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The Ult ras t ructure  of Mixed M~mmary  Gland Tumours  in Bitches 

I. The Incidence of Myoepithelial Cells in Myxoid Areas 
Summary. The myxoid areas of 5 mixed n]ammary tumours taken fron] fen]ale dogs were 

studied by light and electron microscopy to detern]ine the nature of the cells in these areas. 
The EM findings indieate that they are neoplastic n]yoepithelial cells. These cells are charac- 
terized by their abundant fibrils, broad endoplasmic cisterns, and distinct Golgi con]plexes, 
and contain glycogen in their eytoplasm. The findings indicate that the intercellular myxoid 
substance is a product of these neoplastic n]yoepithelial cells. 

Zußammen]assung. Es wurden licht- und elektronenmikroskopisch n]yxoide Areale aus 
5 Man]mamischtumoren von Hündinnen mit den] Ziel untersucht, die l~atnr der Zellen in 
diesen Bezirken abzukl~ren. Die elektronenn]ikroskopischen Befunde sprechen dafür, dal3 es 
sich um neoplastische Myoepithelzellen handelt. Die Zellen zeichnen sich durch reichlich Fi- 
brillen und Glykogen im Cytoplasma sowie durch weite endoplasmatische Zisternen und deut- 
liche Golgikon]plexe aus. Es wird die Ansicht vertreten, dal3 die myxoide Zwischensubstanz 
ein Produkt der tun]orös entarteten Myoepithelzellen darstellt. 

Mammatumoren  gehören zu den häufigsten Geschwülsten beim H u n d  (Dahme 
und  Weiss, 1958; v. Sanders]eben, 1963; Misdorp, 1972). Ein nicht  unerheblicher 
Teil dieser Blastome wird zu den Mischtumoren gerechnet. Neben epithelialen 
Zellverbänden drüsiger S t ruktur  finden sich Zellgruppen in retikul/~rem Verband 
bzw. myxoide,  knorpelige oder knöcherne Gewebsanteile, die häufig auch neben- 
einander im gleichen Tumor  vorkommen.  Alle angesprochenen Komponen ten  
können unterschiedlich ausgereift sein, so daß auch carcinomatöse und sarkom- 
artige Bilder beobachtet  werden. 

Vergleichbare Tumoren  beim Menschen sind die als ,Mischtumoren"  oder 
ù Pleomorphe Adenome"  (Seifert, 1966) bezeichneten Speicheldrüsengeschwülste. 
Bei diesen konnte  mit  Hilfe histochemischer (Azzopardi und  Smith, 1959) und 
elektronenmikroskopischer (Oota und Takahashi,  1958 ; Mylius, 1960 ; Doyle et al., 
1968 ; Hübner ,  1971) Untersuchungen nachgewiesen werden, daß die Myoepithelien 
der Drüse sich am Tumorgeschehen beteiligen. Analog wird angenommen, daß es 
auch bei den Mammamischtumoren  der Hündin  über eine Proliferation von Myo- 
epithelien zur Ausbildung ,mesenchymale r"  St rukturen k o m m t  (Peyron, 1924; 
Hamperl ,  1939; Cotchin, 1958). Auch histochemische Befunde weisen in diese 
Rich tung  (Erichsen, 1955a, b). Da  bislang jedoch elektronenmikroskopische Un- 
tersuchungen derartiger Tumoren der Hündin  noch ausstehen, haben wir zunächst  



88 D.v. Bomhard und J. v. Sandersleben: 

reife myxoide Areale aus 5 l~Iammamischtumoren submikroskopisch mit dem 
Ziele untersucht, die Rolle der Myoepithelien bei der Bildung derartiger Struk- 
turen abzuklären. 

Material und Methode 

Es wurde Gewebe aus 5 Mammamischtumoren von Hündinnen wie folgt zur Untersuchung 
vorbereitet. 

1. Für lichtmikroskopische Untersuchungen: Paraffinsehnitte gefärbt mit: ttämatoxylin- 
Eosin, Aleian-grün, PAS, Best-Carmin nach Fixation nach Gendre; Gefrierschnitte: Fett- 
rot 7 b. 

2. Für die elektronenmikroskopisehen Untersuchungen: Dünne Gewebsscheiben von maxi- 
mal 1 mm Dicke wurden unmittelbar nach der operativen Entfernung des Tumors mindestens 
4 Std in 6,25%igem Glutaraldehyd bei 4°C vorfixiert und gründlich in 0,1 m Phosphat- 
Puffer pH 7,3 mit Saccharosezusatz gewaschen. Nach Fixation mit l%igem Osmiumtetr- 
oxyd schloß sich die Kontrastierung mit 0,25%igem wäßrigen Uranylacetat, Dehydrierung 
in aufsteigender Alkoholreihe und schließlich Einbettung mit Durcopan ACM in kleinen 
PIastikformen an. 

Zur Orientierung wurden etwa 3 ~z dicke Schnitte auf einem Tetrander der Firma Jung 
hergestellt und 3 min mit Toluidinblau und 21/2 min mit Saffraninlösung (modifiziert nach 
Musy et al., 1970) gefärbt. Das im Lichtmikroskop ausgesuchte Areal des Makroblockes 
wurde mittels eines Hohlfräsers oder einer Säge als l~ikroblock herausgearbeitet. Semidünn- 
schnitte und Ultradünnschnitte wurden auf einem Reichertmikrotom Om U2 hergestellt. Die 
Semidünnschnitte wurden mit Toluidinblau/Saffranin gefärbt, die Dünnschnitte mit Uranyl- 
acetat und Bleieitrat kontrastiert und in einem Siemens-Elektronenmikroskop IA betrachtet. 

Ergebnisse der Untersuchung 

1. Lichtmikroskopische Be/unde 
Die reifen myxoiden Area]e stellen sich im allgemeinen als verschieden große, 

rundliche, meist deutlich gegen ihre Umgebung durch kollagenes Bindegewebe ab- 
gegrenzte Tumorbezirke dar, in denen die Zellen auseinandergerückt und von 
reichlich Zwischensubstanz umgeben sind (Abb. 1). Letztere erscheint im HE- 
Präparat  und im Toluidinblau/Saffranin-Kunststoffschnitt farblos bis hellrosa 
und weist in der Alcian-grün-Färbung einen grünlichen Farbton auf; sie verhält 
sich PAS negativ. In die Zwischensubstanz eingelagert finden sich mehr oder 
weniger deutlich Fasern, die häufig noch die ursprüngliche Begrenzung der Drüsen- 
läppchen andeuten. Gefäße sind kaum zu sehen. Die Zellen erscheinen im Semi- 
dünnschnitt langgestreckt, polymorph mit zahlreichen kleineren oder größeren 
Ausläufern (Abb. 2). Die Fortsätze benaehbarter Zellen können einander berüh- 
ren. Die Kerne sind oval und häufig gelappt. Im Zelleib finden sich nicht selten 
Fettvacuolen, sowie große, nicht scharf konturierte, schwach rötlich angefärbte 
Räume, die ein Großteil des Cytoplasmavolumens einnehmen können. Sie färben 
sich bei Best-Carmin-Färbung leuchtend rot an. 

2. Elektronenmikroskopische Be]unde 
Die elektronenmikroskopische Untersuchung zeigt - -  wie auch lichtmikro- 

skopisch erkennbar - - ,  einzeln liegende Zellen, die meist langgestreckt und von 
einer wenig elektronendichten Substanz umgeben sind (Abb. 3 a). In  dieser Ma- 
trix finden sich einzeln, gebündelt oder haufenweise Kollagen/asern von unter- 
schiedlichem Durchmesser und verschiedener Länge. Kurze Stücke solcher Fasern 
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Abb. 1. Myxoides Areal eines Mammamischtumors  der Hündin.  HE,  Zeiss-Photomikroskop 
ca. 160 × 

Abb. 2. Myxoides Areal eines Mammamisehtumors der Hündin.  Semidünnsehnit t ,  Toluidin- 
blau/Saffranin,  Zeiss-Photomikroskop, ca. 400 × 
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Abb. 3. a •eoplastische Myoepithelzelle im myxoiden Areal eines Mammamisehtumors der 
Hiindin. Myofibrillen (M/); Glykogen (Gg), durch Bearbeitung herausgel5st; Golgi-Komplex 
(G); geweitetes endoplasmatisches Reticulum (ER); Ribosomen im Kern (-->). Arch.-Nr. 118/ 
1/27. Vergr. el. opt. 5000X, Endvergr. 10500×. b Ausschnitf, aus Abb. 3a. Myofibrillen (M]). 

Arch.-Nr. 118/i/30. Vergr. el. opt. 12000X, Endvergr. 36000x 
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Abb. 4. Ausschnitt aus einer neoplastischen Myoepithelzelle. Myofibrillen (M]); kleinerer 
Lipoidtropfen (L); geweitetes endoplasmatisehes Reticulum (ER); geweiteter Golgikomplex 
(G) mit Knospung (-->) ; basalmembran~hnliches Material in einiger Entfernung von der Zelle 

(Bin). Areh.-Nr. 118/1/7/. Vergr. el. opt. 11000 X, Endvergr. 33 000 × 

liegen h£ufig in unmit te lbarer  N/~he der Zellmembran, meist in Ausbuchtungen,  
ebenso wie Substanzen, die elektronendichter sind als die übrige Grundsubstanz.  
Gelegentlich findet sich in einiger Ent fernung der Zellen b»sulmembranart iges 
Material (Abb. 4 und  6). Eine ausgepr/~gte, der Zelle unmit te lbar  ~nliegende voll- 
st/~ndige Basa lmembran ist jedoch nicht  zu sehen. 
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Abb. 5. Ausschnitt aus einer neoplastischen Myoepithelzellc. Glykogen (Gg); Myofibrillen (M/) ; 
Pinocytose (P); Kern (N); endoplasmatisches Reticu|um (ER); Golgikomplex (G). Arch.- 

:Nr. 118/1/10; Vergr. el. opt. 5000 ×, Endvergr. 21500 × 

Die Form der Zellen ist meist langgestreekt mit  vielen kleinen und größeren 
Forts/~tzen (Abb. 6) und  Buchten.  Zellausl/~ufer, die sehr schmal sein können, be- 
rühren gelegentlich die Ausläufer einer Nachbarzelle. An  solchen Stellen sind, 
wenn auch selten, Desmosomen zu sehen. Die Kerne der Zellen sind rund bis 
oval, auch gelappt  und  zeigen ein deutlich abgesetztes Heterochromat in  (Abb. 3 a). 
I m  Karyop lasma  befinden sich viele Ribosomen. Selten ist ein gut  ausgebildeter 
Nukleolus zu sehen. Der Zelleib ist erfüllt von Fi lamenten mit  einem Durchmesser  
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Abb. 6. Fortsatz einer neoplastischen Myoepithelzelle, b~salmembranartige Substanz (Bin); 
Glykogen (Gg); Kollegen (K). Arch.-Nr. 118/1/18; Vergr. el. opt. 19000 ×, Endvergr. 39900 × 

von ca. 70 A (Abb. 3 und 5). Diese können sehr dicht gelagert parallel oder winkel- 
artig verlaufen oder sich bündelweise überkreuzen. Gelegentlich umfassen sie ge- 
fleehtartig Zellorganellen oder verlaufen einzeln im Cytoplasma. Diese Filamente 
fehlen meist im Bereich des Golgikomplexes (Abb. 3 a und 4). Darüber hinaus fallen 
kleinere oder größere Räume im Cytoplasma auß, die teilweise leer (Abb. 5), teil- 
weise mit  elektronendichten Granula gefüllt erscheinen. Diese Granula stellen 
ihrem Kontrastierungsverhalten nach Glykogen dar. Die t tohlräume besitzen 
keine Membran und können große Teile des Zelleibes einnehmen. Neben diesen 
unscharf begrenzten Räumen sieht man häufig große Vaeuolen (Abb. 4), die eine 
homogene, mäßig dichte Substanz enthalten, welche den bereits lichtmikrosko- 
pisch erfaßbaren Fetttröpfchen entspricht. Sie können auch in großer Zahl in 
einer Zelle vorkommen. Manchmal ist ein Zellausl~ufer an nur einer Stelle durch 
eine solche Fettvacuole um das Mehrfache seiner Breite aufgetrieben. Besonders 
auffallend sind die häufig in Mehrzahl auftretenden Golgikomplexe mir zahl- 
reichen möglicherweise durch ,Knospung" entstehenden Vesikeln und dilatierten 
Schläuchen (Abb. 4), sowie ein ausgeprägtes glattes oder rauhes Ergastoplasma 
mit  stark geweiteten Zisternen (Abb. 3). Im  Lumen dieser Organellen finden sich 
feingranuläre Substanzen, die im endoplasmatischen Reticulum dichter erscheinen 
als im Golgikomplex. Sie haben etwa die gleiche Elektronendichte wie die extra- 
celluläre Matrix. Gelegentlich sind einzelne ,dense bodies" zu sehen. Die Mito- 
chondrien sind oval bis länglich und zeigen nur wenige Cristae. Mikropinocytose- 
bläschen sind in Einzellfällen zu beobachten (Abb. 5). 



94 D.v. Bomhard und J. v. Sandersleben: 

Diskussion 
Gegenstand der vorliegenden Untersuchung ist die Frage nach der Natur  der 

Zellen in den myxoiden Bezirken von Mammamischtumoren der Hündin. 
Das Charakteristikum dieser Zellen ist neben ihrer Polymorphie die große 

Dichte von intracytoplasamtischen Filamenten, die häufig durch die ganze Zelle in 
mehr oder weniger parallelen Strängen ziehen. Der Durchmesser dieser Filamente 
von ca. 70 Ä hält sich in den Grenzen, die von Langer und Huhn (1958) für Myo- 
filamente in Myoepithelzellen angegeben werden. Zeilen mit  einem solchen An- 
bot an intracytoplasmatischen Filamenten können nach unserer Ansicht in der 
Mamma entweder nur von glatteu Muskelzellen der Gefäße oder von Myoepithel- 
zellen ausgehen. Anhaltspunkte dafür, daß es in Mammamischtumoren der Hündin 
zu einer Proliferation von Gefäßwandmnskelzellen kommt,  gibt es liehtmikro- 
skopisch nicht. Hingegen weisen die Entwicklungsstadien der myxoiden Areale 
auf eine myotheliale Genese hin. Zunächst kommt  es zu einer lichtmikroskopisch 
erkennbaren Proliferation ,epitheloider" Zellen zwischen Basalmembran und 
Drüsenepithelien. Diese kann entweder die ganze Zirkumferenz der Drüsenalveolë 
umfassen oder örtlich begrenzt auftreten. Unter  Einlagerung einer Zwischensub- 
stanz bilden sieh retikulär strukturierte Zellareale. Mit ihrer Zunahme und wei- 
terem Auseinandërweichen der Zellen entstehen so schließlich die myxoiden Be- 
zirke. Man gewinnt dabei den Eindruck, daß die Drüsenepithelien und die Basal- 
membran  mit  Fortschreiten des Prozesses schwinden. Auf den myothelialen Ur- 
sprung der beschriebenen Zellen weist auch ihr Reichtum an Glykogen hin (u. a. 
Erichsen, 1955a, b; Mylius, 1960; Feyerter,  1963; Doyle et al., 1968; I-Iamperl, 
1971; Donath und Seifert, 1972). Durch die Bearbeitung ist es in den eigenen 
Fällen allerdings zur Masse herausgelöst. In  allen 5 Fällen markieren sieh die Zell- 
areale, in denen ursprünglich Glykogen eingelagert war, als größere ,Felder" ,  um 
die häufig nur ein schmaler Cytoplasmasaum erkennbar ist. Gelegentlich finden 
sich jedoch noch Glykogengranula in Form von il-Teilchen. Gleichartige Artefakte 
werden in Myoepithelien bei einem epithelial-myothelialen Schaltstückcarcinom 
einer menschlichen Speicheldrüse von Donath, Seifert und Schmitz (1972) be- 
schrieben. 

Die enge räumliche Beziehung, die in der normalen Drüsenalveole zwischen 
Myoepithelzellen und Basalmembran besteht, ist im myxoiden Tumorareal  nicht 
anzutreffen. Allerdings finden sich im elektronenmikroskopisehen Bild stellen- 
weise basalmembranart ige Strukturen in einiger Entfernung von den Zellen. Ähn- 
liche Befunde werden auch von Mischtumoren und Cylindromen der Speicheldrüse 
des Menschen berichtet (I-Iübner et al., 1969). I m  übrigen spricht die Tatsache, 
daß von den beschriebenen Zellen basalmembranartiges Material gebildet wird, 
gegen ihren Ursprung aus der Fibrocyten/Fibroblastenreihe. Letztere können 
zwar intracytoplasmatische Filamente enthalten, aber keine Basalmembranen 
bilden. 

Die Tumorzellen zeigen im elektronenmikroskopischen Bild Anzeichen für 
hohe Aktivi tä t  in Form von geweiteten Ergastopalsmacysternen und gut ent- 
wickelten Golgikomplexen mit  zahlreichen Vesikeln sowie vielen auch intranucle- 
ären Ribosomen. Da sich im Lumen des endoplasmatisehen Retikulum und der 
Golgikomplexe Substanzen von ähnlicher Elektronendichte finden wie im extra- 
zellulären Raum, folgern wir, daß diese von den Zellen produziert und nach außen 
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abgegeben werden.  Zu den  gleichen Schlußfolgerungen k a m e n  a n h a n d  von u l t ra -  
s t ruk ture l l en  und  his tochemischen Unte r suchungen  an  T umormyoe p i t he he n  
menschl icher  Speicheldrüsen Doyle  et al. (1968), H ü b n e r  et al. (1969), H ü b n e r  
(1971), Er ichsen (1955a, b), Azzopard i  und  Smi th  (1959). Die chemische Zusam- 
mense tzung  der  m y x o i d e n  Zwischensubstanz  war  n icht  Gegens tand  unserer  Un- 
Versuchung. Wi r  können  lediglich bes tä t igen,  daß  sie saure Mucopolysacchar ide  
en thä l t .  Er ichsen (1955 a, b) h a t  jedoch hierüber  bei  der  H ü n d i n  e ingehende Unter -  
suchungen angestel l t ,  auf  die verwiesen werden kann.  

Abschl ießend noch kurz  einige Bemerkungen  zu dem Nachweis  kol lagener  
Fase rn  im m y x o i d e n  Gewebe. Sie s t ammen  nach unserer  Auffassung sicherlich 
wenigstens zum Teil vom Bindegewebe des ehemal igen Drüsenläppchens .  Hierauf  
weisen insbesondere  die Befunde an den Semidünnschn i t t en  hin. Man kann  hier 
häufig schemenhaf t  Faserzüge  erkennen,  die die S t ruk tu r e n  von Drüsen läppehen  
andeuten .  Andererse i t s  muß  auch in den eigenen Fä l l en  d a r a n  gedacht  werden,  
daß  diese Fase rn  von MyoVhelien p roduz ie r t  werden.  Insbesondere  die Lage  von  
Kol lagenfasern  in Zel lbuchten  zusammen mi t  e lek t ronendich te rem Mater ia l  als 
die übr ige  Zwischensubstanz  weisen unseres Erach tens  in diese Richtung .  Die 
gleiche Vermutung  wird  von Doyle  et al. (1960) und  Murad  et al. (1968) geäußer t .  

Aus den  vorges te l l ten  Befunden ziehen wir  zusammenfassend  die Schlußfolge- 
rung,  daß  es sich bei  den Zellen in rein m y x o i d e n  Area len  der  Mammamisch-  
t umoren  der  H ü n d i n  um neoplas t i sche  Myoepi thelzel len  handel t .  
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