/l, pH 4,9)

7) Schnitte fir 1 h bei 37°C lichtgeschiitzt inkubieren. Becher A dient fur die
Kontrollschnitte

8) Waschen mit Aquadest.

9) 2 Minuten gegenfarben mit Hamatoxilin (Papanicolaou 1b; E. Merck, Darmstadt; 1:10 in
Aquadest.)

10) 5 Minuten bléuen in Leitungswasser

11) Lufttrocknen

3.1.7.2 Kontrollen fur die Enzymhistochemie

Als Positivkontrolle dienten osteoklastenhaltige feline Paraffinschnitte (Femurkopf) sowie
Schnitte mit osteoklastendhnlichen Riesenzellen (OCL-GC) in einem Osteosarkom. Bei jedem
Farbedurchgang wurde zur methodischen Kontrolle ein solcher Schnitt mitgefihrt. Dieser
muss spezifisch positive Reaktionen (weinrotes Zytoplasma) aufweisen

Um die Reaktionsspezifitét zu prifen, wurden in Vorversuchen folgende Negativkontrollen
durchgefihrt:

a) Inkubation der Schnitte mit Osteoklasten und OCL-GC in der SLP (saure Leukozyten-
Phosphatase)-L 6sung ohne das Substrat (Naphtol-AS-Bl-Phosphat); diese L6sung mul3 extra
angesetzt werden;

b) "Auslass'-Kontrollen: je eine einzelne Farbesubstanz (siehe 3.1.7.1) aus dem SLP-Testkit
wird auf jewells einen osteoklastenhaltigen Schnitt aufgetragen und 1 Stunde inkubiert;
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¢) Inkubation von Schnitten in der SLP-Losung mit Substrat, wobei die Schnitte vor der
Entparaffinierung 3 Stunden bei 100°C getrocknet werden, um das Enzym TRAP zu
inaktivieren;

d) einige Schnitte enthielten als interne Negativkontrolle Epidermis, Nerven und
Hautmuskul atur.

In den Negativkontrollen darf keine positive Reaktion in Form von weinrotem
Farbniederschlagen auftreten. In den Hauptuntersuchungen werden fir die TRAP-Farbung
keine gesonderten Negativkontrollen  durchgefihrt; es genigen die internen
Negativkontrollen.

3.1.8 Spezialfarbungen

3.1.8.1 Elastica-van-Gieson

1) 10 Minuten entparaffinieren in Roti-Histol® (Karl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe)
anschlief3end 2 x je 3 Minuten Isopropanyl, 1 x 3 Minuten 96% Alkohol, 1 x 3 Minuten 80%
Alkohol

2) 10 Minuten Kardasewitsch (s. Anhang), grundlich in Aqua dest. wéssern

3) 3 Minuten Colestinblaul 6sung (siehe unten)

4) Wassern, Aqua dest.

5) 3 Minuten farben in Mayers Hamalaun

6) Ist die Farbung zu dunkel ausgefallen, in 1%igem Salzsaurealkohol differenzieren

7) 10 Minuten bléuen in Leitungswasser

8) Woassern, Aqua dest.

9) 5 Minuten farben in van Gieson-Gemisch modifiziert nach Unna (siehe unten)

10) Wassern, Aqua dest.

16) Entwéssern in aufsteigender Alkoholreihe, zweimaliges Kldren in Roti-Histol® firr je 3
Minuten, eindecken mit Folie im Eindeckautomaten (TissueTec®, Mod.4765, Vogel Wilhelm
GmbH, Giessen).

Ergebnis: Elastische Fasern violett, kollagene Fasern pink
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Colestinblaulésung:

Zu 100 ml ener 5%igen Eisenalaunlosung werden 0,59 Colestinblau zugegeben.
Anschlief3end 3 Minuten kochen, nach dem Abkuhlen filtrieren und 14 ml Gylcerin zugeben.
van Gieson-Gemisch modifiziert nach Unna:

90 ml konzentrierte wal¥ige Pikrinsdurelosung werden mit 0,25g Saurefuchsin, 10 ml
Glycerin und 0,5 ml konzentrierte Salpetersaure versetzt.

Salzsaurealkohol:

100 ml 70%iger Isopropylakohol und 1ml 25%ige Salzséure

3.1.9 Terminale Desoxynukleotidyl-Transfer ase(TUNEL )-M ethode zur
Darstellung apoptotischer Zellen

Die Darstellung apoptotischer Zellen in den Fibrosarkomen erfolgte mit der TUNEL-Methode
zur Markierung von DNA-Fragmenten (Gavrieli et al., 1992) mittels eines kommerziellen
Kits (ApopTag InSitu Apoptosis Detection Kit; S7100-KIT, Oncor, Heidelberg, Germany),
das bereits erfolgreich an felinen Zellen angewand wurde (Sarli et a., 1998; Kipar et al.,
1999, 2001; Kohler et a., 2001).

1) Entparaffinieren der Schnitte in Roti-Histol® (Karl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe) fiir
2 x 5 Minuten; Entfernen des Xylol-Ersatzes in der aufsteigenden Alkoholreihe (2 x Ethanol
je 5 Minuten, 1 x 96% Alkohol fir 3 Minuten, 1 x 70% Alkohol fir 3 Minuten); waschen in
PBS (s. Anhang) fir 5 Minuten

2) Vorbehandlung der Schnitte mit 20 pg/ml Proteinase K (Gibco BRL Life Technologies
GmbH, Eggenstein) in PBS fur 15 Minuten; 4 x waschen der Schnitte in Aqua dest. fir je 2
Minuten

3) Inaktivierung der endogenen Peroxidase in 2% H,O, (Perhydrol® 30% H,O, p.a-; E.
Merck, Darmstadt) in PBS fur 5 Minuten; waschen der Schnitte 2 x 5 Minuten in PBS

4) Entfernen Uberschiissigen Puffers um den Schnitt; Auftragen von "Equilibration buffer"
(13 pl/em?) und Inkubation unter Coverslip-Folie arbeitstechnisch bedingt mindestens fiir 10
Sekunden bis maximal 30 Minuten in feuchter Kammer; entfernen von Coverdlip-Folie und

Uberschiissigem "Equilibration buffer”
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5) Auftragen von "Working Strenght" TdT-Enzym-L6sung (10 pl/cm?) und Inkubation unter
Coverdlip-Folie fur 1h bei 37°C in feuchter Kammer; entfernen der Coverdip-Folie und
waschen in Working Strenght Stop Wash Buffer in einer Klvette fir 10 Minuten bel
Raumtemperatur; 3 x waschen in PBS fur 5 Minuten

6) Auftragen von anti-Digoxigenin-Peroxidase-Lésung (13 pl/cm? und Inkubation unter
Coverdip-Folie fur 30 Minuten bel Raumtemperatur in feuchter Kammer; 3 x 5 Minuten
waschen in PBS

7) Inkubation der Schnitte unter stdndigem RUhren (Magnetrihrer) in  0,05%
Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB; Fluka Feinchemikalien GmbH; Neu Ulm) mit
0,01% H,0, in 0,1 M Imidazolpuffer (pH 7,1; s. Anhang) fur 10 Minuten

8) Waschen der Schnitte 3 x fir je 5 Minutenin TBS und 1 x 5 Minuten in Agua dest.

9) Gegenfarben mit Papanicolaous Hamatoxilin (Papanicolaou 1b; E. Merck, Darmstadt;
1:10 in Aqua dest.) fir etwa 20 Sekunden und blduen der Schnitte in Leitungswasser fur 5
Minuten

10) Waschen fur 1 Minuten in Agua dest.

11) Entwassern der Schnitte in der aufsteigenden Alkoholreihe und zweimaliges Kléren in
Roti-Histol® firr je 3 Minuten, eindecken mit Eukitt® (Hecht) und Deckglésern

3.1.10 Statistische Analyse

Die Datenhatung und —auswertung sowie die Erstellung der graphischen Abbildungen im
Rahmen der Ergebnisprasentation erfolgte auf den Rechnern im lokalen Rechnernetzwerk
(LAN) der Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereiches
Veterindrmedizin der Justus-Liebig-Universitét Giessen. Die statistischen Auswertungen
wurden unter Verwendung des Statistikprogrammpakets BMDP/Dynamic, Release 7.0
(Dixon, 1993) durchgefuhrt. Die graphischen Abbildungen wurden auf einem
Personalcomputer mit dem Programm PlotlT (Version 2.0) (Eisenschmith, 1993)
beziehungsweise Plotl T fur Windows, Version 3.20h (Eisenschmith, 1994) erzeugt.

Zur Beschreibung der Daten wurden arithmetische Mittelwerte (X ), Standardabweichungen
(), Minima (Xmin), Maxima (Xmax) und der Stichprobenumfang (n) berechnet.

Bei den semiquantitativen Variablen PCNA, CD3, CD45R, Mitose und Apoptose erfolgte die
Datenbeschreibung durch die Angabe der Mediane (x), der Quartilen (Q1 und Q3) sowie der
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kleinsten und der gréften Beobachtungen mit Darstellung im Box-and-Wisker-Plot (Lorenz,
1996).

Zur statistischen Prifung des Gruppeneinflusses auf Signifikanz wurde bei den angenéhert
normalverteilten Merkmalen eine einfaktorielle Varianzanalyse mit dem Programm BMDP7D
durchgefuihrt. Falls sich hierbei signifikante Unterschiede ermitteln lief3en, wurden die
Gruppen anschlief?end paarweise mit dem Student-Newman-Keuls-Verfahren verglichen
(Sachs, 1992). Bei den semiquantitativen Merkmalen, wie zum Beispiel MAC387, MHCII,
CD18 und Elastica-van-Gieson kam bei Gruppenvergleichen der Wilcoxon-Mann-Whitney-
Test unter Verwendung des Programms BMDP3S zum Einsatz.

Die Untersuchung der Zusammenhénge erfolgte bei quantitativen Merkmalen mit Hilfe von
Korrelations- und Regressionsanalysen mit dem Programm BMDP6D unter Angabe der
Korrelationskoeffizienten (r) und der Regressionsgeraden (y = m-x+b) beziehungsweise mit
dem Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman (r).

Fir die Gegenuberstellung qualitativer Merkmale wie zum Beispiel das Vorliegen einer
FeLV-Infektion oder das Vorhandensein von mehrkernigen Riesenzellen, Nekrosen,
Blutungen und Verkndcherungen wurden Haufigkeitstabellen mit dem Programm BMDP4F
erzeugt und mit dem (veralgemeinerten) Fisher-Test/Chi-Quadrat-Test auf signifikante
Zusammenhange gepriift. Hier kam ein Eigenprogramm der AG Biomathematik und DV zum
Einsatz.

Bel der Bewertung statistischer Signifikanzen wurde das Signifikanzniveau o = 0,05 zugrunde
gelegt, das heildt, Ergebnisse mit p < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.
Zusétzlich wird —wenn moglich - der exakte p-Wert angegeben.
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3.2 Ergebnisse

In die Untersuchung wurden 364 Fibrosarkome (FSA) einbezogen.

3.2.1 Alter, Rasse, Geschlecht und FelL V-Status

Anhand der vorberichtlich erwahnten Lokalisation der Tumoren konnte man Vakzine-
assoziierte (V-FSA; n=267) und nicht Vakzine-assoziierte Fibrosarkome (nV-FSA; n=97)
unterscheiden. Um eine Vorstellung tber die Verteilung dieser Lokalisationen im Bezug auf
die Hautoberflache zu bekommen, wurde das komplette Fell einer durchschnittlichen
Europdischen Kurzhaarkatze prozentual vermessen. Die in der Literatur als "Vakzine-
assoziiert" definierten Lokalisationen machen 40% der Korperoberflache, die as "nicht
Vakzine-assoziiert" definierten Lokalisationen 60% der Hautoberfl&che aus.

Das Alter war in 327 Fallen bekannt. Bei 28 Tieren mit V-FSA lag keine Altersangabe vor, in
der Gruppe der nV-FSA war dies bel 9 Tieren der Fall. Ansonsten lag das Alter zwischen 1
und 25 Jahren (s. Grafik 3.2.1).

Grafik 3.2.1 Altersverteilung der Katzen mit FSA (n = 327)
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In 342 (94%) Fallen war vorberichtlich anstelle einer genauen Angabe der Rasse lediglich
"Katze" angegeben. Es ist davon auszugehen, dass hiermit Européisch-Kurzhaar gemeint ist,
letztendlich kann aber keine vollstandig abgesicherte Aussage Uber die Rasseverteilung des
Untersuchungsmaterials getroffen werden. Die restlichen 22 Fédle (6%) tellten sich
folgendermalien auf: 14 Perser, 4 Siam, 2 Karthéduser und je 1 Main Coon und 1 Norwegische
Waldkatze.

Das Geschlecht war bei 343 Tieren bekannt (260 Katzen mit V-FSA und 83 Katzen mit nV-
FSA). Das Geschlechtsverteilung ist in Tabelle 3.2.1 genauer dargestellt.
Tabelle 3.2.1: Geschlechtsverteilung der Katzen mit FSA (n = 343)

Geschlecht V-FSA; n=260 (%) | nV-FSA; n=83 (%) | Gesamtzahl; n (%)
w 98 (38%) 27 (33%) 125 (36%)
wk 50 (19%) 14 (17%) 64 (19%)
m 62 (24%) 21 (25%) 83 (24%)
mk 50 (19%) 21 (25%) 71 (21%)

Erlauterung der AbkUrzungen: w: weiblich; wk: weiblich-kastriert; m: maénnlich; mk:
mannlich-kastriert; n: Anzahl der Tiere

Basierend auf dem immunhistologischen Nachweis einer FelLV-Expression in den
neoplastischen Zellen fanden sich FeLV-positive FSA (n=9; 2,5%) und FeLV-negative FSA
(n=355; 97,5%).

3.2.2 M akroskopische Befunde

Die FSA wurden teils als Bioptate mit etwa 0,5 cm Durchmesser eingesandt, erreichten aber
eine natrliche Groéfe von bis zu 12 cm im Durchmesser (Abb. 1). Die Tumoren hatten eine
feste, derbe Konsistenz. Die Schnittflache war welild und haufig blumenkohlartig gefeldert.
Die makroskopischen Befunde der Tumoren sind in den Tabellen 7.1 und 7.2 im Anhang
detailliert aufgelistet.

Bei den meisten Féllen (n=345; 95%) handelte es sich um kutane FSA. Eine Ausnahme stellte
der Fall T4895/98 dar, der in der Harnblase lokalisiert war. Die Ubrigen nicht kutanen
Fibrosarkome lagen in der Mundhohle oder im Mammagewebe. In drei Féalen (T9596/98,
T798/00 und T1901/00) konnte keine genaue Angabe Uber die Lage in der Haut gemacht
werden, da es sich lediglich um Biopsieproben aus den Tumoren handelte. Die kutanen

Tumoren waren ansonsten im subkutanen Fettgewebe lokalisiert und reichten haufig bis an
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die Epidermis heran. Sofern die Epidermis mit in die histologischen Untersuchung
einbezogen wurde, lief? sich beurteilen, ob eine oberflachliche Ulzeration vorlag. Dies war der
Fall bei 8 FSA (3 V-FSA und 5 nV-FSA). Die Ulzerationen schwankten in ihrem

Durchmesser zwischen 0,5 und 2 cm und reichten biszu 1 cm in die Tiefe.

3.2.3 Histopathologische Befunde

3.2.3.1 Morphologische Char akterisierung anhand von HE-gefar bten Schnitten

Es konnten lichtmikroskopisch zwel verschieden Zelltypen definiert werden: Der erste
Zelltyp, der in gut strukturierten FSA dominiert, war im Durchschnitt 12-15 pm lang,
zytoplasmaarm und relativ monomorph. Er wies einen langgezogen bis ovalen Kern mit
einem Durchmesser von 4-6 um sowie unauffallige Nukleoli auf. Die Zellen lagen meist
geordnet in mehreren Bundeln, die zueinander im spitzen Winkel gekreuzt lagen, so dass ein
strukturiertes, monomorphes Gesamtbild vorlag (Abb. 2). FSA, in denen dieser Zelltyp
Uberwog, wurden als strukturiert angesprochen (n=187; 120 (64%) V-FSA und 67 (36%) nV-
FSA).

Dem gegenlber standen die sogenannten schlecht strukturierten FSA (n=177; 147 (83%)
V-FSA 30 (17%) nV-FSA). Hier dominierten durchschnittlich 25-30 pm grof3e,
zytoplasmareiche, teils vakuolige, grof3kernige, pleomorphe Zellen. Der meist runde Kern
erreichte bis zu 20 pm im Durchmesser, das feingranulére Chromatin war haufig diffus
verteilt, meist waren mehrere deutliche Nukleoli zu erkennen (Abb. 3). In diesem Zelltyp war
haufig eine Anisokariose zu erkennen.

Anhand der Tumorzellmorphologie lief3en sich die felinen FSA in die zwei Gruppen "gut
strukturierte” und "schlecht strukturierte” FSA einteilen, da zwei Arten von neoplastischen
Zellen das Bild dominierten. In zahlreichen Tumoren lag ein Nebeneinander von beiden
Z€lltypen vor. Die Einteilung wurde anhand des dominierenden Zelltyps vorgenommen.
Grafik 3.2.2 gibt die Antelle der gut strukturierten beziehungsweise schlecht strukturierten
FSA in Abhangigkeit von der Lokalisation (Vakzine-assoziiert und nicht Vakzine-assoziiert)
der Tumoren wieder. Absolut gesehen waren gut strukturiert FSA geringradig héufiger
vertreten (n=187; 51%) as schlecht strukturiert FSA (n=177; 49%). Mit Hilfe des
Chiquadrat-Tests konnte eine statistische Signifikanz fur das Vorkommen schlecht
strukturierter Zellen bei den V-FSA beziehungsweise gut strukturierter FSA unter den nV-
FSA berechnet werden (p=0,00005).
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Grafik 3.2.2: Prozentuale Anteile der strukturiert beziehungsweise unstrukturiert FSA an den
Vakzine-assoziierten FSA und nicht Vakzine-assoziierten FSA
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Erlauterung der Abkirzungen: V-FSA: Vakzine-assziierte FSA; nV-FSA: nicht Vakzine-
assoziierte FSA

In 88 von 364 Félen enthielt der Tumor eine wechselnde Anzahl von mehrkernigen
Riesenzellen (Abb. 4). Als mehrkernige Riesenzellen wurden Zellen mit zwei oder mehr
Zellkernen angesprochen. Die Zellgrofie schwankte zwischen 10 und 50 pm im Durchmesser
und war stark abhéngig von der Anzahl der Zellkerne, die maximal die Zahl 25 im Schnitt
erreichte. Die einzelnen Kerne hatten einen Durchmesser von etwa 8-10 um. Die runden bis
bizarr geformten Zellen waren sehr zytoplasmareich und wiesen deutliche Zellgrenzen auf.
Haufig fanden sich variabel grofRe Akkumulate aus mehrkernigen Riesenzellen. Diese lagen
insbesondere am Rand von Nekrosearealen (siehe unten). Teils waren auch einzelne
mehrkernige Riesenzellen disseminiert zwischen den einkernigen Tumorzellen zu finden.
Mehrkernige Riesenzellen fanden sich in 76 V-FSA (13 gut strukturierte, 63 schlecht
strukturierte FSA) und in 12 nV-FSA (5 gut strukturierte, 7 schlecht strukturierte FSA).
Insgesamt enthielten aso 18 gut strukturiere FSA und 70 schlecht strukturierte FSA
mehrkernige Riesenzellen. Eine Ubersicht ist in Tabelle 3.2.2 und Grafik 3.2.3 gegeben.
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Tabelle 3.2.2: Ubersicht tiber das Vorkommen von Riesenzellen in den FSA (n = 364)

gut strukturierte FSA schlecht strukturierte FSA
gesamt V-FSA nV-FSA gesamt V-FSA nV-FSA
n/N 18/187 13/120 5/67 70/177 63/147 7/30
% 10 11 7 37 43 23

Erlauterung der Abkulrzungen: V-FSA: Vakzine-assoziierte FSA; nV-FSA: nicht Vakzine-
assoziierte FSA:; n: Tumoren mit Riesenzellen; N: Gesamtzahl der Tumoren

Grafik 3.2.3: Haufigkeit der Riesenzellen in den FSA
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In den gut strukturierten FSA lagen die Riesenzellen einzeln disseminiert zwischen den
Tumorzellen.

Mittels des Chiquadrat-Tests mit anschlief3endem zweiseitigen exakten Wilcoxon-Mann-
Whitney Test wurde das statistisch signifikant haufigere Vorkommen mehrkerniger
Riesenzellen in V-FSA (p=0,0029) und in unstrukturierten FSA (p=0,001) nachgewiesen.

In nahezu alen Tumoren fanden sich disseminiert wechselnd viele einzelne nekrotische
Tumorzellen und kleine Gruppen von nekrotischen Tumorzellen. Zusétzlich fanden sich in
insgesamt 109 Tumoren (31%) grofRere Nekr osear eale (Abb. 5). Diese machten oft Uber 25%
der Tumorflache im Schnitt aus und bildeten zum Teil zentrale zystische Hohlrdume.
Nekroseareale fanden sich in 49/187 (26%) gut strukturierten FSA (40 V-FSA, 9 nV-FSA)
und haufiger (62/177; 35%) in schlecht strukturierten FSA (53 V-FSA, 9 nV-FSA). Die
Ergebnisse sind in den Tabellen 3.2.3 und 3.2.4 zusammenfassend dargestel|t.

Einige Tumoren wiesen auch herdformige Blutungen teilweise mit Ansammlungen von
Siderophagen zwischen den Erytrozyten auf (Abb. 6). Diese wurden in 6% der gut
strukturierten FSA (2 V-FSA, 10 nV-FSA) und in 13% der schlecht strukturierten FSA (16 V-
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FSA, 7 nV-FSA) gefunden. Die Ergebnisse sind in den Tabellen 3.23 und 3.24
zusammenfassend dargestellt.

In einzelnen Féalen fanden sich auch herdférmige Verknocherungen. Diese lagen in Form
metaplastischer Verknécherungen grol3erer Areale vor oder ungeordnet als einzelne kleinere
Osteoidareale zwischen den Tumorzellen (Abb. 8 und Abb. 9). Dieses Phanomen wurde in 7
gut strukturierten FSA (2 V-FSA, 5 nV-FSA) sowie in 8 schlecht strukturierten FSA (7 V-
FSA und 1 nV-FSA) beobachtet. Die Ergebnisse sind in den Tabellen 3.2.3 und 3.2.4

zusammenfassend dargestel It

Tabelle 3.2.3: Vorkommen von Nekrosearealen sowie Blutungen und Verknécherungen in
gut strukturierten FSA (n = 187)

gesamt; n/N (%) V-FSA; n/N (%) nV-FSA; n/N (%)
Nekroseareale 49/187 (26%) 40/120 (33%) 9/67 (13%)
herdférmige
herdférmige
V erkndcherungen 7/187 (4%) 2/120 (2%) 5/67 (7%)

Erlauterung der Abkirzungen: V-FSA: Vakzine-assoziierte FSA; nV-FSA: Vakzine-
assoziierte FSA; n: Tumoren mit dem entsprechenden Kriterium; N: Gesamtzahl der Tumoren

Tabelle 3.2.4: Nekrosen, Blutungen und Verknécherungen in schlecht strukturierten FSA
(n=177)

Gesamt n/N (%) V-FSA n/N (%) nV-FSA n/N (%)
Nekroseareale 62/177 (35%) 53/147 (36%) 9/30 (30%)
herdférmige
Blutungen 23/177 (13%) 16/147 (11%) 7/30 (23%)
herdférmige
V erkndcherungen 9/177 (5%) 71147 (5%) 2/30 (7%)

Erlauterung der Abkulrzungen: V-FSA: Vakzine-assoziierte FSA; nV-FSA: nicht Vakzine-
assoziierte FSA; n: Tumoren mit dem entsprechenden Kriterium; N: Gesamtzahl der Tumoren

Bezogen auf das Vorkommen von Nekrosearealen, herdférmigen Blutungen und
Verkndcherungen fanden sich zum Tell deutliche Unterschiede zwischen gut strukturierten
und schlecht strukturierten Tumoren. So fanden sich fur das Vorkommen von
Nekrosearealen und herdformigen Blutungen in Gegensatiz zu Verknocherungen
statistische Signifikanzen. Eine Ubersicht gibt die Tabelle 3.2.5.
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Tabelle 3.2.5: Signifikante Unterschiede hinsichtlich des Vorkommens von Nekrosenherden
sowie Blutungen und herdférmigen Verkndcherungen in felinen FSA in Abhéngigkeit von der
Strukturierung

gut strukturierte schlecht strukturierte Wert
FSA.; /N (%) FSA.; n/N (%) b
Nekroseareale 49/187 (26%) 62/177 (35%) 0,0396
herdformige 12/187 (6%) 23/177 (13%) 0,0014
Blutungen
V erknocherungen 7/187 (4%) 8/177 (5%) 0,8296
Grafik 3.2.4: Haufigkeit von Nekrosearealen in FSA
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Erlauterung der Abklrzungen: V-FSA: Vakzine-assoziierte FSA; nV-FSA: nicht Vakzine-

assoziierte FSA
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Grafik 3.2.5: Haufigkeit von Blutungen in FSA
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Erlauterung der Abklrzungen: V-FSA: Vakzine-assoziierte FSA; nV-FSA: nicht Vakzine-

assoziierte FSA

Grafik 3.2.6: Haufigkeit von Verkndcherungen in FSA
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Erlauterung der Abkurzungen: V-FSA: Vakzine-assoziierte FSA; nV-FSA: nicht Vakzine-
assoziierte FSA

Auch bezogen auf die Lokalisation der Tumoren fanden sich teils deutliche Unterschiede. So
wiesen V-FSA signifikant haufiger grofe Nekroseareale auf. Wahrend herdférmige
Blutungen signifikant haufiger in nV-FSA waren, ergab sich fir den Parameter ,, herdférmige
Verknocherungen® kein statistisch signifikanter Unterschied (siehe Tabelle 3.2.6).



52 Ergebnisse

Tabelle 3.2.6: Vorkommen von Nekrosenherden sowie Blutungen und herdférmigen

Verknocherungen in felinen FSA in Abhangigkeit von der Lokalisation

V-FSA; n/N (%) nV-FSA; n/N (%) p-Wert
Nekroseareale 92/267(34%) 17/97 (18%) 0,0059
Blutungsherde 15/267 (6%) 13/97 (13%) 0,019
V erkndcherungen 9/267 (3%) 6/97 (6%) 0,2543

Erlauterung der Abkirzungen: V-FSA: Vakzine-assoziierte FSA; nV-FSA: nicht Vakzine-
assoziierte FSA

Die Tumoren waren, sofern die natUrlichen Grenzen im Schnitt enthalten und somit
beurteilbar waren, nicht deutlich vom umgebenden Gewebe abgegrenzt. Es fanden sich
meistens einzelne Tumorzellen zwischen Fasern des umgebenden kollagenen Bindegewebes,
im subkutanen Fettgewebe und/oder zwischen Muskelfasern. In alen Tumoren fanden sich
zwischen den Tumorzellen Kollagenfaserbundel in wechselnder Menge. Der Gehat an
elastischen und kollagenen Fasern wurde mittels der Elastica-van Gieson-Farbung
untersucht. Hierauf wird im Kapitel 3.2.1.3.2 ngher eingegangen. Zwischen den Tumorzellen
lagen in wechselnder Menge Gefalze.

Neben den teils beobachteten oberflachlichen Ulzerationen (siehe oben) fanden sich in den
meisten Tumoren ( 232 V-FSA (88%), (105 gut strukturierte und 127 schlecht strukturierte
FSA) und 53 nicht V-FSA (58%), (32 gut strukturierte und 21 schlecht strukturierte FSA))
entzindliche Infiltrate von variabler Intensitédt. Diese bestanden Uberwiegend aus
mononukledren Entziindungszellen (Lymphozyten, geringer Anteil an Makrophagen), die sich
meist als variabel grof3e Herde vor allem in der Tumorperipherie fanden, in geringer Anzahl
allerdings auch disseminiert zwischen den Tumorzellen lagen. Zusétzlich waren in einem Tell
der Félle gemischtzellige Infiltrate zwischen den Tumorzellen zu beobachten. Diese sdumten
vor alem die oben beschriebenen Nekroseareale. Die entzindliche Infiltration wurde
entsprechend ihrer Intensitét als gering,- mittel- oder hochgradig angesprochen. Als gering
wurde eine Infiltration von etwa 10 bis zu maxima 50 Entzindungszellen pro
Tumoranschnitt angesehen, unabhangig davon welche Art der Entziindungszellcharakter war.
Als mittelgradig wurde eine Infiltration mit bis zu 200 Entziindungszellen bewertet. Alles was
dartiber lag, wurde als hochgradig entziindlich infiltriert eingestuft. Fand sich lediglich ganz
vereinzelt eine Entziindungszelle (also unter 10 Zellen pro Tumor), wurde dieser Tumor als
nicht entziindlich infiltriert gezahlt. Eine Ubersicht tber die entziindlichen Infiltrate in den gut
strukturierten beziehungsweise schlecht strukturierten FSA geben die Tabellen 3.2.7 und
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3.2.8. Statistisch signifikante Unterschiede bezogen auf die Strukturierung der FSA fanden

sich keine (p=0,1888).

Tabelle 3.2.7: Entzindliche Infiltrate in den gut strukturierten FSA

Grad gesamt: n/N V-FSA: n/N (%) nV-FSA: n/N (%)
- 47/187 (25%) 15/120 (13%) 32/67 (48%)
+ 73/187 (39%) 47/120 (39%) 26/67 (39%)
++ 50/187 (27%) 42/120 (35%) 8/67 (12%)
+++ 17/187 (9%) 16/120 (13%) 167 (1%)

Erlauterung der Abkirzungen:V-FSA: Vakzine-assoziierte FSA; nV-FSA: nicht Vakzine-
assoziierte FSA; n: Tumoren mit dem entsprechenden Kriterium; N: Gesamtzahl der
Tumoren; -: nicht entzindlich infiltriert; +: geringgradig entzundlich infiltriert; ++:
mittelgradig entziindlich infiltriert; +++: hochgradig entziindlich infiltriert

Tabelle 3.2.8: Entzindliche Infiltrate in den schlechtstrukturieren FSA

Grad gesamt: n/N V-FSA: n/N (%) nV-FSA: n/N (%)
- 25/177 (14%) 18/147 (12%) 7/30 (23%)
+ 751177 (42%) 64/147 (44%) 11/30 (37%)
++ 49/177 (28%) 41/147 (28%) 8/30 (27%)
oot 28/177 (16%) 24/147 (16%) 4/30 (13%)

Erlauterung der Abkurzungen: V-FSA: Vakzine-assoziierten FSA; nV-FSA: nicht Vakzine-
assoziierte FSA; n: Tumoren mit dem entsprechenden Kriterium; N: Gesamtzahl der
Tumoren; -: nicht entzindlich infiltriert; +: geringgradig entzindlich infiltriert; ++:
mittelgradig entzindlich infiltriert; +++: hochgradig entzindlich infiltriert

Eine detaillierte Ubersicht tber die entziindlichen Infiltrate in den FSA im Hinblick auf ihre
Lokalisation (V-FSA und nV-FSA) ist in Tabelle 3.2.9 dargestellt. Betrachtet man die
Gesamtheit der FSA, so sind die meisten Tumoren geringgradig infiltriert. Bezogen auf die
Lokalisation kristallisiert sich heraus, dass V-FSA starker entzindlich infiltriert sind als nV-
FSA (p<0,0001). Der Grof¥teil der V-FSA ist gering- oder mittelgradig entzindlich infiltriert.
Bei den nV-FSA weist der grofte Teil der Félle keine oder eine geringgrade entztindliche

Infiltration auf.
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Tabelle 3.2.9: Entzindliche Infiltrate in den FSA in Abhangigkeit von ihrer Lokalisation (V-

FSA und nV-FSA)

Gesamt: n/N (%) V-FSA: n/N (%) nV-FSA: n/N (%)
- 72/364 (20%) 33/267 (12%) 39/97 (40%)
+ 148/364 (41%) 111/267 (42%) 37/97 (38%)
++ 99/364 (27%) 83/267 (31%) 16/97 (16%)
et 45/364 (12%) 40/267 (15%) 5/97 (5%)

Erlauterung der Abkulrzungen: V-FSA: Vakzine-assoziierte FSA; nV-FSA: nicht Vakzine-
assoziierte FSA; n: Tumoren mit dem entsprechenden Kriterium; N: Gesamtzahl der
Tumoren;

- nicht entzindlich infiltriert; +: geringgradig entzindlich infiltriert; ++: mittelgradig
entztindlich infiltriert; +++: hochgradig entzindlich infiltriert

Die chronologisch ersten 289 Tumoren wurden naher auf die Art und Verteilung der Tumor-
infiltrierenden Lymphozyten hin untersucht. Auf die detaillierte Verteilung der Lymphozyten
sowie eine ndhere Charakterisierung der B- und T-Zellen wird in Kapitel 3.2.3.5.4
eingegangen.

Eine Ubersicht tiber die am HE-Schnitt ausgewerteten Lymphozyteninfiltrationen gibt die
Tabelle 3.2.10. Bezogen auf die Lokalisation der FSA (V-FSA beziehungsweise nV-FSA)
fanden sich statistisch signifikante Unterschiede. So kamen Lymphozyteninfiltrate haufiger in
Vakzine-assoziierten FSA vor (p<0,0001). Im Hinblick auf die Strukturierung konnte keine
Signifikanz ermittelt werden (p=0,5770).

Tabelle 3.2.10: Lymphozyteninfiltration in den FSA in Abhangigkeit von ihrer Lokalisation
(V-FSA und nV-FSA)

V-FSA: n/N (%) nV-FSA: n/N (%)
Grad | Gesamt: N (%) | 9 strukt. FSA | s. strukt. FSA | g. strukt. FSA | s. strukt. FSA
n/N (%) n/N (%) n/N (%) n/N (%)
- 96/364 (20%) 23/120 (19%) | 22/147 (15%) | 42/67 (63%) 9/30 (30%)
+ 170/364 (41%) | 51/120 (43%) | 85/147 (58%) | 21/67 (31%) 13/30 (43%)
++ 85/364 (27%) 39/120 (32%) | 34/147 (23%) 4/67 (6%) 8/30 (27%)
4+ 13/364 (12%) 7/120 (6%) 6/147 (4%) 0/67 0/30

Erlauterung der Abkirzungen: V-FSA: Vakzine-assoziierte FSA; nV-FSA: nicht Vakzine-
assoziierte FSA; g. strukt. FSA: gut strukturierte FSA; s. strukt FSA: schlecht strukturierte
FSA; n: Tumoren mit dem entsprechenden Kriterium; N: Gesamtzahl der Tumoren; -: nicht
entzindlich infiltriert; +: geringgradig entzindlich infiltriert; ++: mittelgradig entztindlich
infiltriert; +++: hochgradig entzindlich infiltriert
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3.2.3.2 Darstellung von kollagenen und elastischen Fasern mittels Elastica-van Gieson-
Farbung

Bei insgesamt 109 FSA (50 gut strukturierte und 59 schlecht strukturierte FSA) erfolgte der
Nachweis von Kollagenfasern und elastischen Fasern mittels der Elasticavan Gieson-
Farbung. Von den 50 gut strukturierten FSA waren je 25 Vakzine-assoziiert beziehungsweise
nicht Vakzine-assoziiert, von den 59 schlecht strukturierten waren 44 Vakzine-assoziiert und
15 nicht Vakzine-assoziiert. Elastische Fasern fanden sich lediglich in der Tunica elastica von
Gefélden.

Alle FSA enthielten kollagene Fasern in wechselnder Menge.

Eine Ubersicht Uiber den Gehalt an kollagenen Fasern in den FSA in Abhéngigkeit von ihrer
Strukturierung wird in den Tabellen 3.2.10 und 3.2.11 gegeben. Die Einteilung erfolgte nach
dem Vorhandensein lediglich ganz vereinzelter, gering-, mittel- und hochgradiger
Fasermengen. Als lediglich minimal () wurde ein Faseranteil von weniger als 10% der
Tumoranschnittsflache bewertet. Bis 25% gilt als geringe (+), bis zu 50% als mittlere (++)
Fasermengen und ein Anteil kollagener Fasern von bis zu 75% wurde als grof3e (+++) Menge
eingestuft. Ein Unterschied zwischen gut strukturierten und schlecht strukturierten FSA
konnte statistisch nicht belegt werden (p=0,2065).

Tabelle 3.2.11: Kollagenfasergehalt in den gut strukturierten FSA

gut strukturierte FSA
Grad [™ qasamt N (%) V-FSA; /N (%) NV-FSA; N (%)
n 2/50 (4%) 0/25 2125 (8%)
n 27/50 (54) 11125 (44%) 17125 (68%)
" 9/50 (18%) 4125 (16%) 5/25 (20%)
o 11/50 (22%) 10125 (40%) 125 (4%)

Erlauterung der Abkirzungen: V-FSA: Vakzine-assoziierte FSA; nV-FSA: nicht Vakzine-
assoziierte FSA; n: Anzahl Tumoren mit dem entsprechendenden Kriterium; N: Gesamtzahl
der Tumoren; +: minimale Menge kollagenen Fasern; +: geringe Menge an kollagenen
Fasern; ++: mittlere Menge an kollagenen Fasern; +++: grof3e Menge an kollagenen Fasern
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Tabelle 3.2.12: Kollagenfasergehalt in den schlecht strukturierten FSA

schlecht strukturierte FSA
Grad [T gesamt /N (%) V-FSA; /N (%) V-FSA; N (%)
n 1/59 (2%) a4 (2%) 0/15
n 28/59 (47%) 21/44 (48%) 7115 (47%)
" 21/59 (36%) 18/44 (41%) 3/15 (20%)
T 9/59 (15%) 4144 (9%) 5/15 (33)

Erlauterung der Abkirzungen: V-FSA: Vakzine-assoziierte FSA; nV-FSA: nicht Vakzine-
asoziierte-assoziierte FSA; n: Anzahl Tumoren mit dem entsprechendenden Kriterium; N:
Gesamtzahl der Tumoren; +: minimale Menge an kollagenen Fasern; +: geringe Mengen an
kollagenen Fasern; ++: mittlere Menge an kollagenen Fasern; +++. grof3e Menge an
kollagenen Fasern

Ein Vergleich der Kollagenfasermenge unabhangig von der Strukturierung, jedoch in
Abhangigkeit von der Lokalisation der Tumoren, zeigte ebenfalls eine grol3e Variabilitét. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 3.2.12 dargestellt und im Anhang detailliert aufgelistet (Tabelle

7.2).

Tabelle 3.2.13: Kollagenfasermenge in Abhéngigkeit von der L okalisation der FSA

Fasergehalt V-FSA; n/N (%) nV-FSA; n/N (%)
+ 1/69 (1%) 2/140 (5%)
+ 32/69 (47%) 24/40 (60%)
++ 22/69 (32%) 8/40 (20%)
+++ 14/69 (20%) 6/40 (15%)

Erlauterung der Abkirzungen: V-FSA: Vakzine-assoziierte FSA; nV-FSA: nicht Vakzine-
assoziierte FSA; n: Anzahl Tumoren mit dem entsprechendenden Kriterium; N: Gesamtzahl
der Tumoren; £: minimale Menge an kollagenen Fasern; +: geringe Mengen an kollagenen
Fasern; ++: mittlere Menge an kollagenen Fasern; +++: grof3e Menge an kollagenen Fasern

Im Hinblick auf die Lokalisation der Tumoren fand sich ein signifikanter Unterschied
zwischen V-FSA und nV-FSA (p=0,0375), wobei nV-FSA mehr kollagene Fasern enthielten
asV-FSA.

3.2.3.3 Darstellung der Proliferationsrate und der Apoptoseratein den FSA (zelluléarer
Turnover)

Bei sdmtlichen untersuchten Tumoren wurde die Anzahl an Mitosen/HPF in den Tumorzellen
bestimmt. Bel den gut strukturierten FSA (n=187) schwankte die Anzahl der Mitosen pro
Gesichtsfeld zwischen 0 und 3,2 (Median 0,2), bei den schlecht strukturierten FSA (n=177)
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schwankte sie zwischen 0 und 4,6 (Median bei 0,6). Es wurde ein signifikant haufigeres
Vorkommen von Mitosen (p=0,002) in den schlecht strukturiert FSA nachgewiesen.

Im Hinblick auf die Lokalisation der Tumoren schwankte die Mitosezahl zwischen 0 und 4,6
(V-FSA) beziehungsweise 0 und 3,2 (nV-FSA) pro Gesichtsfeld. Der Median lag bei 0,6 (V-
FSA) beziehungsweise 0,2 (nV-FSA) (s. Grafik 3.2.4).

Es wurde ein signifikant héufigeres Vorkommen von Mitosen (p=0,0002) in den V-FSA
nachgewiesen. Grafik 3.2.7 stellt die Mitoserate in den V-FSA dar.

Grafik 3.2.7: Box- and- Whisker Plot zur Darstellung der Mitosen/HPF in Abhangigkeit von
ihrer Lokalisation
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Es liel? sich alerdings keine statistisch signifikante Wechselwirkung zwischen der
Lokalisation und dem Strukturierung der FSA (p=0,7769) nachweisen. Grafik 3.2.8 stellt die
Mitoserate in den FSA dar.

Grafik 3.2.8: Box- and- Whisker Plot zur Darstellung der Mitosen/HPF in den FSA
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3.2.3.3.1 PCNA (Praliferating cell nuclear antigen)-Expression

Bei insgesamt 142 FSA (103 V-FSA, 39 nV-FSA) wurde die Z€ellproliferationsrate mittels des
Nachweises von PCNA bestimmt. Von den 103 untersuchten V-FSA waren 39 gut strukturiert
und 64 schlecht strukturiert, von den 39 untersuchten nV-FSA wurden 24 als gut strukturiert
und 15 als schlecht strukturiert bewertet.

Generell war die Zahl an PCNA-positiven Zellen sehr variabel und schwankte zwischen etwa
0% und bis zu 90% (Abb. 10). Ein Vergleich der Proliferationsrate in V-FSA (Anteil an
PCNA-positiven Tumorzellen zwischen 0% und 90%) und nV-FSA (Anteil an PCNA-
positiven Tumorzellen zwischen 20% und 90%) gibt die Grafik 3.2.9 wieder.

Es wurde ein signifikant haufigeres Vorkommen von PCNA-positiven Tumorzellen
(p=0,0088; Median bel groRRer 40% und kleiner 50% PCNA-positiver Tumorzellen) in den
schlecht strukturierten FSA nachgewiesen.

Grafik 3.2.9: Box- and - Whisker Plot zur Darstellung PCNA-positiver Tumorzellen in den
FSA
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Es fand sich in Bezug auf die PCNA-positiven Tumorzellen ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen V-FSA und nV-FSA (p=0,0489; Median bei 60% PCNA-positiven
Tumorzellen; s. Grafik 3.2.10).

Grafik 3.2.10: Box- and — Whisker Plot zur Darstekkung der PCNA-Expression in den FSA
in Abhangigkeit von ihrer Lokalisation
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Es konnte allerdings keine signifikante Wechsaelwirkung zwischen der Lokalisation und der
Strukturierung der Tumoren gefunden werden (p=0,2762).

In 49 der 142 auf eine PCNA-Expression untersuchten Falen waren mehrkernige
Riesenzellen vorhanden (42 V-FSA und 7 nV-FSA). Von den 42 V-FSA waren 10 gut
strukturiert und 32 schlecht strukturiert, von den 7 nV-FSA war eines gut strukturiert und 6
schlecht strukturiert.

In etwa einem Drittel der mehrkernigen Riesenzellen konnte eine PCNA-EXxpression
nachgewiesen werden (Abb. 11). Die Reaktion in den Kernen der mehrkernigen Riesenzellen

war allerdings schwécher als in anderen neoplastischen Zellen des Tumors.

3.2.3.3.2 Anzahl an apoptotischen Zellen

In allen untersuchten FSA wurde im HE-gefarbten Schnitt die Anzahl der aufgrund ihrer
Morphologie als apoptotisch anzusprechenden Tumorzellen pro HPF bestimmt. Bei den gut
strukturierten FSA (n=187) schwankte die Anzahl der Apoptosen zwischen O und 3,2 pro
Gesichtsfeld (Median bel 0,2/HPF), bei den schlecht strukturierten (n=177) zwischen 0 und
2,2 pro Gesichtsfeld (Median 0,4/HPF). Es wurde ein signifikanter Unterschied in Bezug auf
die Apoptoserate in gut strukturierten und schlecht strukturierten FSA festgestellt (p=0,0034).
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In Hinblick auf die Lokalisation der Tumoren schwankte die Zahl der Apoptosen zwischen 0
und 2,6 (V-FSA) beziehungsweise 0 und 3,2 (nV-FSA) pro Gesichtsfeld. Der Median lag bei
0,4 (V-FSA) beziehungsweise 0,2 (nV-FSA). Es fand sich keine statistische Signifikanz im
Hinblick auf die Apoptoserate in V-FSA und nV-FSA (p=0,2145). Dies ist in der Grafik
3.2.11 dargestellt.

Grafik 3.2.11: Box-and-Whisker Plot zur Darstellung der Apoptosen in den FSA in
Abhangigkeit von ihrer Lokalisation

4—
& 3 T
I —
=
B 2
S
Q_ -
8
< 1+
O_ —r ——
Vakzine- nicht
assoziiert Vakzine-
assoziiert

Eine datistisch signifikante Wechselwirkung zwischen der Lokalisation und der
Strukturierung der FSA im Hinblick auf die Apoptoserate fand sich nicht (p=0,7415). Eine
Ubersicht tiber die Verteilung der Apoptosen in den FSA gibt die Grafik 3.2.12 wieder.

Grafik 3.2.12: Box-and-Whisker Plot zur Darstellung der Apoptosen in den FSA
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Zur Bestétigung der morphologischen Befunde erfolgte bei 15 V-FSA und 4 nV-FSA
zusétzlich die Darstellung von Apoptosen mittels der TUNEL-Methode (Abb. 12). Die Zahl
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der mittels der TUNEL-Methode als apoptotisch anzusprechenden Tumorzellen lag etwas
hoher as bei der Beurteilung des HE-Schnittes und reichte von 1 bis 5/HPF. Eine Ubersicht
Uber die Anzahl der Apoptosen pro HPF im Vergleich der beiden Methoden gibt Tabelle
3.214.

Tabelle 3.214: Anzahl der Apoptosen/HPF

Apoptosen/HPF
nV-FSA TUNEL- HE Strukturierung
Methode
T5413/98 4 0,2 gut strukturiert
T8442/98 2 0 gut strukturiert
T4244/99 4 1 gut strukturiert
T1010/00 1 14 gut strukturiert
V-FSA
T3250/98 1 0,2 schlecht strukturiert
T5468/98 3 0,2 gut strukturiert
T8594/98 5 0,4 gut strukturiert
T517/99 4 0,2 schlecht strukturiert
T3742/99 1 0,2 schlecht strukturiert
T4462/99 1 0,6 schlecht strukturiert
T4754/99 2 2,2 gut strukturiert
T5363/99 4 0,6 schlecht strukturiert
T5544/99 1 0,2 schlecht strukturiert
T5620/99 3 0 gut strukturiert
T6755/99 2 0,2 gut strukturiert
T9716/99 5 0,6 gut strukturiert
T401/00 1 0,4 schlecht strukturiert
T529/00 1 0,8 gut strukturiert
T872/00 2 0 gut strukturiert

3.2.3.3.3 Nachweis des antiapoptotischen bcl-2-Proteins

Insgesamt wurden 61 FSA auf eine bcl-2-Expression hin untersucht (31 V-FSA und 30 nV-
FSA). Von den insgesamt 61 untersuchten FSA waren 32 gut strukturiert (11 V-FSA und 21
nV-FSA) und 29 schlecht strukturiert (20 V-FSA und 9 nV-FSA). Es war generell eine
variable Anzahl (0%-90%) neoplastischer Zellen bcl-2-positiv. In einigen Tumor-
infiltrierenden Lymphozyten war ebenfalls eine deutliche bcl-2-Expression nachweisbar. Bei
den positiven Zellen handelte es sich Gberwiegend um Zellen mit dem grof3en, blasigen Kern
aktiver Fibroblasten (Abb. 13). Alle mehrkernigen Riesenzellen zeigten eine bcl-2-
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Expression. Allerdings war die Intensitdt der Reaktion etwas schwécher as in den
mononukledren Tumorzellen. Am stérksten positiv stellten sich die Tumor-infiltrierenden
Lymphozyten dar.

Tabelle 3.2.15 gibt eine Ubersicht tber die Haufigkeit der bcl-2-Expression in Abhéngigkeit
von der Strukturierung der FSA.

Tabelle 3.2.15: Verteilungsmuster der bcl-2-Expression in FSA in Hinblick auf ihre
Strukturierung

bcl-positive TZ (%) gut strukturierte FSA schlecht strukturierte FSA
V-FSA; nV-FSA; n/N V-FSA; nV-FSA; n/N
n/N (%) (%) n/N (%) (%)
0<5 111 (9%) 4/21 (19%) 1/20 (5%) 2/9 (22%)
>5<10 2/11 (18%) 5/21 (24%) 3/20 (15%) 2/9 (22%)
>10<20 2/11 (18%) - 4/20 (20%) 2/9 (22%)
>20<30 111 (9%) - 1/20 (5%) -
>30<40 - 2/21 (10%) 4/20 (20%) -
>40<50 - 1/21 (5%) 1/20 (5%) -
>50<60 111 (9%) 2/21 (10%) 3/20 (15%) 1/9 (11%)
>60<70 2/11 (18%) 1/21 (5%) 1/20 (5%) -
>70<80 111 (9%) 5/21 (24%) 1/20 (5%) -
>80<90 111 (9%) 1/21 (5%) 1/20 (5%) 2/9( 22%)

Erlauterung der Abkirzungen: V-FSA: Vakzine-assoziierte FSA; nV-FSA: nicht Vakzine-
assoziierte FSA; TZ: Tumorzellen; n: Zahl Tumoren mit dem entsprechendenden Kriterium;
N: Gesamtzahl der Tumoren

Es konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen gut strukturierten (Median:
>30<40) und schlecht strukturierten (Median: >20<30) FSA festgestellt werden (p=0,6013)
Die Menge der bcl-2-positiven Zellen zeigte auch keine Abhéngigkeit von der Lokalisation
der Tumoren (V-FSA und nV-FSA). So fanden sich auch hier keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen V-FSA und nV-FSA (p=0,8836). Somit bestand auch keine
signifikante Wechselwirkung zwischen der Lokalisation und der Strukturierung der FSA
(p=0,9184). Eine Ubersicht gibt die Grafik 3.2.13.
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Grafik 3.2.13: Box-and-Whisker Plot zur Darstellung bcl-2-positiver Tumorzellen in FSA

100
W] I T T T
2 J 1
|—20_

> |

out schlecht out schlecht
strukturiert strukturiertt

Vakzine-assoziiet nicht Vakzine-assoziiat

3.2.3.4 FeL V-positive FSA

In 2,5% (n=9) der 364 untersuchten felinen FSA konnte mittels Immunhistologie FelL V-
Antigen nachgewiesen werden (Abb. 10). Die Tumoren wurden anhand Ihrer Lokalisation in
die Gruppen “Vakzine-assoziiert” und “nicht Vakzine-assoziiert” eingeteilt. In den Falen 2, 5
und 6 handelt es sich um multiple FSA und diese waren daher nicht ohne weiteres
zuzuordnen. Es wurde in diesen Fallen die Lokalisation des jeweils grofdten Tumors as Basis
fr die Einteilung in eine der beiden Gruppen herangezogen. Somit wurden dann insgesamt 3
Falle der Gruppe der V-FSA (1 gut strukturiertes und 2 schlecht strukturierte FSA) und 6 der
Gruppe der nV-FSA (2 gut strukturierte und 4 schlecht strukturierte FSA) zugeordnet.
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3.2.3.4.1 Fallbeschreibungen und makroskopische Befunde
Tabelle 3.2.16: Fallbeschreibungen und makroskopische Befunde der Fel. V-positiven FSA

Fall Alter | G L okalisation Makro Strukt.| Gruppe
1(T9070/98) | 33 | | linkesVorderbein | ° Ha“ﬁ?n”gf“ as s | nv-FsA
2(T8373/98) | 93 | W | [ PUUPL 1 5 ponnengrogeknoten | g | nv-Fsa

zwischen den 1 haselnussgrofer,
3(T6268/98) | 12.J. 1 m | o ierblattern weicher Knoten 9 V-FSA
. Kirschgrof3er Knoten in
4(T3566/98) | 16 J. | m | Schenkel, innen der Unterhaut: SE: weiR g nV-FSA
1 kirschkern-und 1
m multipel: bohnengroflRe GP,
5(T9U/%9) | 12J k | Rumpf, Ohrgrund | herdformig ulzeriert; SF: 9 nV-FA
weich, speckig
1linsen- und 1
6 (7(2R5612'/99) 63 | w multipel: erbsengrof3e GP, grau- s AV-ESA
T7697 /ég) ' Oberlid, Pfote | well3, ulzeriert, scharf
begrenzt
w Kirschgrof3er Knoten;
7(T9484/99) | 5J. K rechte Schulter SE: strahlig, weiR S V-FSA
m seitliche Pflaumengrof3er Knoten
8(T99%6/00) | 11J. | Bauchwand in der Unterhaut 9 V-FSA
9(T1861/00) | 34 |m| zanflesch | WezenkomgroBesgra-| oy pep

wei3es, weicher Knoten

Erlauterung der Abklrzungen: m: mannlich; w: weiblich; mk: méannlich kastriert; wk:
weiblich kastriert; SF: Schnittflache; GP: Gewebsprobe; HGP: Hautgewebsprobe; V-FSA:
Vakzine-assoziiertes FSA; nV-FSA: nicht Vakzine-assoziiertes FSA; g: gut strukturiert; s:
schlecht strukturiert; Strukt.: Strukturierung

Das Alter der Tiere lag zwischen 3 und 16 Jahren (Mittelwert 8,5 Jahre; Median 9 Jahre)
(siehe Tabelle 3.2.16). Alle Tier gehdrten der Rasse Europaisch Kurzhaar an. Mannlich
Katzen waren etwas haufiger betroffen (6/9) als weibliche (3/9). Im Fall 6 trat nach 3

Monaten ein Rezidiv auf, das sich histologisch genauso verhielt wie das vorausgegangene

FSA. Kenes der Tiere stand zur Sektion zur Verfigung. Informationen zu Alter und

Geschlecht der Tiere sowie die makroskopischen Befunde der Tumoren sind in Tabelle 3.2.16

aufgelistet.
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3.2.3.4.2 Histopathol ogische Befunde

Die Tumoren waren vorwiegend im subkutanen Fettgewebe lokalisiert. In den Féllen 1, 2, 5-7
und 9 waren die Epidermis beziehungsweise die kutane Schleimhaut (Fall 9) mit im Schnitt
enthalten. Die Tumorzellen reichten nur in den Fallen 6 und 7 nicht an die Epidermis heran.
Eine deutlich Abgrenzung vom gesunden Gewebe konnte nur in den Féllen 4 und 6 erkannt
werden. Aul3er im 1. Fall, bei dem lediglich eine Biopsie vorlag und dieses Kriterium somit
nicht beurteilt werden konnte, wuchsen die FSA invasiv in das umgebende Gewebe. In zwei
Falen (6 und 7) infiltrierten die Zellen stark die umgebende Muskulatur.

Die Mitosezahl schwankte zwischen O und 1,2. Meist lag sie bel 0,2 Mitosen pro HPF. Die
Zahl der Apoptosen schwankte zwischen O und 1,6. In 2 Félen (5 und 6) war der Tumor
ulzeriert. Bis auf Fall 6 und 8 waren die Neoplasien mit Lymphozyteninfiltraten durchsetzt.
Diese konnten disseminiert oder in Form von Clustern in der Tumorperipherie vorkommen
(ndheres siehe 3.2.2.2.2).

Nekrosen in wechselnder Grof3e fanden sich in den Tumoren 1, 2und 7. Inden Féllen 1, 2, 5
und 6 fanden sich Blutungsherde zwischen den Tumorzellen. Eine Ubersicht ist in Tabelle
3.2.2.1 dargestellt.

Tabelle 3.2.17: Nekrosen, Blutungen und Verknécherungen in Fel. V-positiven FSA

Fall | Strukturierung | Nekrosen | Blutungen | Verkn. | Ulzeration Iym?h. Rz
1 S. strukturiert nein nein nein nein +++ nein
2 S. strukturiert nein ja ja nein + ja
3 gut strukturiert nein ja nein nein + ja
4 S. strukturiert ja ja nein nein + ja
5 gut strukturiert nein ja nein ja + nein
6 S. strukturiert nein ja nein ja - nein
7 S. strukturiert ja nein nein nein + nein
8 gut strukturiert nein nein nein nein - nein
9 S. strukturiert nein nein nein nein +++ nein

Erlauterung der Abkurzungen: s. strukturiert: schlecht strukturiert; RZ: Riesenzellen; Verkn.:
Verkndcherungen; lymph. Inf.: lymphozytére Infiltration; -: nicht lymphozytér infiltriert; +:

geringragdig lymphozytér infiltriert; +++: hochgradig lymphozytér infiltriert
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3.2.3.4.3 FeL.V-Strukturproteine gp70, p27 und p15E

Eine Expression der FeLV-Strukturproteine war sowohl in den Tumorzellen als auch in den
infiltrierenden Lymphozyten nachzuweisen (Abb. 14-17). In den Tumorzellen und
Lymphozyten stellte sich die Reaktion als braune zytoplasmatische Farbung dar. Abhangig
vom Zytoplasmagehalt der Zelle stellt sie sich somit als schmaler brauner Ring um den Kern
(zum Beispiel in Lymphozyten) oder als entsprechend grof3ere, daflir aber schwécher braune
Flache dar (zum Beispiel bei neoplastischen Zellen mit viel Zytoplasma und langen
Zellaudaufern). In keiner mehrkernigen Riesenzelle konnte eine Expression von einem
Fel V-Strukturprotein nachgewiesen werden.

Grafik 3.2.14: Haufigkeit des Auftretens der Fel V-Strukturproteine gp70, p15E und p27 in
den FelL V-positiven FSA (Tumorzellen und Lymphozyten)
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Die Vertellung der T-und B-Lymphozyten kann Grafik 3.2.15 entnommen werden
Die Félle 6 und 8 (s. Grafik 3.2.14) enthielten keine Tumor-infiltrierenden Lymphozyten.

Grafik 3.2.15: Prozentuale Verteilung der T-und B-Lymphozyten in den FeL V-positiven FSA
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Leukozyten (T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen und neutrophilen Granulozyten) in den
FSA

3.2.3.5.1 Nachweis der MHC II—-Expression

Es wurden 102 FSA (76 V-FSA; 26 nV-FSA) auf eine MHC Il-Expression hin untersucht.
Von den 76 V-FSA waren 26 gut strukturiert und 50 schlecht strukturiert, von den 26 nV-
FSA waren 20 gut strukturiert und 6 schlecht strukturiert. In sémtlichen Tumoren war eine
wechselnde Anzahl MHC Il-positiver neoplastischer Zellen (0-80%) zu beobachten (Abb.
18). Mehrkernige Riesenzellen waren generell MHC I1l-negativ (Abb. 19). Die Tumor-
infiltrierenden Lymphozyten zeigten dagegen ein positive MHC |1-Reaktion. Fibroblasten in
unverdnderter Haut waren in eigenen Untersuchungen MHC |1-negativ.

Eine Ubersicht tiber die MHC I1-Expression der Tumorzellen (Anteil der positiven Zellen) ist
in Tabelle 3.2.18 gegeben.

Tabelle 3.2.18: MHC I1-Expression von Tumorzellen in FSA

MHC_ll_IZI-(Op/g?tlve gut strukturierte FSA schlecht strukturierte FSA
V-FSA; nV-FSA; n/N V-FSA; nV-FSA; n/N
/N (%) (%) /N (%) (%)
0>5 12126 (46%) | 9/20 (45%) | 22/50 (44%) 16 (17%)
5510 2/26 (8%) 2/20 (10%) 4/50 (8%) 0/6
10>20 2126 (8%) 1/20 (5%) 4/50 (8%) 16 (17%)
20>30 4126 (15%) 2/20 (10%) 5/50 (10%) 0/6
30>40 1/26 (4%) 1/20 (5%) 7/50 (14%) 316 (50%)
40>50 4126 (15%) 0/20 5/50 (10%) 0/6
50>60 1/26 (4%) 2/20 (10%) 2/50 (4%) 0/6
60>70 0/26 0/20 0/50 1/6 (17%)
70>80 026 3/20 (15%) 1/50 (2%) 0/6

Erlauterung der Abklrzungen: V-FSA: Vakzine-assoziierte FSA; nV-FSA: nicht Vakzine-
assoziierte FSA; n: Anzahl Tumoren mit dem entsprechendenden Kriterium; N: Gesamtzahl
der Tumoren

Es konnte beziiglich der MHC 11-Expression der neoplastischen Zellen weder zwischen gut
strukturierten und schlecht strukturierten FSA (p=0,3214) noch zwischen V-FSA und nV-
FSA (p=0,0765) ein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Somit fand sich auch keine
statistisch signifikante Wechselwirkung zwischen der Lokalistion und der Strukturierung der
Tumore (p=0,6111). Eine Ubersicht gibt die Grafik 3.2.16.

Grafik 3.2.16: Box-and-Whisker Plot zur Darstellung MHC [1-positiver Tumorzellen in den
FSA
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3.2.3.5.2 Nachweis von CD18-Expression

Es wurden 86 FSA (64 V-FSA; 22 nV-FSA) untersucht. Von den 64 V-FSA (74%) waren 23
gut strukturiert (36%) und 41 schlecht strukturiert (64%), von den 22 nicht V-FSA (26%)
waren 17 gut strukturiert (77%) und 5 schlecht strukturiert (23%). Sowohl mononukledre
neoplastische Fibroblasten als auch alle mehrkernige Riesenzellen zeigten eine positive
CD18-Reaktion (Abb. 20). Im Zytoplasma von Lymphozyten, Makrophagen und neutrophilen
Granulozyten konnte ebenfalls eine CD18-Expression nachgewiesen werden. Die Stérke der
Reaktion schwankte auch innerhalb einer Zellart von schwach bis kréftig. Die CD18-
Expression in den Tumorzellen hingegen war stets gleich intensiv. Fibroblasten in
unverdnderter Katzenhaut waren in eigenen Untersuchungen CD18-negativ. Generell
schwankte die Zahl der CD18-positiven Tumorzellen zwischen 0 und 90%.

Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen gut strukturierten und schlecht
strukturierten FSA im Hinblick auf die CD18-Expression festgestellt werden (p=0,4551).

Es fand sich auch im Hinblick auf die Lokalistation der FSA (V-FSA und nV-FSA) kein
Unterschied (p=0,1442;). Somit fand sich auch keine statistisch signifikante Wechselwirkung
zwischen der Lokalisation und der Strukturierung der FSA (p=0,3594). Eine Ubersicht gibt
die Grafik 3.2.17.
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Grafik 3.2.17: Box - and - Wisker Plot zur Darstellung CD18-positiver Tumorzellen in FSA
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3.2.3.5.3 Nachweis des myel oid/histiocyte Antigens zur Dar stellung von Makrophagen und
neutrophilen Granulozyten

Insgesamt wurden - unabhangig vom lichtmikroskopisch bewerteten Grad der Entziindung -
151 FSA (113 V-FSA und 38 nV-FSA) auf eine myeloid/histiocyte-Antigenexpression hin
untersucht. Die myeloid/histiocyte Antigenexpression stellte sich as dunkelbraune Farbung
dar (Abb. 21). Die lichtmikroskopischen Befunde der herdférmigen Ansammiung
neutrophiler Granulozyten im Bereich von Ulzerationen und im Randbereich grof3er
Nekroseareale wurden mittels der myeloid/histiocyte  Antigenexpression  auch
immunhistologisch bestétigt.

Von den 113 V-FSA waren 55 gut strukturiert (49%) und 58 schlecht strukturiert (51%), von
den 38 nV-FSA waren 29 gut strukturiert (76%) und 9 schlecht strukturiert (24%). In den
Lymphozyten-Clustern fanden sich durchweg vereinzelt myeloid/histiocyte Antigen-positive
Makrophagen. Die Tumorzellen waren durchweg myeloid/histiocyte Antigen-negativ. In
keiner mehrkernigen Riesenzellen konnte eine myeloid/histiocyte Antigenexpression
nachgewiesen werden. Eine Ubersicht Uber den Anteil der myeloid/histiocyte Antigen-
positiven Zellen gibt die Tabelle 3.2.19. Eine statistische Signifikanz bezliglich der Menge an
infiltrierenden neutrophilen Granulozyten und Makrophagen zwischen gut strukturierten und
schlecht strukturierten FSA konnte nicht beobachtet werden (p=0,2206).
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Tabelle 3.2.19: Anteil der infiltrierenden myeloid/histiocyte Antigen-positiven Zellen in FSA

gut strukt. FSA.: n/N (%) schlecht strukt. FSA.:n/N (%)

Grad V-FSA. nV-FSA V-FSA nV-FSA
T 21/84 (25%) 15/84 (18%) 18/67 (27%) 2167 (3%)
T 19/84 (23%) 11/84 (13%) 32/67 (48%) 3/67 (4%)
”n 11/84 (13%) 3/84 (3%) 467 (6%) 2167 (3%)
et 4/84 (5%) 0/84 4/67 (6%) 2167 (3%)

Erlauterung der Abkirzungen: gut strukt. FSA: strukturierte FSA; schlecht strukt. FSA:
unstrukturierte FSA; V-FSA: Vakzine-assoziierte FSA; nV-FSA: nicht Vakzine-assoziierte
FSA; n: Anzahl Tumoren mit dem entsprechendenden Kriterium; N: Gesamtzahl der
Tumoren; *: minimale myeloid/histiocyte Antigen-positiven Zellen (>0<10% der
Entzindungszellen); +: geringgradige Infiltration mit myeloid/histiocyte Antigen-positiven
Zellen (>10<25% der Entzindungszellen); ++: mittelgradige Infiltration mit
myeloid/histiocyteAntigen positiven-Zellen (>25<50% der Entziindungszellen); +++:
hochgradige Infiltration mit myeloid/histiocyte Antigen-positiven Zellen (>50<75% der
Entziindungszellen)

Die prozentualen Anteile an myeloid/histiocyte Antigen-positiven Zellen ist Gbersichtsweil3e
in Grafik 3.2.18 dargestellt.
Grafik 3.2.18: Myeloid/histiocyte Antigenexpression in Infiltratzellen in V-FSA und nV-FSA
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Erlauterung der Abklrzungen: +: minimale Infiltration mit myeloid/histiocyte Antigen-
positiven Zellen (>0<10% der Entzindungszellen); +: geringgradige Infiltration mit
myeloid/histiocyte Antigen-positiven Zellen (>10<25% der Entzindungszellen); ++:
mittelgradige Infiltration mit myeloid/histiocyte Antigen-positiven Zellen (>25<50% der
Entzindungszellen); +++: hochgrdige Infiltration mit myeloid/histiocyte Antigen-positiven
Zellen (>50<75% der Entzindungszellen)
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Es konnten fur die myeloid/histiocyte Antigenexpression, das heif3t fir den Anteil an
Makrophagen und neutrophilen Granulozyten an den infiltrierenden Entziindungszellen, keine
signifikanten Unterschiede zwischen den V-FSA und nV-FSA festgestellt werden (p=0,7816).

3.2.3.5.4 Nachweis des CD3-Antigens von T-Zellen und des CD45R-Antigens von B-Zellen
Unabhangig von der Intensitét der entzindlichen Infiltrate wurden 289 FSA (209 V-FSA und
80 nV-FSA) auf den Gehalt an infiltrierenden T-Zellen (Nachweis von CD3-Antigen) und B-
Zellen (Nachweis von CD45R-Antigen) hin untersucht. Weder Tumorzellen noch
mehrkernige Riesenzellen exprimierten das CD3- oder das CD45R-Antigen. In 91 Féllen (38
V-FSA (48%) und 53 nV-FSA (25%)) wurden keine Lymphozyteninfiltrate nachgewiesen.
Von den 209 V-FSA waren 97 gut strukturiert (21 (22%) davon wiesen keine
Lymphozyteninfiltrate auf) und 112 schlecht strukturiert (17 (15%) davon wiesen keine
Lymphozyteninfiltrate auf). Von den 80 nV-FSA waren 57 gut strukturiert (36 (63%) davon
wiesen keine Lymphozyteninfiltrate auf) und 33 schlecht strukturiert (17 (53%) davon wiesen
keine Lymphozyteninfiltrate auf). Die Lymphozytencluster in der Tumorperipherie waren
bereits im HE-Schnitt deutlich zu erkennen (Abb. 22). Die Darstellung der T- und B-Zellen
erfolgte an Folgeschnitten (Abb. 23, Abb. 24). Eine Ubersicht Uber den Grad der
lymphozytéren Infiltration in den untersuchten Féllen gibt die Tabelle 3.2.20.

Tabelle 3.2.20: Grad der lymphozytéren Infiltrate in den FSA

V- FSA n/N (%) nV-FSA n/N (%)

Grad gut strukt. FSA S. strukt. FSA gut strukt. FSA S. strukt. FSA
+ 21/97 (22%) 17/112 (15%) 36/57 (63%) 17/33 (52%)
+ 33/97 (34%) 47/112 (42%) 15/57 (28%) 8/33 (24%)

++ 33/97 (34%) 31/112 (28%) 5/57 (9%) 6/33 (18%)

o 10/97 (10%) 17/112 (15%) 0/57 2/33 (6%)

Erlauterung der Abkurzungen: V-FSA: Vakzine-assoziierte FSA; nV-FSA: nicht Vakzine-
assoziierte FSA; gut strukt. FSA: gut strukturierte FSA; s. strukt. FSA: schlecht strukturierte
FSA; n: Anzahl Tumoren mit dem entsprechendenden Kriterium; N: Gesamtzahl der
Tumoren; =*: lediglich vereinzelte Lymphozyten; +: geringgradige Infiltration mit
Lymphozyten; ++: mittelgradige Infiltration mit Lymphozyten; +++: hochgradige Infiltration
mit Lymphozyten

Es liefen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen gut strukturierten und schlecht
strukturierten FSA im Bezug auf den Gehalt an T- und B- Zellen in den Tumoren nachweisen
(CD3: p=0,4111; CD45R: p=0,3541).
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Der prozentuale Anteil an T-und B-Lymphozyten der 202 FSA ist in den Grafiken 3.2.19 a
und b dargestellt. Sie zeigen die Uberwiegende Dominanz an B-Zellen; meist lag das
Verhdtnisvon T-Zellen zu B-Zellen bei 40:60%.

Grafik 3.2.19aund b: Gehalt an T- und B-Zellen in den FSA (n=202)
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Es lief3en sich signifikante Unterschiede zwischen V-FSA und nV-FSA in Bezug auf den
Gehalt an T- und B-Zellen in den Tumoren nachweisen: Sowohl der B-Zell (p = 0,0001) as
auch der T-Zell-Gehalt (p = 0,0001) war in den V-FSA signifikant héher als in den nV-FSA
wie die Grafiken 3.2.20 und 3.2.21 darstellen.

Grafik 3.2.20: Box — and — Whisker Plot zur Darstellung der T-Zellen in den FSA in
Abhangikeit von ihrer Lokalisation
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Grafik 3.2.21: Box — and — Whisker Plot zur Darstellung der B-Zellen in den FSA in
Abhéangikeit von ihrer Lokalisation
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Eine dtatistisch signifikante Wechselwirkung zwischen der Lokalisation und der
Strukturierung der Tumoren fand sich weder fur T- noch fur B-Zellen (CD3: p=0,1919;
CD45R: p=0,8807).

3.2.3.6 Enzymhistochemischer Nachweis der Tatrat-resistenten sauren Phosphathase
(TRAP)

Bel samtlichen FSA mit mehrkernigen Riesenzellen (n=88) erfolgte der enzymhistochemische
Nachweis der Tatrat-resistenten sauren Phosphatase (TRAP). Die mehrkernigen Riesenzellen
zeigten durchweg eine variabel starke positive zytoplasmatische Reaktion (Abb. 7).
Vereinzelt wiesen auch mononukledre Tumorzellen eine positive Reaktion auf. In den
Entziindungszellen (Lymphozyten, Makrophagen, neutrophile Granulozyten) konnte keine
TRAP-positive Reaktion beobachtet werden.

3.2.3.7 Statistische Signifikanzen

Sowohl fur die qualitativen (zweiverteilte/dichotome ZielgrofRen), as auch die
semiquantitativen und quantitativen Variablen wurden die statistischen Signifikanzen mittels
einer multiplen (polychotomen) logistischen Regression berechnet. Hierbel wurde separat die
Lokalisation und die Strukturierung der Fibrosarkome angesprochen. Mit Hilfe des
Chiquadrat-Tests wurde eine statistische Signifikanz fur die Wechselwirkung zwischen
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Lokalisation und Strukturierung der Fibrosarkome berechnet (p = 0,00005). Deswegen wurde
zusétzlich fur die quantitativen Merkmale noch ein zweifaktorieller Gruppenvergleich
gerechnet, um mogliche Wechselwirkungen der einzelnen Variablen im Hinblick auf die
Gruppen Lokalisation und Strukturierung zu ermittein.

Statistische Signifikanzen fanden sich bei den qualitativen Variablen fir das Vorhandensein
von mehrkernigen Riesenzellen und Nekrosearealen in V-FSA und in schlecht strukturierten
FSA. Blutungsherde waren statistisch signifikant fur nV-FSA und schlecht strukturierte FSA.
Fir die Variable "Verknocherung” konnte keine Signifikanz ermittelt werden. Eine Ubersicht
gibt die Tabelle 3.2.21

Tabelle 3.2.21: p-Werte der qualitativen Variablen in FSA

Qualitative Variablen

Variable L okalisation Strukturierung
Riesenzellen 0,0493 <0,0001
Nekroseareale 0,0059 0,0396
Blutungsherde 0,019 0,0014
V erkndcherungen 0,2543 0,8296

Bei den semiquantitativen Variablen konnten statistische Signifikanzen fir das
Vorhandensein kollagener Fasern in nV-FSA sowie fur das Vorkommen von
Lymphozytenclustern und den Entziindungsgrad in V-FSA ermittelt werden. Fur die Variable
"MAC387" fand sich keine statistische Signifikanz. Eine Ubersicht tiber die Signifikanzen der
semiquantitativen Merkmale der FSA gibt die Tabelle 3.2.22

Tabelle 3.2.22: p-Werte der semiquantitativen Variablenin FSA

Semiquantitaive Variablen

Variable L okalisation Strukturierung
MAC387 0,7816 0,2206
Elastica-van Gieson 0,0375 0,2065
Entziindungsgrad <0,0001 0,1888
Lymphozyteninfiltration <0,0001 0,5770

Bel den guantitativen Variablen konnten keine Wechselwirkungen zwischen den Gruppen
Lokalisation und Strukturierung ermittelt werden.

Mitosen und die PCNA-Expression waren statistisch signifikant erhoht in V-FSA und in
schlecht strukturierten FSA, Apoptosen und die CD18-Expression hingegen nur in schlecht
strukturierten FSA. CD3 und CD45R waren beide signifikant erhéht in V-FSA. Fir die bcl-2-
Expression, die MHC Il-Expression und die Darstellung apoptotischer Zellen mittels der
TUNEL-Methode konnten keine Signifikanzen ermittelt werden. Eine Ubersicht Uber die
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Signifikanzen und Wechselwirkungen der qualitativen Variablen in den FSA gibt die Tabelle
3.2.23.
Tabelle 3.2.23: p-Werte der qualitativen Variablen in FSA

Qualitative Variablen

Variable L okalisation Strukturierung Wechselwirkung
Mitosen 0,0002 0,0001 0,7769
Apoptosen 0,2145 0,0034 0,7415
CD3 <0,0001 0,4111 0,1919
CD45R <0,0001 0,3541 0,8807
PCNA 0,0489 0,0088 0,9957
Apoptag 0,8759 0,3683 0,9957
Bcl-2 0,8836 0,6013 0,9184
MHC 11 0,0765 0,3214 0,6111
CD18 0,1442 0,4551 0,3594
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4. Diskussion

Goldschmidt und Hendrick (1991) lenkten als erste die Aufmerksamkeit auf das Problem der
sogenannten "V akzine-assoziierten" Fibrosarkome. Da feline Fibrosarkome nicht nur nach der
Applikation von Impfstoff auftreten, sondern auch nach Antibiotikagabe beobachtet wurden
(Gagon, 2000), kann der Begriff der Vakzine-assoziierten Fibrosarkome, nicht mehr
uneingeschrankt benutzt werden. Aus diesem Grund entstand der Begriff der
Vakzinationstellen-assoziierten Fibrosarkome. Letztendlich kann jede Substanz, die injiziert
wird eine "postvakzinale" Entzindung verursachen und eine Reaktion hervorrufen.
Impfungen sind eventuell lediglich die Injektionsart, die dem Grofdteil der Katzenpopulation
mit so hoher Frequenz verabreicht wird, dass man einen Zusammenhang zwischen Injektion
und Tumorentstehung nachweisen konnte. Der Begriff "Injektionstellen-assoziierte
Fibrosarkome" bezeichnet allerdings die Pathogenese dieser Entitét treffender. Hieran
anlehnend wurden in den eigenen Untersuchungen die 364 routinemaldig eingesandten felinen
Fibrosarkome lediglich anhand Threr Lokalisation den Gruppen Injektionsstellen-assoziiert
und nicht Injektionsstellen-assoziiert zugeordnet. Die Einteilung erfolgte ausschliefdich
anhand der vorberichtlich erwdhnten Lokalisation. Es ist aso unklar, ob wirklich eine
Injektion der Tumorentstehung vorausgegangen ist oder nicht.

Es kristalisierten sich im Laufe der Untersuchungen zwei Zelltypen und somit zwel
Tumorformen heraus, die als gut strukturierte beziehungsweise schlecht strukturierte
Fibrosarkome angesprochen wurden.

Im folgenden werden deswegen bel jedem dtatistisch relevanten Kriterium sowohl die
Einteilung anhand der Lokalisation als auch die anhand der Strukturierung diskutiert. Alle
364 Fibrosarkome wurden immunhistologisch auf FeLV-Antigene hin getestet. Da lediglich 9
Fale FeLV-positiv waren (2,5%) wurde von einer Einteilung anhand des FelV-Status
abgesehen.

4.1 Injektionsstellen-assoziierte Fibrosarkome
In den eigenen Untersuchungen wurde die Zuteilung zu der Gruppe der Injektionsstellen-
assoziierten Fibrosarkomen ausschliefdlich anhand der Lokalisation getroffen. Aussagen Uber
eine vorausgegangene Injektion lagen in keinem Fall vor.
Knapp 3/4 der eingesendeten felinen Fibrosarkome (73,3%) traten an Stellen auf, die von

Tierarzten routinemafdig fur die Impfung genutzt werden. Hendrick und Goldschmidt (1992)
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haben eine Haufigkeit von 76% beobachtet. Zu den Injektionsstellen-assoziierten
L okalisationen zadhlen die saitliche Brustwand, die Region zwischen den Schulterbléttern, die
Lendengegend, der Nacken und die Oberschenkelregion (Hendrick et al., 1994), wobei die
seitlichen Brustwand die am haufigst betroffene Stelle ist und die wenigsten Fibrosarkome
aus der Oberschenkelregion stammen. Injektionsstellen-assoziierte Fibrosarkome treten bei
Katzen im Altersdurchschnitt von 8,1 bis 8,6 Jahren (Hendrick et a., 1994; Doddy et al.,
1996) auf. Damit liegen diese Angaben etwas unterhalb des Altersdurchschnittes aus dem
eigenen Untersuchungsgut der Routinediagnostik (10 Jahre). Eine Geschlechts- oder
Rassedisposition konnte nicht ausgemacht werden, was mit den Literaturangaben
Ubereinstimmt (Hendrick et al., 1994; Doddy et al., 1996). Mit steigendem Alter steigt die
Wahrscheinlichkeit, eher ein Injektionsstellen-assoziiertes als ein nicht Injektionsstellen-
assoziiertes Fibrosarkom zu bekommen (Doddy et al., 1996). Das entspricht nicht den eigenen
Untersuchungen, denn hier lag der Altersdurchschnitt der Katzen aus beiden Gruppen bel 10
Jahren. Die von beiden Autoren festgestellte Unterscheidungsméglichkeit anhand der Gréle
des Tumors konnte beim vorliegenden Material nicht bestétigt werden. Da die Grol3e des
Tumors allerdings auch stark vom Zeitpunkt des operativen Eingriffes abhangt, ist die
Grolenangabe somit ein sehr variables und vom Besitzer beziehungswei se vom behandelnden
Tierarzt abhéngiges Kriterium.

Da keine follow-up Studie durchgefhrt wurde, ist Uber die Rezidivierungsrate der
eingesendeten Fibrosarkome nichts Detailliertes bekannt. Doddy et al. (1996) berichten von
einer hoheren Rezidivrate bei den Injektionsstellen-assoziierten Fibrosarkomen. Stigimair-
Herb und Ortmann (1987) Gross (1992) geben die Rezidivierungsrate mit Uber 70% an.
Rudman et al. (1994) berichteten von Lungen- sowie Mediastinalmetastasen einer Katze mit
einem Fibrosarkom, ebenso Briscoe et al. (1998). Bei 4 von seinen 69 Fibrosarkomen wurde
réntgenologisch eine Metastase festgestellt (3 in der Lunge und 1 in der Skelettmuskulatur).
Allerdings wurden die M etastasen nicht histopathologisch bestétigt. Da keines der Tiere in
den eigenen Untersuchungen fir eine Sektion zur Verfigung stand, kann anhand des
vorliegenden Materials hierlber keine Aussage getroffen werden.

Beim Menschen wurde wiederholt anhand von Fallberichten ein Zusammenhang zwischen
einem Fremdkdrper und einer Tumorentstehung diskutiert (Brand et al., 1976a und b; Ryan et
al., 1981; Moore, 1991; Gorden und Weitzman, 1993), ebenso wie es zahlreiche Fallbeispiele

fur einen kausalen Zusammenhang zwischen einer primaren Entzindung und einer daraus
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resultierenden Tumorentstehung gibt (Ferguson, 1911; Gardner, 1959; Criuckshank, 1965;
Boerhave, 1977; Korelitz, 1983; Cameron et a., 1985; Locke, 1985; Collins, 1987; Corra,
1985; Kantor, 1988; Lowenfels, 1993). In der Veterindrmedizin wird dieser Zusammenhang
auch beim felinen intraokuléren Sarkom diskutiert (Pfeiffer et a., 1988; Dubielzig et al.,
1990). Dubielzig et al. (1990) untersuchten 13 posttraumatische okulére Sarkome, 8 davon
waren Fibrosarkome. Berichte von posttraumatischen Sarkomen bei anderen Spezies als der
Katze liegen nicht vor. Histologisch entsprechen postvakzinale Sarkome den mesenchymalen
Tumoren, die bel der Katze posttraumatisch am Auge beschrieben werden, was eine
gemeinsame Pathogenese dieser beiden Syndrome nahe legt (Woog et a., 1983; Dubielzig,
1984; Dubi€elzig et a., 1990). Macy und Hendrick (1996) diskutieren hieran anlehnend einen
Zusammenhang zwischen einem priméren Entzindungsprozess an der Impflokalisation und
der Entwicklung eines Fibrosarkomes. Postvakzinale Tumoren entstehen als ein Resultat einer
Fibroblasten- und Myofibroblastenproliferation im Anschluss an eine chronische Entziindung.
Der Grund fir die chronische Entzindung in Form einer Granulombildung an den
Impflokalisationen bleibt allerdings letztendlich weiterhin unklar. Mdglicherweise liegt er in
einem Bestandteil des Impfstoffes, zum Beispiel im verwendeten Adjuvans oder im Antigen
oder in beidem. Besonders Tollwutimpfstoffe enthalten ein Adjuvans auf Aluminiumbasis,
ebenso zahlreiche FeL V-Impfstoffe. Zwar werden postvakzinale Sarkome auch nach einer
Rhinotracheitis-, Calici- und Panleukopenieimpfung beschrieben, eine statistische Signifikanz
ist alerdings nur fur die FeLV- und die Tollwutimpfung bekannt (Kass et a., 1993; Hendrick
et a., 1994). Gagon (2000) beschreibt einen Fall eines felinen Fibrosarkoms, das nach einer
Medikamenten-Injektion entstanden ist und in keinem Zusammenhang zu einer Impfung zu
stehen scheint. Umfangreichere Studien, die as Kontrolle physiologische Kochsalzldsung
injiziert haben, belegen einen Zusammenhang mit einer Impfstoffapplikation. An den
Injektionsstellen der Kochsalzlésung waren dagegen keine palpierbaren Veranderungen zu
bemerken (Schultze et al., 1997). Eggers et al. (2002) kamen nach umfangreichen Studien
verschiedener Impfstofffabrikate an Katzen im Vergleich mit Frettchen und Nerzen zu dem
Ergebniss, dass eine Prédisposition fur das Entstehen postvakzinaler Sarkome bei Katzen
vorliegen muss. Chronische granulomatts nekrotisierende Pannikulitiden sind auch bei
Hunden beschrieben worden, alerdings keine daraus resultierende Tumorentstehung
(Hendrick und Dunagan, 1991). Vascellari et a (2003) beschreiben alerdings auch bei
Hunden Fibrosarkome an Injektionsstellen, die denen der Katze histologisch identisch sind.
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4.1.1 Histologie

Histologisch besteht das feline Injektionsstellen-assoziierte Fibrosarkom aus Bindeln
spindelzellartiger Tumorzellen mit teils hyperchromen Zellkernen, mehrkernigen Formen und
Anaplasien (Hendrick et a., 1998b). Bei den eigenen Untersuchungen wurde zusétzlich
zwischen gut strukturierten und schlecht strukturierten Fibrosarkomen unterschieden,
abhangig davon, welcher Zelltyp vorherrschte. Die gut strukturierten und schlecht
strukturierten Fibrosarkomen waren anteilsmal3ig in etwa gleich verteilt im Untersuchungsgut.
In der Gruppe der Injektionsstellen-assoziierten Fibrosarkome kam allerdings der Zelltyp, der
in den eigenen Untersuchungen al's schlecht strukturiert bezeichnet wurde, etwas haufiger vor
(55%). In vielen Fallen (n=145) bedingten aso grol3e blasige Zellen mit einem Zellkern von
bis zu 25 pum im Durchmesser, viel Zytoplasma, und deutlichen Nukleoli, sowie oftmals
mehrkernigen Riesenzellen ein polymorphes Zellbild. Es kamen allerdings auch haufig gut
strukturierte Fibrosarkome an Stellen vor, die per definitionem zu den Injektionsstellen-
assozierten Lokalisationen zdhlen. Betrachtet man einmal die Kdrperoberflache einer Katze,
so machen die Flachen, die Ublicherweise von Tierdrzten fUr Injektionen genutzt werden,
lediglich 40% der Hautoberflache aus. 60% der Hautoberflache gehéren zu den sogenannten
nicht Injektionsstellen-assoziierten Lokalisationen. Auf diesen 60% traten allerdings nur 27%
der eingesendeten Fibrosarkome auf. Bedenkt man, dass 73% der eingesendeten
Fibrosarkome an Injektionsstellen-assoziierten Stellen auftraten, sprechen alleine diese
Zahlen fur einen kausalen Zusammenhang. Geht man von einer gleichen Haufigkeit von nicht
Injektions-assoziierten Fibrosarkomen in der gesamten Haut aus, ist somit bel ca. 1 von 4
Fibrosarkomen im Injektionsstellenbereich eine nicht Injektions-assoziierte Pathogenese zu
erwarten.

Mitosen sind in Injektionsstellen-assoziierten Fibrosarkomen zahlreicher as in nicht
Injektionsstellen-assoziierten (Doddy et a., 1996). Diese Aussage deckte sich mit den
Ergebnissen der eigenen Untersuchungen, bei denen Mitosen in Injektionsstellen-assoziierten
Fibrosarkome statistisch signifikant haufiger waren (p=0,0002). Betrachtet man die
Strukturierung der Fibrosarkome, findet man ebenfalls eine statistische Signifikanz fur das
Vorkommen von Mitosen in schlecht strukturierten Fibrosarkomen (p=0,0001).

Beziglich Apotosen konnte kein datistisch signifikanter Unterschied zwischen
Injektionsstellen-assoziierten und nicht  Injektionsstellen-assoziierten  Fibrosarkomen
ausgemacht werden (p=0,2145), was auch zusdtzlich zur Lichtmikroskopie durch den
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Nachweis in situ mittels der TUNEL-Methode zur Darstellung apoptotischer Zellen bestétigt
wurde (p=0,8759). Bezogen auf die Strukturierung der Tumoren fand sich fur die im HE-
Schnitt ausgezahlten Apoptosen ein signifikant haufigeres Auftreten in schlecht strukturierten
Fibrosarkomen (p=0,0034), was allerdings mit der TUNEL-Methode statistisch nicht
signifikant bestétigt werden konnte (p=0,3686). Die Anzahl der TUNEL-positiven
apoptotischen Zellen lag generell etwas hoher als die im HE-Schnitt ausgezahite. Mit der
TUNEL-Methode werden allerdings nicht nur apoptotische Korperchen dargestellt (Wyllie et
al., 1980). Lichtmikroskopisch wurden nur die apoptotischen Zellen ausgezahlt, so dass
eventuell hierdurch diese Diskrepanz zwischen Histologie und TUNEL -Methode erklérbar ist.
Verknocherungen in den Tumoren wurden in den eigenen Untersuchungen unabhangig von
Lokalisation und Strukturierung beobachtet. Statistische Signifikanzen fanden sich fur keine
der Gruppen. Hinweise auf Verkndcherungen in den felinen Fibrosarkomen in der Literatur
finden sich nicht. Doddy et a. (1996) beschreiben lediglich sowohl fir Injektionsstellen-
assoziierte as auch fir nicht Injektionsstellen-assoziierte Fibrosarkome das gelegentliche
Vorhandensein einer osteoiden beziehungsweise chondroiden Matrix, was mit den eigenen
Untersuchungen ubereinstimmt. Somit ist das Vorkommen von Verknocherungen kein
hilfreiches Kriterium fir eine ndhere Charakterisierung der Fibrosarkome.

Injektionsstellen-assoziierte Fibrosarkome weisen mehr Nekrosen und Blutungen auf als
nicht Injektionsstellen-assoziierte. Entzindungen sind héaufiger beschrieben, wobel
Lymphozyten die dominierenden Zellen darstellen (Doddy et al., 1996). Diese Angaben
stimmen mit den eigenen Untersuchungen nur bedingt Uberein. 35% der untersuchten
Injektionsstellen-assoziierten Fibrosarkome wiesen Nekroseherde auf, was bel lediglich 17%
der nicht Injektionsstellen-assoziierten der Fall war und somit statistisch signifikant ist
(p=0,0059). Ebenso fand sich eine statistische Signifikanz fur das Vorhandensein von
Nekroseherden in schlecht strukturierten Fibrosarkomen (p=0,0396). Da die schlecht
strukturierten  Fibrosarkome auch die Mehrheit der Injektionsstellen-assoziierten
Fibrosarkome ausmachen, bleibt unklar, ob die Nekroseherde kausal in der Injektion
begrindet liegen oder mit der Strukturierung zusammenhéngen. In der Literatur werden
allerdings Falle von nekrotiserenden granulomatésen Pannikulitiden nach einer
Tollwutimpfung sowohl bel der Katze als auch beim Hund beschrieben (Hendrick und
Dunagan, 1991). Blutungen traten bei nicht Injektionsstellen-assoziierten Fibrosarkomen mit
einer signifikant hoheren Haufigkeit auf (p=0,019). Ebenso konnte eine Signifikanz fir
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herdférmige Blutungen in den schlecht strukturierten Fibrosarkomen nachgewiesen werden.
(p=0,0014). Die schlecht strukturierten Fibrosarkome machen lediglich 30% der nicht
Injektionsstellen-assoziierten Fibrosarkome aus. Hierbel muss auch bedacht werden, dass
Blutungen aus dem operativen Entfernen des Tumors resultieren kdnnen und somit in keinem
kausalem Zusammenhang zur Lokalisation und der Strukturierung stehen missen.
Histologisch sieht man oft einen Ubergang von der Entziindungsreaktion zur
Tumorentstehung in I njektionsstellen-assoziierten Tumoren (Hendrick et al., 1992; Esplin und
McGill, 1993). In den eigenen Untersuchungen wurde die Entziindungsreaktion der
Fibrosarkome lichtmikroskopisch beurteilt. Generell waren die Injektionsstellen-assoziierten
Fibrosarkome statistisch hochsignifikant stérker entzindlich infiltriert als die nicht
Injektionsstellen-assoziierten (p<0,0001), ein statistisch signifikanter Zusammenhang zur
Strukturierung der Fibrosarkome fand sich nicht (p=0,1888), was sich mit den Beobachtungen
von Couto et al. (2002) deckt.

Weiterhin wurde das Vorkommen von Lymphozytenclustern an der Tumorperipherie
beurteilt. In der Tumorperipherie finden sich haufig Lymphozytenansammlungen, die
bisweilen ein grau-braunes Material enthalten, das als Bestandteil des Impfstoffes identifiziert
wurde (Hendrick et al.,1998a, 1998b). Ansammlungen von Lymphozyten mit enigen
dazwischenliegenden Makrophagen in der Tumorperipherie (sogenannte
Lymphozytencluster) wurden in 97,5% (n=159) der Falle beobachtet, wobei hierfir lediglich
die Fibrosarkome herangezogen wurden, bei denen eine nattrrliche Grenze beurteilt werden
konnte (n=163). Hinweise auf Fremdmaterial (zum Beispiel unldsliches Adjuvans) konnten in
keinem Fall gefunden werden.

Lymphozytencluster fanden sich statistisch hoch signifikant haufiger in Injektionsstellen-
assoziierten  Fibrosarkomen (p<0,0001), was die Theorie von der priméaren
Entziindungsreaktion als Basis der Tumorentstehung von Macy und Hendrick (1996)
untermauert. Auch hier fand sich kein Bezug zur Strukturierung der Tumoren (p=0,5770).
Immunhistologisch stellten sich die dominierenden Lymphozyten in den Clustern als B-Zellen
dar. Hierauf wird weiter unten noch naher eingegangen.

Injektionsstellen-assoziierte Fibrosarkome liegen meist in der Subkutis (Doddy et a., 1996),
was mit den eigenen Beobachtungen Ubereinstimmt. Allerdings muss hierbel auch
berticksichtigt werden, dass seit dem Beginn der Diskussionen Uber einen moglichen

Zusammenhang zwischen einer Impfung und der daraus resultierenden Tumorentstehung
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(etwa ab 1990) immer mehr von einer intramuskuldren Injektion des Impfstoffes abgeraten
wurde. Nach einer subkutanen Injektion ist es auch dem nicht sachkundigen Tierhalter
leichter, eine eventuelle postvakzinale Umfangsvermehrung zu bemerken, als nach einer
intramuskul&ren Impfung. AuRerdem erméglicht die subkutane Lokalisation dem Tierarzt
auch eine leichter zugangliche operative Entfernung (Hirschberger und Kessler, 2001). Somit
konnte der Grund der subkutanen Lokalisation der Injektionsstellen-assoziierten

Fibrosarkome eher in der neuen Impfstrategie liegen alsin einer "subkutanen Pradisposition”.

4.2 Mehrkernige Riesenzellen

Ein auffallendes histologisches Phdnomen in den Tumoren waren mehrkernige Riesenzellen,
die in 27% der Injektionsstellen-assoziierten Félle und lediglich in 12 % der nicht
Injektionsstellen-assoziierten Fibrosarkome beobachtet werden konnten, was somit statistisch
signifikant ist (p=0,0493). Es fand sich alerdings eine noch deutlichere statistische
Signifikanz fur das Vorkommen von mehrkernigen Riesenzellen in den schlecht strukturierten
Fibrosarkomen (p<0,0001). Couto et al. (2002) teilten in Anlehnung an die Humanmedizin
auch die felinen Fibrosarkome in verschiedene histologische Grade von I-11I ein. Se
beschreiben eine statistische Signifikanz fir das Verhaltnis von mehrkernigen Riesenzellen zu
dem Differenzierungsgrad der Fibrosarkome, das heilét, diese kommen ausschliefdlich in
Tumoren der Grade Il und 111 vor. Somit sind mehrkernige Riesenzellen immer ein Kriterium
fUr den schlechten Differenzierungsgrad der Fibrosarkome. Doddy et al. (1996) berichten von
mehrkernigen (zwei bis funf Kerne) Tumorzellen, die allerdings bel beiden Tumorformen
(Injektionsstellenassoziiert und nicht Injektionsstellen-assoziiert) gleich haufig beobachtet
wurden. Als Riesenzelle gilt hier jede Zelle, die zwel oder mehr Zellkerne aufweist (Nielsen,
1952; Alexander et al., 1975; Oemus und Timmel, 1990).

Um Riesenzellen zu bezeichnen, die zur neoplastischen Zellpopulation gehdren, wird in der
Literatur haufig der Begriff Tumor-Riesenzelle ("tumor giant cell") gebraucht (z.B. Linzbach,
1955; Chambers,. 1978; Daroca et al., 1990, Zukerberg, 1990). Gerdes et al. (1986) und
Vollmer et al. (1989) verwenden den Begriff Tumorriesenzelle fir Riesenzellen, die sich mit
dem Proliferationsmarker Ki-67 positiv darstellen und 2 oder mehr Zellkerne erhalten. Ki-67-
Positivitdt ist nach Ansicht dieser Autoren das Kriterium fir neoplastische Riesenzellen.
Reaktive Riesenzellen dagegen (dazu gehdren Osteoklasten und osteoklastendhnliche

Riesenzellen, Fremdkorper-Riesenzellen, Langhans-Riesenzellen) entstehen ausschliefdlich
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durch Fusion von Zellen des mononukledren Phagozytosesystems (Chambers, 1978; Kraus,
1980; Muller-Hermelink und Kaiserlink, 1980; Mechtersheimer et a., 1990). Dabel
verschmelzen einkernige Zellen und die Zellgrenzen urspringlich getrennter Zellen
verschwinden (Chambers, 1978; Kraus, 1980). Die Zellkerne besitzen keine Teilungsaktivitat
mehr; es erfolgt keine DNS-Synthese in diesen Riesenzellen; sie sind somit immer Ki-67
negativ (Roessner et a., 1989; Vollmer et al., 1989; Mechtersheimer et al., 1990; Gaffey et
al., 1991). Osteoklasten sind letztendlich ausdifferenzierte Makrophagen (Abbas, 2000;
Takeshita et al., 2000). Demnach sprechen wir von ausdifferenzierten Makrophagen, wenn
wir von osteoklastenartigen Riesenzellen (osteoclast-like giant cells = OCL-GC) sprechen.

Oemus und Timmel (1990) sowie Toyosawa et al. (1991) verwenden den Nachweis der
Tartrat-resistenten sauren Phosphatase ("tartrate-resistent acid phosphatase’=TRAP) zur
Differenzierung von Riesenzellen. Diese Autoren bezeichnen TRAP-positive Zellen mit 2
oder mehr Kernen als reaktive OCL-GC und die einkernigen TRAP-positiven Zellen als
Vorlauferzellen der OCL-GC. Demnach wéren die mehrkernigen Riesenzellen der felinen
Fibrosarkome osteoklastenahnliche Riesenzellen, da in 100% unserer Félle TRAP-Positivitat
festgestellt wurde. Uber die Proliferationsfahigkeit der Riesenzellen ist bei diesen Autoren
keine Angabe zu finden. Die Tartrat-resistente saure Phosphatase (“"tartrate resistent acid
phosphatase'=TRAP) kommt konstant in Osteoklasten und osteoklastendhnlichen
Riesenzellen (OCL-GC) vor; diese Zellen enthalten TRAP primér schon in den einkernigen
Vorstufen (Schéfer und Fischer, 1977). TRAP wird intrazytoplasmatisch in Lysosomen und
lysosoméahnlichen Organellen gespeichert (Lojdaet al., 1976; Vincent und Averill, 1990).

Fremdkorper-Riesenzellen und verschiedene einkernige mesenchymale Zellen kénnen unter
bestimmten funktionellen Erfordernissen, je nach Art der abzubauenden Substanz, TRAP
synthetisieren (Schaefer und Fischer, 1977; Grouls und Vogel, 1988). So weisen unter
anderem Alveolarmakrophagen und retikulohistiozytéare Zellen im Lymphknoten TRAP-
Aktivitdt auf. Auch Fremdkorper-Riesenzellen, die beim Abbau lipidhaltiger Stoffe, zum
Beispiel in Fettgewebsnekrosen, beteiligt sind, reagieren TRAP-positiv. Aufgrund ihrer
TRAP-Aktivitdt werden sie als osteoklastenghnliche Riesenzellen beziehungsweise die
einkernigen Zellen als "osteoklastére Vorlauferzellen" bezeichnet (Grouls und Vogel, 1988).
In den eigenen Untersuchungen waren auch einige mononukledre Zellen TRAP-positiv.
Hierbel kdnnte es sich zum einen also um mesenchymale TRAP-positive Zellen handeln oder
um einkernige Vorlauferzellen von Osteoklasten, die sich dann zu osteoklastenghnlichen
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Riesenzellen weiterdifferenzieren.

Josten und Rudolph (1997) beschreiben eine Methode zur Differenzierung von Riesenzellen
in Neoplasien von Hund und Katze mittels Doppelmarkierung. Hierbei erfolgt eine
Unterteilung in Geschwulstriesenzellen und reaktive osteoklastenartige Riesenzellen. Die
Tartrat-resistente saure Phosphatase (tartrate-resistent acid phosphatse=TRAP) wird als ein
Marker fur Osteoklasten angesehen. Welterhin wird ein Proliferationsmarker (MIB1; anti-
Ki67) zur Differenzierung herangezogen. Sind die Riesenzellen TRAP-positiv und MIB1-
negativ, so sprechen die Autoren von reaktiven Osteoklasten-Riesenzellen. Sind sie TRAP-
negativ und MIB1-positiv, so interpretieren sie die Zellen als neoplastisch. Sind beide
Reaktionen negativ, so beurteilen sie die mehrkernigen Riesenzellen al's nicht neoplastisch.
Bei den eigenen Untersuchen waren die Riesenzellen in allen Féllen TRAP-positiv. Anstelle
des anti-Ki67 Antikorpers wurde anti-PCNA (proliferating cell nuclear antigen) verwendet.
Anti-Ki67 ist ein endogener Marker, ein nukledres Protein, das aul3er in der GO- und der
frihen G1-Phase wahrend des gesamten Zellzyklus in unterschiedlichen Konzentrationen
vorhanden ist (Teter et al., 1995). Sandusky et a. (1993) kamen bei einem Vergleich
zwischen Ki-67 und PCNA zu dem Ergebnis, dass PCNA bessere Ergebnisse in Bezug auf die
Zellproliferation erbrachte. In eigenen Untersuchungen wurden auch PCNA-positive
Riesenzellen beobachtet. Dieser Fall, also Proliferationsmarker- und TRAP-positiv wird bel
Josten und Rudolph (1997) nicht interpretiert. Fest steht, dass die mehrkernigen Riesenzellen
in felinen Fibrosarkomen PCNA-positiv sind.

Geschwulst-Riesenzellen sind nicht zur Phagozytose fahig (Zukerberg et al., 1990; Toyosawa
et a., 1991). In den eigenen Untersuchungen konnten jedoch Riesenzellen beobachtet werden,
in deren Zytoplasma sich phagozytierte apoptotische Kdrperchen darstellen lief3en. Ob es sich
hierbei allerdings wirklich um phagozytierte apoptotische Zellen handelt oder einfach bei der
Zellfusion ein apoptotischer Zellkern "mitfusioniert” worden ist, bleibt unklar. OCL-GC in
Neoplasien besitzen die Fahigkeit, ein- und mehrkernige Tumorzellen, Erythrozyten, Osteoid,
Nekrose und andere Substanzen zu phagozytieren (Josten, 1995). Auch andere Autoren
berichten von der Phagozytosefahigkeit der OCL-GC (Chambers, 1978; LeCoteur et al., 1978;
Kenney et al., 1984; Boccato et al., 1988; Oemus und Timmel, 1990; Gaffey et a., 1991;
Sava et al., 1991; Josten et al., 1997). OCL-GC und Fremdkdorper-Riesenzellen kénnen auch
proliferationsaktive MIB1-positive einkernige Zellen phagozytieren (Josten, 1995). Della
Salda et al. (1993) postulieren im Gegensatz zu den oben zitierten Autoren, dass OCL-GC
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keine Phagozytoseaktivitét besitzen. Eventuell fihren aber die geringe Fallzahl (4
Mammakarzinome) oder nicht reprasentative Ausschnitte aus den Neoplasien dazu, dass diese
Arbeitsgruppe keine Phagozytoseaktivitét der OCL-GC beobachten konnte. Josten (1995)
konnte allerdings auch nicht in allen OCL-GC typische Phagozytoseaktivitét beobachten, so
dass das Kriterium der Phagozytoseaktivitét bei den mehrkernigen Riesenzellen in den felinen
Fibrosarkomen nur im positiven Fall eine Zuordnung zu den OCL-GC erlaubt, im negativen
Fall aber nicht eine Tumorriesenzelle beweist.

Anzahl und Verteilung der Riesenzellen innerhalb eines Tumors konnen erheblich
schwanken, und nicht in jedem Teill des Tumors sind Riesenzellen anzutreffen. Auch
Goldschmidt und Shofer (1992) beschreiben, dass die mehrkernigen Riesenzellen in den
felinen Fibrosarkomen gleichmdig verteilt im Tumor liegen oder dass sie in manchen
Aredlen akkumulieren koénnen. Die Zahl der Zellkerne und die Menge des Zytoplasmas
variiert von Fall zu Fall und auch innerhalb eines Tumors sind unterschiedliche Zellgréfien
und Mengen an Zellkernen zu beobachten. Goldschmidt und Shofer (1992) sprechen von 3 bis
25 Zellkerne und einem eosinophilen Zytoplasma, das nicht vakuolisiert ist. Sie interpretieren
die mehrkernigen Riesenzellen als Osteoklasten und vermuten, dass sie aus einer Fusion von
mononukledren Histiozyten entstehen.

Haufig ist ein zielgerichtetes Geschehen erkennbar: OCL-GC liegen nekrose-, blutungs- oder
osteoidassoziiert oder sie treten in geringer differenzierten Tumorbereichen auf; in gut
differenzierten Arealen hingegen sind sie seltener (Josten 1995), was sich mit den eigenen
Untersuchungen nur in Bezug auf die Nekrosen und schlecht strukturierten Areal deckt. In der
Literatur sind OCL-GC in folgenden Lokalisationen beschrieben: OCL-GC in der Nahe von
Geféassen (Gaffey et a., 1991), im Stroma (Della Salda et al., 1993), an Osteoid (Oemus und
Timmel, 1990) oder in Nekroseherden (Kenney et a., 1984). Auch in den von uns
untersuchten Fallen lagen die Riesenzellen haufig akkumuliert an Nekroseherden. Eine
Assoziation zu Geféfden und/oder Osteoid konnte dagegen nicht beobachtet werden. Nekrosen
konnen somit in den felinen Fibrosarkomen as AuslOser einer Riesenzellinfiltration
angesehen werden. In einigen Féllen fehlt jedoch eine erkennbare abzubauende Substanz. Die
mehrkernigen Riesenzellen sind dann diffus im Tumor Uber den gesamtem Schnitt verteilt.
Ahnliches beschreiben auch Daroca et al. (1990) und Rosai (1990). Bei den genannten
Autoren handelt es sich in den beschrieben Falen um OCL-GC. Als Ausloser fur die
Riesenzellinfiltration werden in solchen Fallen chemotaktisch wirkende Substanzen vermutet
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(Rosai, 1990).

Die mehrkernigen Riesenzellen in den felinen Fibrosarkomen erinnern sehr an
Fremdkorperriesenzellen, wie sie in granulomatbsen Entziindungen beschrieben werden
(Coallins, 1999). Die Zellen enthielten sehr viel Zytoplasma und sie besal3en zum Teil bis zu
15 Zellkerne. Betrachtet man den Impfstoff beziehungsweise das Adjuvans nun as
Fremdkorper, konnte in dem bereits weiter oben angesprochenen Sinn ein Zusammenhang
zwischen einer Fremdkorperreaktion und einer Tumorentstehung bei felinen Injektionsstellen-
assoziierten Fibrosarkomen diskutiert werden. Die Riesenzellen wéren in diesem Fall reaktive
Riesenzellen im Sinn von Fremdkorperriesenzellen.

Alles deutet also darauf hin, dass es sich bel den mehrkernigen Riesenzellen in felinen
Fibrosarkomen um ausdifferenzierte fusionierte Makrophagen handelt. In Zellkulturen mit
humanen Blutzellen gelang es in Monozyten/Makrophagen durch Zugabe von Kolonie-
stimulierenden  Faktoren, Wachstumsfaktoren und Interleukinen  morphologische
Veradnderungen zu induzieren. So wurden in mit IL-6 behandelten Monozytenzelllinien nach
10 Tagen mehrkernige Riesenzellen beobachtet (Hassan et al., 1994). Gleichzeitig wurde die
MHC 1l Expression heruntergeregelt. Die mehrkernigen Riesenzellen in den felinen
Fibrosarkomen waren MHC I1-negativ, wohingegen die mononukleéren neoplastischen Zellen
MHC Il-positiv waren (néheres siehe unten). Das wirde die Hypothese unterstiitzen, dass es
sich bei den Riesenzellen um weiter- beziehungsweise umdifferenzierte Makrophagen
handeln kénnte. MHC Il wird von der Katze auf folgenden Zellen exprimiert: B- und T-
Lymphozyten, mononukledre Makrophagen und dentritische Zellen (Tizard, 1996). Der in
den eigenen Untersuchungen verwendete monoklonale Antikdrper gegen die B-Kette des
felinen MHC Il (Klon F7 1 D4 F6 H4) stimmt in seiner Expression mit der Beschreibung der
MHC IlI-Verteilung bel der Katze von Hunt et al. (1995) und Rideout et al. (1990) Uberein
(von Bothmer, 1999; Kipar, 2002).

Eine positive CD18-Reaktion konnte in alen untersuchten mehrkernigen Riesenzellen
beobachtet werden. CD18 ist ein Adhasionsmolekil, das beim Hund in Makrophagen,
Lymphozyten und Granulozyten nachgewiesen werden kann (Moore et al., 1990). Es ist
Bestandteil der drel Mitglieder enthaltenden Familie der B.-Integrine, oberfl&chlicher,
zellulérer Adhdsionsmolekile, die Heterodimere aus zwei nicht-kovalent gebundenen
Untereinheiten (a-Untereinheit: CD11, B-Untereinheit: CD18) darstellen. CD18 wurde auch
in felinen Makrophagen nachgewiesen (Kipar, 2001). Dermale Fibroblasten in unverénderter
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feliner Haut waren in eigenen Untersuchungen CD18-negativ. Couto et a. (2002)
verwendeten in ihren Untersuchungen an felinen Fibrosarkomen den gleichen Klon (anti-
CD18; Fe3.9F2) wie wir. Sie definierten die mehrkernigen Riesenzellen als neoplastische
Zellen, da sie zur Proliferation féhig sind (Ki-67-positiv) und CD18-negativ waren. Leider
war kein Hinweis gegeben auf die immunhistologische Methode, so dass kein Vergleich
gezogen werden konnte, ob vielleicht eine unterschiedliche Inkubationsmethode zu dem
abweichenden Ergebnis gefihrt haben kénnte.

Mehrkernige Riesenzellen kénnen durch die Fusion von Monozyten entstehen (wie zum
Beispiel bei der Tuberkulose, Leptospirose, Schistosomiasis und Sarkoidose), auch wenn der
genaue Mechanismus noch nicht abschlief3end geklart ist. Fest steht aber, dass fur diesen
Vorgang der Zellfusion Oberflachenantigene wichtig sind. Untersuchungen mit humanen
Monozyten ergaben, dass ein Blocken sowohl der o- als auch der B-Kette des CD18-Molekils
eine Fusion der Zellen und somit das Entstehen mehrkerniger Riesenzellen unmaoglich macht
(Gasser und Most, 1999). In den eigene Untersuchungen sind zwischen O und 90% der
neoplastischen mononukledren Zellen CD18-positiv. Das bedeutet, dass sie von der
Monozyten/Makrophagen-Linie abstammen. Anlehnend an Gasser und Most (1999) wéren
diese mononukledren neoplastischen Zellen nun in der Lage auf Grund ihrer oberfléchlichen
Adhasionsmolekile zu mehrkernigen Riesenzellen zu fusionieren. Demnach hétten die
mononukledren und mehrkernigen Zellen den gleichen zellularen Ursprung.
Zusammenfassend sind diese Ergebnisse zwar kein Beweis, aber sie geben einen deutlichen
Hinweis darauf, dass es sich bei den Riesenzellen in felinen Fibrosarkomen um
ausdifferenzierte Makrophagen handelt. Die TRAP-Aktivitét spricht dafir, dass sie
Makrophagen sind, die eine Welterdifferenzierung in osteoklasten-dhnliche Riesenzellen
durchgemacht haben. Auch sind sie zur Proliferation und Phagozytose féhig. Die Tatsache,
dass sie MHC Il-negativ sind konnte ein Hinweis darauf sein, dass die mehrkernigen
Riesenzellen im Laufe der Ausdifferenzierung die Fahigkeit zur Antigenprésentation verloren
haben, wie es auch bei den mehrkernigen Riesenzellen bel der Tuberkulose beschrieben wird
(Pancholi et al., 1993).

In keiner mehrkernigen Riesenzelle konnte eine MAC387-Expression mit dem Antikorper,
der gegen das myeloid/histiocyte Antigen (Calprotectin, leucocyte protein L1) zur Darstellung
von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen/Monozyten benutzt wurde, nachgewiesen
werden. Dies stimmt mit Angaben in der Literatur Uberein, in denen Riesenzellen vom
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Langhans Typ und Fremdkorper-Riesenzellen negativ reagieren (Brandtzaeg et al., 1987). Bei
den Riesenzellen, wie sie zum Beispiel bel der Tuberkulose beschrieben werden, handelt es
sich um ausdifferenzierte Makrophagen (Schmitt et al., 1977; Soler und Bernaudin, 1993).
Auch diese sind MAC387 negativ, was somit mit den eigenen Untersuchungen und der
aufgestellten Hypothese der ausdifferenzierten Makrophagen Ubereinstimmen wrde.

In keiner mehrkernigen Riesenzelle konnte eine positive CD3- und CD45R-Reaktion
nachgewiesen werden.

Als wichtigste Differenzialdiagnose zum Injektionsstellen-assoziierten Fibrosarkom muss
man an das maligne fibr dse Histiozytom denken. Hierbei handelt es sich um einen malignen
Tumor mit einem variablen Zellbild, der vermutlich von primitiven mesenchymalen Zellen
ausgeht. Einigkeit besteht Uber diesen etwas untblichen Tumor beziehungsweise seine
Ursprungszellen noch nicht in der Literatur (Pace et a., 1994; Hendrick, 1998b). Die meisten
histologischen, elektronenmikroskopischen und immunhistologischen Studien deuten einen
Fibroblasten/Myofibroblastenursprung an. Am héaufigsten wird dieser Tumor beim Hund
beobachtet, wo er in der Haut oder in der Milz als solider Knoten oder als multifokales
Geschehen in nahezu alen Organen auftreten kann. Bei allen Haussdugetieren kann man —
anlehnend an die Klassifikation beim Menschen, die insgesamt 5 Einteilungen kennt - drei
verschiedene Typen des malignen fibrésen Histiozytoms unterscheiden. Neben einem
pleomorphen und einem entzindlichen Typ wird ein Riesenzelltyp unterschieden. Dieser ist
bei der Katze die haufigste Form (Gleiser et a., 1979; Garma-Avina, 1987) des generell bei
der Katze sehr selten vorkommenden malignen fibrésen Histiozytoms und wird auch
"Riesenzelltumor des Weichteilgewebes' (,giant cell tumor of soft part”) genannt (Hendrick,
1998b). Dieser Tumor enthdt zahlreiche mehrkernige Riesenzellen, die zwischen
Spindelzellen und mononukledren histiozytaren Zellen liegen. Diese Beschreibung alleine
macht schon klar, warum oftmals lichtmikroskopisch eine Unterscheidung zwischen einem
Injektionsstellen-assoziierten Fibrosarkom mit mehrkernigen Riesenzellen und einem
malignen fibrésen Histiozytom an einer entsprechenden Lokalisation kaum mdglich ist. Eine
eindeutige Abklarung ist oftmals nur mittels Immunhistologie moglich. In der Humanmedizin
werden Marker wie zum Beispiel alpha 1-anti-Trypsin (AT) und alpha 1 anti-Chymotrypsin
(ACT) zur ndheren Abgrenzung herangezogen. Untersuchungen an der Katze mit diesen
Antikorpern liegen vor und stimmen mit denen der Humanmedizin Uberein (Thoolen et al.,
1992). Pace et al. (1994) nutzte Typ | und Il Zytokeratin, Desmin, Vimentin und S100 zur
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ndheren Abgrenzung. Die malignen fibrosen Histiozytome waren in dieser Studie positiv fir
Typ | (AEL) und Il (AE2) Zytokeratin sowie Desmin. S100 wurde zur Abgrenzung gegen
Melanome, Vimentin zur Abgrenzung gegen Fibrosarkome genutzt. Da die Zellmorphologie
der beiden Entitdten nicht eindeutig voneinander abzugrenzen ist, ist somit in vereinzelten
Falen eine Unterscheidung zwischen der bei der Katze extrem seltenen Diagnose "malignes
fibréses Histiozytom" und dem der haufig vorkommenenden Diagnose Injektionsstellen-
assoziiertes Fibrosarkom anhand der Histologie allein leider nicht moglich. Auch Hendrick
und Brooks (1994) weisen in einer Untersuchung von 46 postvakzinalen Sarkomen der Katze
darauf hin, dass es zahlreiche Ubereinsimmungen zwischen den Fibrosarkomen mit
Riesenzellen und den malignen fibrésen Histiozytomen gibt und somit sicherlich
unterschiedliche Diagnosen durch unterschiedliche Pathologen zustande kommen kénnen. Fir
ihre Untersuchungen teilten Hendrick und Brooks (1994) die Tumoren lediglich anhand der
Zellmorphologie ein: Die Félle, in denen die Spindelzellen Uberwogen, die in Bindeln
angeordnet waren, wurden als Fibrosarkome definiert, wohingegen die Félle, in denen
atypische histiozytéare Zellen tberwogen und die Spindelzellen ungeordnet lagen, der Gruppe
der malignen fibrdsen Histiozytome zugeordnet wurden. Allerdings konnte in dem einzigen
immunhistologisch untersuchten malignen fibrosen Histiozytom dieser Studie eine stark
positive Vimentin-Reaktion nachgewiesen werden, was laut Literatur (Pace et a., 1994) ein
Kriterium fur ein Fibrosarkom ist und somit die urspriingliche morphologische Diagnose in
Frage stellt. Da beide Tumorformen postvakzina entstehen kénnen (Hendrick und Brooks,
1994), hilft dem Diagnostiker auch eine Impfhistorie zur Abgrenzung nicht weiter. Wobei
auch hierbei zu bedenken ist, dass die Einteilung dieser Studie lediglich auf die oben
erwahnte Zellmorphol ogie gestiitzt ist und somit unklar bleibt, ob es sich nicht in Wirklichkeit
um Fibrosarkome mit Riesenzellen handelt.

Metastasen sind — wie bei Fibrosarkomen - selten bei malignen fibrésen Histiozytomen (Gar-
Avina, 1987). In der Humanmedizin wird diskutiert, dass maligne fibrose Histiozytom als
pleomorphes Fibrosarkom neu zu klassifizieren (Antonescu et al., 2000). Bel der vorliegenden
Arbeit wurde in "kritischen" Fallen ein immunhistologischer Nachweis von Zytokeratin,

Vimentin und Desmin zum Ausschluss eine malignen fibrésen Histiozytoms herangezogen.
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4.3 Nicht I njektionsstellen-assoziier te Fibr osar kome

Zu den nicht Injektionsstellen-assoziierten Regionen zahlen alle Regionen, die von Tierdarzten
nicht routinemal3ig fir Injektionen verwendet werden wie zum Beispiel der Kopf, die Pfoten,
die Mammal el ste beziehungswei se der gesamte Bereich des Unterbauches.

Der Altersdurchschnitt der nicht Injektionsstellen-assoziierten Fibrosarkome wird mit 10,2
und 10,5 Jahren angegeben (Doddy et al., 1996; Hendrick et al., 1994). Katzen mit einem
nicht Injektionsstellen-assoziierten Fibrosarkom sind somit dlter als die mit einem
I njektionsstellen-assoziierten Fibrosarkom (Kass et al., 1993), was allerdings bei dem von uns
untersuchten Material nicht zutrifft, bel dem der Altersdurchschnitt der Katzen beider
Gruppen bei 10 Jahren lagen. Eine Rasse- oder Geschlechtsdisposition konnte nicht
festgestellt werden, was mit den Angaben in der Literatur Ubereinstimmt (Hendrick et al.,
1994; Doddy et al., 1996). Doddy et al.(1996) konnte weder eine FeLV- noch eine FIV-
Infektion im Zusammenhang mit nicht Injektionsstellen-assoziierten Fibrosarkomen
nachweisen. In keinem der 89 Falle seiner Studie wurde eine Entziindungsreaktion in der
Gruppe der nicht Injektionsstellen-assoziierten Fibrosarkome beobachtet. In den eigenen
Untersuchungen konnte in 5 nicht Injektionsstellen-assoziierten  Fibrosarkomen
immunhistologisch FeL V-Antigen nachgewiesen werden. Entztndliche Infiltrate fanden sich
in 38 der 97 (39%) nicht Injektionsstellen-assoziierten Fibrosarkome.

4.3.1 Histologie

In dem groften Tell (70%) der nicht Injektionsstellen-assoziierten Fibrosarkome dominierte
in unseren Fallen ein gut strukturiertes Zellbild. Mitosen waren selten.

Generell waren die nicht Injektionsstellen-assoziierten Fibrosarkome auch in den eigenen
Untersuchungen deutlich weniger entzindlich infiltriert als die Injektionsstellen-assoziierten
Fibrosarkome. So konnten in 48% keine entztndlichen Infiltrate beobachtet werden. Zwar
fanden sich auch in dieser Gruppe Lymphozyten-Cluster in der Tumorperipherie, doch waren
diese deutlich kleiner und seltener als in der Gruppe der Injektionsstellen-assoziierten. In 18%
der Fale konnte eine eitrige beziehungsweise eitrig-nekrotisierende Entziindung gesehen
werden, was deutlich haufiger ist as in den Injektionsstellen-assoziierten Fibrosarkomen.
Nicht Injektionsstellen-assoziierte L okalisationen wie zum Beispiel die distalen Gliedmassen
sind dem Tier durch Belecken und Kratzen leichter zugénglich als eine Umfangsvermehrung

in einer Injektionsstellen-assoziierten Region (zum Beispiel zwischen den Schulterbléattern),
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was durchaus ein Grund fur eine sekundére eitrige Entziindung mit sein kann. In diesem Fall
musste der Tumor theoretisch eine Ulzeration aufweisen. Dieses Kriterium ist in diesen Féllen
leider im eigenen Materia nicht mehr zuverlassig nachzuvollziehen, da die Epidermis nicht
auf den Tumoranschnitten enthalten war. Auf Nekrosen, Blutungen, Verkntcherungen und
das Vorhandensein mehrkerniger Riesenzellen in den nicht Injektionsstellen-assoziierten

Fibrosarkomen wurde bereits weiter oben eingegangen.

4.4 Cellular Turnover der felinen Fibrosarkome

Die Zéllproliferationsrate wurde unter anderem lichtmikroskopisch (Auszahlung von Mitosen
und Apoptosen pro Gesichtsfeld) bestimmt, was bereits weiter oben beschrieben und erlautert
wurde. Im Folgenden wird daher nur noch auf weiterfihrende immunhistologische
Untersuchungen zur Bestimmung der Proliferationsrate eingegangen.

Die Z€llproliferationsrate wurde bei 137 Fibrosarkomen (101 Injektionsstellen-assoziierten und
36 nicht Injektionsstellen-assoziierten) mittels des Nachweises von PCNA (proliferating cell
nuclear antigen) bestimmt. Die positive PCNA-Reaktion stellte sich sehr variabel dar. PCNA
tritt wahrend des gesamten Zellzyklus auf, die héchste Konzentration findet sich jedoch in der
S-Phase (Kurki et al., 1986; Foley et al., 1991, Dietrich, 1993; Eldridge et al., 1993; Dietrich et
al., 1994). Die Zellen der Gl-Phase zeigen eine minimale, teils gesprenkelte nukledre
Anférbung, da die PCNA-Synthese erst im Spatstadium dieser Phase beginnt. In der S-Phase ist
eine intensive und deutliche nukledre Anfarbung zu sehen, da hier die PCNA-Produktion am
grofdten ist. Wahrend der G2-Phase wird die DNA-Polymerase & und ihr Hilfsprotein PCNA
unter Auflésung der Kernmembran in das Zytoplasma abgegeben. Dies fuhrt zu einer weniger
intensiven, gefleckten nukledren und zytoplasmatischen Farbung. In der M-Phase sind
Nukleoplasma und Zytoplama vereint und zeigen eine fleckige Anférbung (Foley et a., 1991).
Es befanden sich in beiden Gruppen etwa 40-80% der Tumorzellen in einem Stadium der
Zellteilung. Statistisch signifikante Unterschiede wie sie bel der histopathologischen
Auszéhlung der Mitosen beobachtet wurden, konnten nicht festgestellt werden.

Die topographische Verteilung der bcl-2-Expression in gesunden Geweben der Katze
entspricht exakt der in Geweben des Menschen (Madewell et al., 1999). In eigenen
Untersuchungen waren die Basalzellen der Epidermis zum Teil, ebenso wie die vaskuléren
Endothel zellen schwach positiv. Ganz vereinzelt war eine schwach positive Reaktion in einem

dermalen Fibroblasten erkennbar. Bcl-2 stellte sich als feingranuldre, zytoplasmatische
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Reaktion in einem Teil der neoplastischen Fibroblasten dar. Es handelte sich Gberwiegend um
Zellen mit dem grof3en, blasigen Kern von aktiven Fibroblasten. Es waren etwa 80-90% der
tumorinfiltrierenden Lymphozyten bcl-2-positiv, was mit den Ergebnissen von Madewell et al.
(1999) Ubereinstimmt. Die tumorinfiltrierenden Lymphozyten wiesen eine stérker-positive
Farbreaktion auf als die neoplastischen Zellen. Madewell et al. (1999) untersuchten die
Verteilung der bcl-2-Expression in Geweben der Katze unter anderem auch in felinen
Fibrosarkomen. Sie wiesen lediglich in einem von 14 Fibrosarkomen eine bcl-2 Expression in
den neoplastischen Zellen nach. Uber die Lokalisation ihrer Fibrosarkome ist nichts bekannt. In
den eigenen Untersuchungen konnten sowohl in Injektionsstellen-assoziierten (n=31) als auch
in nicht Injektionsstellen-assoziierte Fibrosarkomen (n=30) eine bcl-2 Expression in
unterschiedlicher Menge nachgewiesen werden. Ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen konnte nicht festgestellt werden (p=0,8836). Diese Ergebnisse
passen auch mit der Auswertung der Apoptosen zusammen. Ein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen einer bcl-2-Expression und der Strukturierung der Tumoren fand sich
nicht (p=0,6013).

Die Vorstellung, dass ein Protoonkogen die Lebensdauer von Zellen reguliert, legt nahe, dass
bcl-2 auch in der Onkogenese eine Bedeutung hat. Bcl-2 kann zum Beispiel den
apoptoseinduktiven Effekt von c-myc (Evan et al., 1992), das in Injektionsstellen-assoziierten
Fibrosarkomen nachgewiesen wurde (McCracken et al., 1999), inhibieren (Bissonnette et al.,
1992; Fanidi et a., 1992). Dies wirde eine erhohte Uberlebenszeit der mutierten Zellen
bewirken, zusétzlich aber die Wirkung von c-myc durch Blockade seiner Apoptosefunktion in
Richtung Proliferation verschieben. Somit hétte die bcl-2-Expression eine Doppelfunktion in
der Tumorgenese: Zum einen wiirde sie eine erhdhte Uberlebenszeit der mutierten Zellen
bewirken, zusétzlich aber die Wirkung von c-myc durch Blockade seiner Apoptosefunktion in
Richtung Proliferation verschieben. Die meisten Chemo- und Radiotherapeutika basieren auf
dem Prinzip, dass sie Apoptose induzieren. Von daher kommt der bcl-2 Expression in felinen
Fibrosarkomen auch eine klinische Bedeutung zu, da der Nachweis von bcl-2 moglicherweise
den Tumor therapieresistent machen konnte. Solche Resistenzen werden in der Humanmedizin
diskutiert (Schmitt und Lowe, 1999).
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Umgekehrt betrachtet kann unter Umstéanden anhand der bcl-2-Expression auch ein Schluss auf
die Prognose des Tieres gezogen werden. Der Nachweis einer bcl-2-Expression wére somit ein
Indikator fUr eine ungunstigere Prognose. Dafir spricht auch die Tatsache, dass bcl-2
topographisch auf Areale langlebiger Zellen beschrénkt ist (Hockenberry et al., 1991).

4.5 Immunhistologische Charakteriserung der Entzindungszellen in
felinen Fibrosarkomen (T- und B-Zellen, neutrophile Granulozyten und
M akrophagen)

Unabhangig vom Grad der entziindlichen Infiltrate wurde in einem grof3en Teil der Félle
(n=289; 81%) eine ndhere immunhistologische Charakterisierung der T- und B-Lymphozyten
durchgefiihrt. Sowohl T- als auch B-Lymphozyten waren statistisch signifikant haufiger in
Injektionsstellen-assoziierte Fibrosarkomen as in  nicht Injektionsstellen-assoziierten
Fibrosarkomen (p<0,0001). Bezogen auf die Strukturierung der Fibrosarkome konnte fir eine
Infiltration mit T- oder B-Lymphozyten keine Signifikanz festgestellt werden (p=0,5770). Das
heil, die Lymphozyteninfiltrationen sind ein eindeutig an die Lokalisation und somit
wahrscheinlich auch an die Injektion gebundenes Kriterium. Diese Ergebnisse wéren eine
Bestétigung der in der Literatur diskutierten Hypothese, dass eine primére Entziindung an der
Impfstelle, hervorgerufen durch die Injektion, der pathogenetische Ursprung der
Tumorentstehung bei Injektionsstellen-assoziierten Fibrosarkomen ist (Macy und Hendrick,
1996).

Hendricks (1998b) hatte je 3 Injektionsstellen-assoziierte und 3 nicht Injektionsstellen-
assoziierte Fibrosarkome mit einem T-Zell-Marker (anti-CD3) immunhistologisch untersucht
und dabei keinen Unterschied zwischen den beiden Gruppen feststellen kdnnen. Zur eigenen
Darstellung von T-Lymphozyten wurde der Pan T-Zellmarker CD3 mittels der PAP-Methode
detektiert (Sternberger et a., 1970; Beebe et al., 1994; Kipar et al., 1998a). Eine detailliertere
Untersuchung der T-Zellen (CD4, CD8) war leider am Paraffinmaterial nicht moglich. Mittels
eines monoklonalen Antikoérpers gegen das CD45R-Antigen auf B-Zellen und B-Zell-
Vorstufen (B220 (Ly 5)), dem Klon RA3-6B2, wurden B-Zellen und Plasmazellen
nachgewiesen (Coffmann und Weifdmann, 1981). Dieser monoklonale Antikorper kann bel
der Katze as Pan-B-Zellmarker verwendet werden (Montheit et al., 1996; Kipar et al.,
1998a). Unabhangig vom Grad der Entzindung wurden 289 Fibrosarkome (209

Injektionsstellen-assoziierte und 80 nicht Injektionsstellen-assoziierte) auf den Gehalt an
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infiltrierenden T-Zellen (Nachweis von CD3) und B-Zellen (CD45R) untersucht. In 22% der
Injektionsstellen-assoziierten und in 51% der nicht Injektionsstellen-assoziierten
Fibrosarkome fanden sich keine entztindlichen Infiltrate. Immunhistologisch stellten sich die
dominierenden Lymphozyten in den Lymphozytenclustern as B-Zellen dar. In alen Féllen
fanden sich einzelne Makrophagen disseminiert zwischen den Lymphozytenakkumulaten. Die
in wechselnder Menge disseminiert zwischen den Tumorzellen liegenden Lymphozyten
hingegen waren Uberwiegend T-Zellen. Auf die Verteilung der T- und B-Zellen in den FelL V-
positiven Fibrosarkomen wird weiter hinten eingegangen. Couto et al. (2002) propagierten
eine T-Zell Dominanz in den Lymphozytenclustern an der Tumorperipherie feliner
postvakzinaler Fibrosarkome. Hierbei sl angemerkt, dass in dieser Untersuchung anti-CD79a
als B-Zell-Marker genutzt wurde und nicht wie in den eigenen Untersuchungen anti-CD45R.
Die Auswertung erfolgte mittels computergestiitzer Bildanalyse. Da die immunhistol ogische
Farbung im Falle der CD79-Féarbung allerdings unspezifischen Hintergrund enthielt, wurde
nur die CD3-Farbung ausgewertet und die CD79-gefarbten Schnitte als Referenz fr die CD3-
negativen Lymphozyten angesehen. Es wurden 20 Fibrosarkome untersucht und der Gehalt an
T-Zellen in den Lymphozytenclustern schwankte zwischen 19% und 88% mit einem
Mittelwert von 46%. Die von dieser Arbeitsgruppe festgestellte T-Zell-Dominanz kdnnte
somit am methodischen Ansatz liegen. Fur die Darstellung der T-Zellen wurde dagegen auch
von diesen Autoren der gleich Marker (anti-CD3) wie in den eigenen Untersuchungen
genutzt.

Mittels des Nachweises des myeloid/histiocyte-Antigens (Calprotectin, leucocyte protein L1)
wurden ebenfalls unabhéngig vom Grad der Entzindung in 151 Fibrosarkomen (113
Injektionsstellen-assoziierte  und 38 nicht Injektionsstellen-assoziierte) neutrophile
Granulozyten und Makrophagen/Monozyten dargestellt. Makrophagen fanden sich auf3er in
den Lymphozytenclustern auch vereinzelt zwischen den Tumorzellen. Neutrophile
Granulozyten wurden lediglich in den Fallen beobachtet, in denen eine eitrige Entztindung
zum Teil in Zusammenhang mit einer Ulzeration beziehungsweise eines grofden
Nekroseherdes, vorlag. Hierbei handelte es sich dann um eine herdformige eitrige

beziehungswei se eitrig-nekrotisierende Entziindung.
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In Bezug auf die Infiltration mit neutrophilen Granulozyten, Monozyten und Makrophagen
(MAC387-Antikorper; Dae et a., 1993; Flavell et a., 1987; Brandtzaeg et a., 1992) fand
sich allerdings kein signifikanter Unterschied zu den nicht Injektionsstellen-assoziierten
Fibrosarkomen (p=0,7816). Auch in Hinblick auf die Strukturierung der Fibrosarkome konnte
keine statistische Signifikanz ermittelt werden (p=0,2206).

4.6 Immunhistologische Charakterisierung der neoplastischen Zellen

Bei der Katze exprimieren alle Lymphozyten und Monozyten MHC 1l (Rideout et al., 1990).
Auch in der Milz, den Lymphknoten, dem Thymus, den Peyerschen Platten und der Haut
kann eine MHC [1-Expression nachgewiesen werden (Hunt et al., 1995), was allerdings den
Ergebnissen von Pollack et al. (1988) widerspricht, der mittels Immunfluoreszenz kein MHC
[I-Antigen in Fibroblasten nachweisen konnte. In den eigenen Untersuchungen wurde ein
monoklonaler Antikorper gegen die B-Kette des felinen MHC |1 Molekils (Klon F7, 1gG1, k-
Leichtkette) eingesetzt. Mit diesem Antikorper konnte lediglich eine schwache MHC 1I-
Expression in dermalen Fibroblasten unveranderter Haut der Katze beobachtete werden.
Tumorinfiltrierende Lymphozyten waren groftenteils MHC |1-positiv. Die Zahl der MHC |-
positiven neoplastischen Zellen schwankte zwischen 10 und 80%. Pérez et al. (1999) wiesen
eine MHC |I-Expression in infiltrierenden Lymphozyten, Makrophagen und Fibroblasten in
felinen Plattenepithelkarzinomen nach. Auch hier waren nicht alle tumorinfiltrierenden
Lymphozyten MHC |l-positiv und die Zahl der MHC Il-positiven neoplastischen Zellen
schwankte im gleichen Rahmen wie bel den eigenen felinen Fibrosarkomen. Pérez et al.
(1999) verwendeten einen monoklonalen Antikorper, der gegen das humane MHC 11-Antigen
gerichtet ist und mit den entsprechenden Antigenen der Katze kreuzreagiert. Weitere Studien
Uber die MHC I1-Expression in felinen Tumoren liegen nicht vor. Die MHC |1-Expression des
Grofdteils der tumorinfiltrierenden Lymphozyten in den felinen Fibrosarkomen kann
alerdings in den vorliegenden Untersuchungen nicht as Zeichen der Zellaktivierung
interpretiert werden, weil laut Rideout et al. (1990) alle felinen T- und B-Zellen im
lymphatischen Gewebe und in chronische Entziindungen (Day, 1998) konstitutiv MHC I
exprimieren. Die MHC |I-Expression der neoplastischen Fibroblasten wird von Pérez et al.
(1999) als ein Hinwels auf eine Anti-Tumor-Antwort interpretiert. Sie sahen zum einen in der
mononukledren Infiltration (T-Lymphozyten, Plasmazellen und Makrophagen) der felinen

Plattenepithelkarzinome einen Bewels fur eine lokale primar T-Zell-vermittelte Anti-Tumor
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Immunantwort. Sie sahen aber auch einen kausalen Zusammenhang zwischen einer MHC 11-
Expression der neoplastischen Zellen und dem Fehlen von invasivem Wachstum sowie einer
T-Zell-Infiltration der Tumoren, wie Kipar et a. (1998c) es auch bei den kaninen kutanen
Histiozytomen interpretierte. Auch Sadanaga et al. (1994) beschrieben sowohl einen
Zusammenhang zwischen der MHC II-Expression in den Zellen von humanen
Plattenepithelkarzinomen im Osophagus und dem Fehlen von invasivem Tumorwachstum, als
auch einer MHC 1l-Expression und einer T-Zellinfiltration der Tumoren. Auch Pérez et a.
(1999) belegten eine Korrelation zwischen einer MHC |1-Expression der Tumorzellen und
einem invasvem Wachstum der Tumoren, was sie as lokale Anti-Tumorantwort
interpretierten. Die Tatsache, dass in den eigenen Untersuchungen dermale Fibroblasten in
unverandertere Haut nahezu MHC I1-negativ waren, neoplastische Fibroblasten aber eine zum
Teil starke MHC Il1-Expression zeigten und auch disseminiert in den Fibrosarkomen
liegenden Lymphozyten sich immunhistologisch hauptséchlich als T-Zellen darstellen, wirde
daftr sprechen, dass auch in den felinen Fibrosarkomen eine lokale anti-Tumor-
Immunantwort stattfindet, wie sie von Pérez et al. (1999) beschrieben wurde. Im Hinblick auf
die Lokalisation (p=0,0765) und die Strukturierung der Fibrosarkome (p=0,3214) konnten
keine statistischen Signifikanzen errechnet werden. Allerdings lasst sich in Bezug auf die
Lokalisation der Tumoren eine Tendenz dahingehend erkennen, dass Injektionsstellen-

assoziierte Fibrosarkome mehr MHC 11 exprimieren als nicht I njektionsstellen-assoziierte.

4.7 FeL V-positive Fibrosarkome

In 2,5% (n=9) der 364 untersuchten felinen Fibrosarkome konnte mittels Immunhistologie
FelL V-Antigen nachgewiesen werden. Es wurden hierzu monoklonale Antikérper verwendet,
die mittels Immunhistologie auf ihre Spezifitét hin gepruft wurden (Nakane und Pierce, 1967,
Bourne, 1983; Reinacher und Theilen, 1987; Kipar et al., 2000). Die Fale 3 und 7 sind an
Injektionsstellen-assoziierten Lokalisationen, die Fale 1, 4, 8 und 9 sind an nicht
Injektionsstellen-assoziierten Stellen. Die Félle 2, 5 und 6 sind multipel und von daher nicht
eindeutig in eine der beiden Gruppen einzuordnen. Es wurde jeweils der gréfte Tumor als
Lokalisation fur die Einteilung in eine der beiden Gruppen herangezogen und somit wurden
dann insgesamt 3 Féalle der Gruppe der Injektionsstellen-assoziierten und 6 der Gruppe der
nicht Injektionsstellen-assoziierten Fibrosarkome zugeordnet.

Kass et a. (1993) konnte in einer umfangreichen Studie (n=345) bel 4,9% der Katzen mit



Diskussion 97

Fibrosarkom eine FeL V-Infektion nachweisen, alerdings wurden nur 49% (n=169) der Tiere
getestet. Genau die Halfte der FeLV-positiven Katzen hatte das Fibrosarkom an einer
Injektionsstellen-assoziierten Lokalisation. Im untersuchten Material traten die FelLV-
positiven Fibrosarkome statistisch signifikant haufiger an nicht Injektionsstellen-assoziierten
Lokalisationen auf (p=0,0102). Hingegen konnten Kidney et a. (2001) keinen signifikanten
Unterschied der FelL V-Frequenz bei Injektionsstellen-assoziierten und nicht Injektionsstellen-
assoziierten Fibrosarkomen feststellen. Sie testeten in ihrer Studie je 50 Formalin-fixierte
Fibrosarkome mittel PCR auf die LTR (long terminal repeat)- und env-Region endogener
FelLV.

In einer Studie von Ellis et a. (1996) gelang lediglich in einem von 130 Injektionsstellen-
assoziierten Fibrosarkomen immunhistologisch der Nachweis des gp70-Antigens und mittels
PCR der Nachweis der LTR-Region. Hierbei handelte es sich um ein multizentrisches
Fibrosarkom. Doddy et al. (1996) konnte weder eine FeLV noch eine FIV-Infektion im
Zusammenhang mit I njektionsstellen-assoziierten Fibrosarkomen nachwei sen.

Reinacher und Thellen (1987) ermittelten fur nicht leukotisch bedingte mesenchymale
Tumoren eine signifikante Assoziation zu Infektionen mit FeLV. Vor allem Félle von Tieren
mit Osteosarkomen, Meningeomen und Fibrosarkomen waren ausschlaggebend fir dieses
Ergebnis. Andere Untersuchungen kamen zu dem Ergebnis, dass 43-50% der Katzen mit
Fibrosarkomen FelL V-infiziert waren (Hardy et a., 1970; Snyder, 1971; Reinacher, 1987).
Seit es einen geeigneten Impfstoff gegen das feline Leukamievirus gibt, ist aber auch der
FelL V-Status in der Katzenpopulation deutlich zuriickgegangen. In der Literatur finden sich
Werte zwischen 0,31% und 5,0% flUr den FeLV-Status in der gesunden Katzenpopulation.
Eine detaillierte Ubersicht findet sich bei Wittmer (1993). Der Prozentsatz der FelV-
positiven Fibrosarkome in den eigenen Untersuchungen (2,5%) entspricht in etwa dem FelL V-
Status der "normalen” Katzenpopulation in der Praxis. Ob diese 9 Fibrosarkome nun
FeSV/FelL.V-induziert sind kann abschlief3end nicht eindeutig geklart werden. Die FelL V-
positiven Fibrosarkomen verhielten sich histopathologisch (Riesenzellen, Blutungen,
Lymphozyteninfiltrationen) identisch wie die FeLV-negativen Fibrosakome in gleicher
Lokalisation. Auch die Einteilung anhand der Strukturierung konnte auf die FelL V-positiven
Falle Gbertragen werden (3 gut differenzierte und 6 schlecht differenzierte Fibrosarkome). Es
fand sich keine statistische Signifikanz (p=0,2741) fur das Vorkommen einer FeL V-Infektion
in Bezug auf die Lokalisation der Fibrosarkome.
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4.7.1 Differentielle Expression der FeL V-Proteine (gp70, p27 und p15E)

Alle 9 Félle wurden immunhistologisch auf eine differentielle Expression der FeLV-Proteine
hin untersucht.

Es gibt lediglich wenige Arbeiten Uber die Expression von FelL V-Proteinen in Katzenorganen.
Diese Arbeiten beschrénken sich meist auf die Expression von p27, da der Nachweis des
gruppenspezifischen Antigens mit Hilfe von Immunfluoreszenz-Verfahren als optimae
Methode fur die jewellige Fragestellung galt (Rojko et al.; 1979, 1982). Will man die
Ergebnisse von Rojko et al. (1979, 1982) zum Vergleich heranziehen, so ist zu beachten, dass
es sich hierbei um experimentell infizierte Katzen handelte, die bereits 6 Wochen nach
Virusexposition zur Untersuchung gelangten. Teebken-Schuler legte 1993 eine umfangreiche
vergleichende immunhistologische Studie zum Nachweis der FeLV-Antigene gp70 und p27
in Katzenorganen vor. Hierbei handelte es sich um natlrlich FeLV-infizierte Tiere.
Kremendahl (1998) und Kipar et a. (2000) untersuchten bel der Fel V-assoziierten Enteritis
der Katze als einzige 3 FeL V-Strukturproteine. Allerdings konnten diese Arbeiten nur bedingt
als redlistische Vergleichsmoglichkeit zum eigenen Material herangezogen werden, da Uber
die Organe der Tiere, von denen die Tumoreinsendungen stammten, nichts bekannt war, und
unklar war, in wiewelit sich die Vertellungsmuster auf neoplastische Zellen Ubertragen lassen.
Wie bel der FeLV-assoziierten Enteritis konnte auch bei den Fibrosarkomen eine deutliche
Dominanz des Hullproteins gp70 festgestel It werden.

Wie bei Kremendahl (1998) konnte auch bei den felinen Fibrosarkomen in 5 Féllen eine
ahnliche Expression des Transmembranproteins p15E und des gp70 beobachtet werden. In
den Falen 1, 6 und 9 waren mehr Zellen gp70 positiv as p15E-positiv. Gp70 und p15E gehen
allerdings beide aus dem gleichen Vorlauferprotein gp85 hervor, weshalb eine Coexpression
zu erwarten ist (Poss et al., 1989, 1990). In zwei Fibrosarkomen (T91/99; T8373/98) konnte
ausschliefdlich gp70 nachgewiesen werden und in zwei Féllen (T3566/98; T996/00) gp70 und
p27, aber kein p15E.

Die tumorinfiltrierende Lymphozyten exprimierten in allen Falen das Hullprotein gp70. In
Fall 4 konnten keine neoplastische p27-positve Zelle beobachtet werden, es fanden sich
dlerdings p27-positive Tumor infiltrierende Lymphozyten. Auffdllig ist, dass die
Farbreaktion in den Lymphozyten meistens starker war als in den neoplastischen Zellen, was
nach Bourne (1983) bedeutet, dass in diesen Zellen auch mehr Protein lokalisiert ist. Die

mehrkernigen Riesenzellen in den Fallen 1 und 3 exprimierten keines der drel FelLV-
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Strukturproteine.

Abschlief3end kann man sagen, dass sich die FeL V-positiven Fibrosarkome verhielten wie die
Fel V-negativen Fibrosarkome an der entsprechenden L okalisation.

In 5 der 9 (55%) FeLV-positiven Fibrosarkome dominierten in den Lymphozytenclustern die
T-Zellen und nicht wie bei den FeLV-negativen Fibrosarkomen die B-Zellen (siehe Grafik
3.2.16a und 3.2.16b). 2 FeL V-positive Fibrosarkome wiesen keine lymphozytére Infiltration
auf, in einem dominierten die B-Zellen und in einem weiteren waren T- und B-Zellen in
gleicher Anzahl vorhanden. Da auch bei den Fel V-negativen Fibrosarkomen in einzelnen
Falen die T-Zellen dominierten und es sich bei den Fel.V-positiven Fibrosarkomen auch um
eine relativ kleine Fallzahl handelt, kann das hdufige Dominieren der T-Zellen derzeit nicht
zuverléssig als FelLV-assoziiert interpretiert werden. Auch ist nicht auszuschlief3en, dass
zumindest in einem Teil der Féle ein "normales’ Fibrosarkom mit gleicher Athiologie und
Pathogenese wie bei einem FeL.V-negativen Tier bei einem Fel. V-positiven Tier entstanden
ist, ohne dass ein FeSV gebildet wurde. In solchen Fallen hétte dann FeLV/FeSV nicht direkt
mit der Tumorentstehung zu tun. Aus diesen Griinden wurden die lymphozytéren Infiltrate
der FeL V-positiven Fibrosarkomen in der Statistik zusammen mit denen der FelL V-negativen

gerechnet.
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5. Zusammenfassung

1. Ziel dieser Arbeit war es, mittels Histologie, Immunhistologie und Enzymhistochemie
Kriterien fur eine Klassifizierung der felinen Fibrosarkome sowie Hinweise auf mdgliche
Pathogenesen und den Ursprung der Tumorzellen sowie der mehrkernigen Riesenzellen zu

finden.

2. Im ersten Teil der Literaturibersicht wird auf den gegenwaértigen Kenntnisstand beziglich
des felinen Fibrosarkoms, insbesondere auf seine Einteilung in Vakzine-assoziierte und nicht
V akzine-asssoziierte Fibrosarkome eingegangen. Der zweite Teil gibt einen Uberblick tber
das Feline Sarkomvirus als eine Mdglichkeit der Atiopathogenese eines felinen Fibrosarkoms.
Der dritte Teil beschreibt Moglichkeiten zur immunhistologischen Charkterisierung von
Fibroblasten und anderen Zellarten, zur Darstellung von Entzindungszellen und zur
Darstellung der Rate von Tumorzellproliferation und Zelluntergang als Basis fur die weiteren

eigenen Untersuchungen.

3. Die eigenen Untersuchungen erfolgten an Fibrosarkomen von insgesamt 364 Katzen (267
Vakzine-assoziierte Fibrosarkome und 97 nicht Vakzine-assoziierte Fibrosarkome) aus der
Routinediagnostik des Institutes fur Veterinér-Pathologie aus den Jahren 1998-2000. Die
Fibrosarkome wurden anhand ihrer vorberichtlich erwadhnten Lokalisation in die 2 Gruppen
Vakzine-assoziiert und nicht Vakzine-assoziiert eingeteilt. Anhand der Histologie wurden sie
weiterhin den Gruppen gut strukturierte Fibrosarkome und schlecht —strukturierte

Fibrosarkome zugeteilt.

4. Mittels Histologie und Immunhistologie konnten signifikante Unterschiede
herausgearbeitet werden: Das Vorkommen von Riesenzellen, Nekrosearealen, kollagenen
Fasern, der Grad der entzindlichen Infiltration, Lymphozyteninfiltrate und Mitosen sind
signifikant hoher in Vakzine-assoziierten Fibrosarkomen, Blutungsherde signifikant haufiger
in nicht Vakzine-assoziierten Fibrosarkomen. Riesenzellen, Nekroseareale, Blutungsherde,
Mitosen und Apoptosen sind weiterhin auch signifikant haufiger in schlecht strukturierten

Fibrosarkomen alsin gut strukturierten.
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5. Mittels Immunhistologie wurde in 9 Fibrosarkomen eine Expression von FelLV-
Strukturproteine nachgewiesen. Es konnte wie bei anderen Fel.V-assoziierten Entitéten eine
Dominanz des Hullproteins gp70 festgestellt werden. Die FelLV-positiven Fibrosarkome
verhielten sich bezuglich aller histologischen und immunhistologischen Kriterien auf3er dem
T- und B-Zellgehalt wie die FeL V-negativen in gleicher Lokalisation. Daraus ergibt sich die
Frage, ob nicht auch bei FeLV-positiven Tieren Fibrosarkome auftreten konnen, deren

Atiopathogenese nichts mit der FeL V-Infektion zu tun hat.

6. Die Untersuchungen an den mehrkernigen Riesenzellen gaben Hinweise darauf, dass es
sich hierbei um spezialisierte Makrophagen handeln kénnte. Sie exprimierten CD18, waren
TRAP-positiv und zeigten eine Expression von PCNA- und bcl-2. Es wurde keine MHC 11-,
CD3-, CD45R- und MAC387-Expression in den Riesenzellen nachgewiesen. Eine FelLV-
Vermehrung fand in den Riesenzellen nicht statt. Eine letztendliche Klarung des Ursprungs

dieser Zellen bedarf allerdings weiterer Untersuchungen.
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5.1 Summary

(Investigations on the classification and pathogenesis of feline fibrosarcomas)

1. The purpose of this study was to establish criteria for a better characterization of feline
fibrosarcomas via histology, immunohistology and enzyme histochemistry. It was therefore
attempted to find evidence for their pathogenesis and the cellular origin of neoplastic cells as

well as multinucleated giant cells.

2. The first part of the literature review deals with the present knowledge of feline
fibrosarcomas and their classification as fibrosarcomas from vaccination sites and non-
vaccination sites. The second part provides an overview on the feline sacoma virus as an
aetiological agent for the development of feline fibrosarcomas. The third part describes tools
for the immunohistochemical characterization of fibroblasts and for the identification of
inflammatory cells as well as the cellular turnover, which provide a basis for the own

investigations.

3. Investigations were performed on fibrosarcomas of 364 cats (267 vaccination site-
associates fibrosarcomas and 97 non-vaccination site-associated fibrosarcomas), collected
from the routine diagnostic material of the Department of Veterinary Pathology between 1998
and 2000. On the basis of their reported location, these tumors were classified as
fibrosarcomas from vaccination sites or from non-vaccination sites. They were further
subdivided via histology in well differentiated and poorly differentiated fibrosacomas.

4. Statistically significant differences were found: the presence of multinucleated giant cells,
large areas of necrosis, collagen fibres, the degree of inflammatory infiltration, the presence
of clusters of lymphocytes and the mitotic rate are significantly higher for vaccination site-
associated fibrosarcomas. Focal haemorrhages are found significant more often in non-
vaccination site-associated fibrosarcomas. Multinucleated giant cells, focal haemorrhages and
numerous mitoses and apoptoses are significantly more frequent in poorly differentiated

fibrosarcomas.
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5. Nine fibrosarcomas were immunohistologically positive for FeLV. Like in other FeL V-
associated diseases, a dominance of the glycoprotein gp70 was found. With regard to
histology and immunohistology no differences between FelLV-positive and Fel V-negative
fibrosarcomas were found in the respective location with the possible exception of the B- and
T-cell content. This raises the question whether fibrosarcomas may rise in FeLV-positive cats

based on an ethiopathogenesis independent from FelLV infection.

6. The investigations on the multinucleated giant cells indicate that these are specialized
macrophages. They expressed CD18, were generally TRAP-positive and capable to express
proliferation marker (PCNA) and bcl-2. Staining for MHC 11, CD3, CD45R and MAC387
was always negative in the giant cells. Those cells were aso consistently negative for FeLV
antigen. Fina clarification of the origin of the mutlinucleated giant cells requires further
investigations.
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7. Anhang
7.1 Makroskopische Befunde der I njektionsstellen-assoziierten
Fibrosarkome

7.2 Makroskopische Befunde der nicht Injektionsstellen-
assoziierten Fibrosarkome

7.3 Ubersicht Uiber die Ergebnisse der Zusatzunter suchungen an
den felinen Fibrosar komen
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7.4 Abbildungen
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Abb. 1. Experimentell infiziertes Fibrosarkom

Abb. 2: T3409/00 HE (ObjektivvergrofRerung: 20x)
Abb. 3: T5734/98 HE (ObjektivvergrofRerung: 40x)
Abb. 4. T9807/98 HE (Objektivvergroflerung: 40x)
Abb. 5: T9494/98 HE (Objektivvergroflerung: 40x)
Abb. 6: T9895/98 HE (Objektivvergroflerung: 10x)

Abb. 7: T5125/99 TRAP (Objektivvergrofierung: 100x)
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Abb. 8:

Abb. 9:

Abb. 10:

Abb. 11:

Abb. 12:

T7855/99 HE (Objektivvergroflerung: 20x)

metapl astische V erkndcherung (Pfeil)

T6952/98 HE (Objektivvergroferung: 20x)

metapl astische V erkndcherung (Pfeil)

T4613/99 (Objektivvergrofierung: 40x)

PCNA-Expression in neoplastischen Zellen (Pfeile)

T5125/99 (Objektivvergrofierung: 100x)

PCNA-Expression und Mitosefiguren in neoplastischen Zellen (Pfeile)
T5363/99 Objektivvergroflerung: 40x)

Darstellung apoptotischer Zellen mit der TUNEL-Methode (Pfeile)
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Abb. 13:

Abb. 14:

Abb. 15:

Abb. 16:

Abb. 17:

T3270/98 (Objektivvergrofierung: 100x)
bcl-2-Expression in einem Fibroblasten (Pfeil)
T3566/99 (Objektivvergrofierung: 40x)

Fel. V-Expression in einer neoplastischen Zelle (Pfeil)
T7251/99 (Objektivvergrofierung: 40x)
gp70-Expression in einer neoplastischen Zelle (Pfeil)
T1861/00 p27 (Objektivvergréf3erung: 40x)
p27-Expression in einer neoplastischen Zelle (Pfeil)
T9484/99 (Objektivvergrofierung: 40x)

p15E-Expression in einer neoplastischen Zelle (Pfeil)
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Abb. 18:

Abb. 19:

Abb. 20:

Abb. 21:

Abb. 22:

Abb. 23:

Abb. 24:

T3629/00 (Objektivvergrofierung: 100x)

MHC II-Expression in einer neoplastischen Zelle (Pfeil)
T3409/00 (Objektivvergrofierung: 40x)

MHC II-negative mehrkernige Riesenzelle

T5724/99 (Objektivvergrofierung: 100x)
CD18-Expression neoplastischer Zellen (Pfeil)
T1861/00 MAC387 (Objektivvergrofierung: 40x)
T144/00 HE (ObjektivvergrofRerung: 10x)

T144/00 CD3 (Objektivvergrofierung: 10x)

TT144/00 CD45R (Objektivvergréf3erung: 10x)
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8 L dsungen, Puffer und Bezugsquellen

8.1 L 6sungen und Puffer
Tris-buffered-saline (TBS, pH 7,6)

Stammldsung (10x):

60,57 g Tris (hydroxymethyl)-aminomethan

610 ml Aqua dest.

390 ml 1 N HCI (109970; Merck, Darmstadt)
Gebrauchsl 6sung:

100 ml Stammlésung

900 ml 0,8 % NaCl in Aqua dest.

Der pH-Wert wurde mit 1 N HCI eingestellt.

Phosphate-buffered saline (PBS, pH 7,2 300mQOsm)
Stammldsung:

42 g NaCl krist.

9,26 g NaoHPO x 2 H,0 p.a.

2,15 g KH,PO,

Aqua bidest. ad 1000 ml

Gebrauchsl 6sung:

Stammlosung 1:5 in Aqua bidest. verdiinnen

Der pH-Wert wurde mit 1 N HCI eingestellt.

Zitratpuffer (10mM, pH 6,0)

Stammldsung A: 0,1 M Zitronensaure

21,01 g CsHgO7 x H0

1000 ml Aqua dest.

Stammldsung B: 0,1 M Natriumzitrat

29,41 g CeHsO7Nas x H,0

1000 ml Aqua dest.

9 ml Stammldsung A und 41 ml Stammlésung B mit 450 ml Aqua dest. Auf 500 ml auffillen
und mischen (Magnetruhrer).
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Imidazol/HCI-Puffer 0,AM (pH 7,1)
6,81 g Imidazol
Aquadest. ad 1000 ml.

Zugeben von 500 ml 0,1 M HCI.pH nicht tber 7,2! Losung ca. 1 Woche haltbar.

Diaminobenzidin-tetr ahydr ochlorid-L dsungen (DAB)

100 mg DAB in 200 m 0,1 M Imidazol/HCI-Puffer (pH 7,1) l6sen und mischen
(Magnetruhrer). Filtrieren und unmittelbar vor Gebrauch 70 pl 30% H,O, zugeben.

Papanicolauos Gebrauchs ésung

Papanicolauos Hamatoxylin 1b und Aquadest. Im Verhdtnis 1:10 mischen und filtrieren.

TUNEL-Methode zur Darstellung apoptotischer Zellen
PBS fur Apoptag® (50mM, pH 7,4)

8g NaCL

0,29 KCL

1,449 NapHPO,

0,249 KH,PO,4

in 800 ml Aqua bidest. |6sen

Einstellen des pH-Wertes auf 7,4 mit 1 M HCL.
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8.2 Bezugsquellen der in 8.1 genannten Substanzen

Boehringer Mannheim

Proteinase K, 745723

Cedar LanelLab. Ltd., Horny, Canada

Ratte anti-Maus CD45R (Klon B220(Ly5); CL8990AP)
Customs Monoclonals I nt., Sacramento, Kalifornien, USA
Maus anti-gp70 (KlonC11D82i)

Maus anti-p27 (KlonPF12J-10A)

Maus anti-p15E (KlonPF6J-2A)

Dako Diagnostica GmbH, Hamburg

Kaninchen anti-human CD3 (A0452)

Kaninchen nati-Maus |gG-PO (P0161)

Maus anti-myeloid/histiocyte Antigen (M0704)

Maus anti-PCNA (KlonPC10; M0879)

PAP vom Kaninchen (Z0113)

Schwein anti-Kaninchen 1gG (Z0196)

Dianova GmbH, Hamburg

PAP von der Maus (223005025)

Ratte anti-Maus 1gG (H& L ; 415005100)

Fluka AG, Buchs, Schweiz
3,3'-Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB) purum p.a., 32750
Imidazol, 56750

NaCl, 71381

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, 93352

Fluka Feinchemikalien GmbH, Neu Ulm
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, 93352
3,3'-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid (DAB) purum p.a., 32750
|. Hecht, Kiel-Hasse

Eukitt®

Kreatech Diagnostics, Amsterdam, Niederlande

Target unmasking fluid, SP-0025-TUF
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Life Science International, Frankfurt/Main
Coverplates™, 721100013

Menzel Glaser, Braunschweig

Superfrost* /Plus-Objekttrager, 041300

E. Merck, Darmstadt

Glycerin (etwa 87%), 4094

Natriumchlorid krist., 6404

Papanicolaous L 6sung 1b), 9254

Perhydrol ® 30% H,0, p.a. 7210

Novocastra; Newcastle, United Kingdom
Maus anti-human bcl-2 (Klon 100/D5, NCL-bcl-2; 600269)
Carl Roth GmbH& Co., Karlsruhe

Ethanol p.a., 9065

Methanol, 7342

Roti-Histol ® 6640

Xylol, 7913

Sigma Chemie, Deisenhofen

bakterielle Protease Typ X X1V, P8038)

Saure Leukozytenphosphatase, Kit, 387-A
Vector Laboratories, Burlingham, Kalifornien, USA
Kaninchen anti-Ratte IgG, biotyliniert, BA-4000
Pferd anti-Maus IgG, biotyliniert, BA-20000
Vectastatin ABC-Kit, PK-4000M

Vactastatin ABC-Elite-Kit, PK-6100

Ziege anti-Kaninchen 1gG, biotyliniert, BA-1000
Vogel, Giessen

TissueTec®, Mod.4765

V ogel-Histo-Comp®, VO-5-1002
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Liste der verwendeten Abklrzungen

Abb. Abbildung

ABC Avidin-Biotin-Komplex
Ag Antigen

Apop. Apoptosen

B. Blutungen

bidest bidestillata

C Celsius

DAB Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid
dest. destillata

diff. differenziert

EG: Entztindungsgrad

Elas. Elastica-van Gieson
FelLV Felines Leuk&mievirus
FeSV Felines Sarkomvirus
FSA Fibrosarkom

g. gut

gor. geringgardig

GP Gewebsprobe

h Stunde (n)

HE Hamatoxylin-Eosin
HGP Hautgewebsprobe

har. hochgradig

HPF high power field

[-FSA I njektionsstellen-assoziiertes Fibrosarkom
lg Immunglobulin

IPO indirekte Peroxidase

L. Lokalisation

LI Lymphozyteninfiltrate
M molar

m mannlich

mgr mittelgradig
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MHC I major histocompatibility complex class ||
Mit. Mitosen
mk mannlich kastriert
N. Nekrosen
N Gesamtzahl
n Anzahl
nl-FSA nicht Injektionsstellen-assoziiertes Fibrosarkom
0.b.B. ohne besonderen Befund
OCL-GC Osteoklasten-ahnliche Riesenzellen (osteoclast-like giant cells)
PAP Peroxidase anti-Peroxidase
PBS Phosphate-buffered saline
p.i. post infectionem
PCNA proliferating cell nuclear antigen
PO Peroxidase
PS Pferdeserum
® registered trade mark
RS Rattenserum
Rz Riesenzellen
S. schlecht
S. Strukturierung
SF Schnittflache
SS Schweineserum
T. TUNEL
TBS Tris-buffered saline
TRAP Tartrat-resistente saure Phosphatase
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
TUF target unmasking fluid
VB Vorbehandlung
Verkn. V erknocherungen
w weiblich
wk weiblich kastriert
ZP Zitratpuffer
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