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Uber die Feinstruktur von Mammamischtumoren der Hiindin

I. Das Vorkommen von Myoepithelzellen in myxoiden Arealen
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The Ultrastructure of Mixed Mammary Gland Tumours in Bitches

1. The Incidence of Myoepithelial Cells in Myxoid Areas

Summary. The myxoid areas of 5 mixed mammary tumours taken from female dogs were
studied by light and electron microscopy to determine the nature of the cells in these areas.
The EM findings indicate that they are neoplastic myoepithelial cells. These cells are charac-
terized by their abundant fibrils, broad endoplasmic cisterns, and distinet Golgi complexes,
and contain glycogen in their cytoplasm. The findings indicate that the intercellular myxoid
substance is a product of these neoplastic myoepithelial cells.

Zusammenfassung. Es wurden licht- und elektronenmikroskopisch myxoide Areale aus
5 Mammamischtumoren von Hiindinnen mit dem Ziel untersucht, die Natur der Zellen in
diesen Bezirken abzukliren. Die elektronenmikroskopischen Befunde sprechen dafiir, daB 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 Golgikomplexe aus. Es wird die Ansicht vertreten, daB die myxzoide Zwischensubstanz
ein Produkt der tumorts entarteten Myoepithelzellen darstellt.

Mammatumoren gehéren zu den héufigsten Geschwiilsten beim Hund (Dahme
und Weiss, 1958; v. Sandersleben, 1963; Misdorp, 1972). Ein nicht unerheblicher
Teil dieser Blastome wird zu den Mischtumoren gerechnet. Neben epithelialen
Zellverbanden driisiger Struktur finden sich Zellgruppen in retikulirem Verband
bzw. myxoide, knorpelige oder kndcherne Gewebsanteile, die haufig auch neben-
einander im gleichen Tumor vorkommen. Alle angesprochenen Komponenten
kénnen unterschiedlich ausgereift sein, so dafl auch carcinomatése und sarkom-
artige Bilder beobachtet werden.

Vergleichbare Tumoren beim Menschen sind die als ,,Mischtumoren® oder
.,Pleomorphe Adenome* (Seifert, 1966) bezeichneten Speicheldriisengeschwiilste.
Bei diesen konnte mit Hilfe histochemischer (Azzopardi und Smith, 1959) und
elektronenmikroskopischer (Oota und Takahashi, 1958 ; Mylius, 1960 ; Doyle et al.,
1968 ; Hiibner, 1971) Untersuchungen nachgewiesen werden, daB die Myoepithelien
der Driise sich am Tumorgeschehen beteiligen. Analog wird angenommen, daB es
auch bei den Mammamischtumoren der Hiindin iiber eine Proliferation von Myo-
epithelien zur Ausbhildung ,,mesenchymaler Strukturen kommt (Peyron, 1924;
Hamperl, 1939; Cotchin, 1958). Auch histochemische Befunde weisen in diese
Richtung (Erichsen, 1955a, b). Da bislang jedoch elektronenmikroskopische Un-
tersuchungen derartiger Tumoren der Hiindin noch ausstehen, haben wir zunéchst
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reife myxoide Areale aus 5 Mammamischtumoren submikroskopisch mit dem
Ziele untersucht, die Rolle der Myoepithelien bei der Bildung derartiger Struk-
turen abzuklaren.

Material und Methode

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

1. Fur lichtmikroskopische Untersuchungen: Paraffinschnitte gefarbt mit: Himatoxylin-
Eosin, Alcian-griin, PAS, Best-Carmin nach Fixation nach Gendre; Gefrierschnitte: Fett-
rot 7b.

2. Fir die elektronenmikroskopischen Untersuchungen: Diinne 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 griindlich in 0,1 m Phosphat-
Puffer pH 7,3 mit Saccharosezusatz gewaschen. Nach Fixation mit 1%igem Osmiumtetr-
oxyd schloB sich die Kontrastierung mit 0,25%igem wifirigen Uranylacetat, Dehydrierung
in aufsteigender Alkoholreihe und schlieBlich Einbettung mit Durcopan ACM in kleinen
Plastikformen an.

Zur Orientierung wurden etwa 3 u dicke Schnitte auf einem Tetrander der Firma Jung
hergestellt und 3 min mit Toluidinblau und 2!/, min mit Saffraninlésung (modifiziert nach
Musy et al., 1970) gefirbt. Das im Lichtmikroskop ausgesuchte Areal des Makroblockes
wurde mittels eines Hohlfréisers oder einer Sige als Mikroblock herausgearbeitet. Semidtinn-
schnitte und Ultradiinnschnitte wurden auf einem Reichertmikrotom Om U2 hergestellt. Die
Semidiinnschnitte wurden mit Toluidinblau/Saffranin gefirbt, die Diinnschnitte mit Uranyl-
acetat und Bleicitrat kontrastiert und in einem Siemens-Elektronenmikroskop IA betrachtet.

Ergebnisse der Untersuchung

1. Lichtmikroskopische Befunde

Die reifen myxoiden Areale stellen sich im allgemeinen als verschieden grofe,
rundliche, meist deutlich gegen ihre Umgebung durch kollagenes Bindegewebe ab-
gegrenzte Tumorbezirke dar, in denen die Zellen auseinandergeriickt und von
reichlich Zwischensubstanz umgeben sind (Abb. 1). Letztere erscheint im HE-
Priparat und im Toluidinblau/Saffranin-Kunststoffschnitt farblos bis hellrosa
und weist in der Alcian-griin-Farbung einen griinlichen Farbton auf; sie verhalt
sich PAS negativ. In die Zwischensubstanz eingelagert finden sich mehr oder
weniger deutlich Fasern, die hdufig noch die urspriingliche Begrenzung der Driisen-
lippchen andeuten. GefiBe sind kaum zu sehen. Die Zellen erscheinen im Semi-
diinnschnitt langgestreckt, polymorph mit zahlreichen kleineren oder gréBeren
Ausldufern (Abb. 2). Die Fortsitze benachbarter Zellen kénnen einander beriih-
ren. Die Kerne sind oval und hiufig gelappt. Im Zelleib finden sich nicht selten
Fettvacuolen, sowie grofBe, nicht scharf konturierte, schwach rétlich angefarbte
Riume, die ein GroBteil des Cytoplasmavolumens einnehmen kénnen. Sie firben
sich bei Best-Carmin-Farbung leuchtend rot an.

2. Elektronenmikroskopische Befunde

Die elektronenmikroskopische Untersuchung zeigt — wie auch lichtmikro-
skopisch erkennbar —, einzeln liegende Zellen, die meist langgestreckt und von
einer wenig elektronendichten Substanz umgeben sind (Abb. 3a). In dieser Ma-
trix finden sich einzeln, gebiindelt oder haufenweise Kollagenfasern von unter-
schiedlichem Durchmesser und verschiedener Linge. Kurze Stiicke solcher Fasern
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Abb. 1. Myxoides Areal eines Mammamischtumors der Hindin. HE, Zeiss-Photomikroskop
ca. 160x

Abb. 2. Myxoides Areal eines Mammamischtumors der Hiindin. Semidiinnschnitt, Toluidin-
blau/Saffranin, Zeiss-Photomikroskop, ca. 400 x
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Abb. 3. a Neoplastische Myoepithelzelle im myxoiden Areal eines Mammamischtumors der

Himndin. Myofibrillen (Mf); Glykogen (Gyg), durch Bearbeitung herausgeldst; Golgi-Komplex

{G7); geweitetes endoplasmatisches Reticulum (ER}; Ribosomen im Kern (~»}. Arch.-Nr. 118/

1/27. Vergr. el. opt. 5000, Endvergr. 10500 X . b Ausschnitt aus Abb. 8a. Myofibrillen (MF).
Arch.-Nr. 118/1/30. Vergr. el. opt. 12000 %, Endvergr. 36000 x
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Abb. 4. Ausschnitt aus einer neoplastischen Myoepithelzelle. Myofibrillen (M7); kleinerer

Lipoidtropfen (L); geweitetes endoplasmatisches Reticulum (ER); geweiteter Golgikomplex

(G) mit Knospung (—); basalmembranéhnliches Material in einiger Entfernung von der Zelle
(Bm). Arch.-Nr. 118/1/7/. Vergr. el. opt. 11000 x, Endvergr. 33000 x

liegen héufig in unmittelbarer Nihe der Zellmembran, meist in Ausbuchtungen,
ebenso wie Substanzen, die elektronendichter sind als die {ibrige Grundsubstanz.
Gelegentlich findet sich in einiger Entfernung der Zellen basalmembranartiges
Material (Abb. 4 und 6). Eine ausgeprégte, der Zelle unmittelbar anliegende voll-
stédndige Basalmembran ist jedoch nicht zu sehen.
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Abb. 5. Ausschnitt aus einer neoplastischen Myoepithelzelle. Glykogen (Gyg); Myofibrillen (Mf);
Pinocytose (P); Kern (N); endoplasmatisches Reticulum (EZR); Golgikomplex (@). Arch.-
Nr. 118/1/10; Vergr. el. opt. 5000 X, Endvergr. 21500 x

Die Form der Zellen ist meist langgestreckt mit vielen kleinen und groBeren
Fortsitzen (Abb. 6) und Buchten. Zellausldufer, die sehr schmal sein kénnen, be-
rithren gelegentlich die Ausldufer 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 Heterochromatin (Abb. 3a).
Im Karyoplasma befinden sich viele Ribosomen. Selten ist ein gut ausgebildeter
Nukleolus zu sehen. Der Zelleib ist erfiillt von Filamenten mit einem Durchmesser
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Abb. 6. Fortsatz einer neoplastischen Myoepithelzelle, basalmembranartige Substanz (Bm);
Glykogen (Gyg); Kollagen (K). Arch.-Nr. 118/1/18; Vergr. el. opt. 19000, Endvergr. 39900 x

von ca. 70 A (Abb. 3 und 5). Diese konnen sehr dicht gelagert parallel oder winkel-
artig verlaufen oder sich biindelweise iitberkreuzen. Gelegentlich umfassen sie ge-
flechtartig Zellorganellen oder verlaufen einzeln im Cytoplasma. Diese Filamente
fehlen meistim Bereich des Golgikomplexes (Abb. 3a und 4). Dariiber hinaus fallen
kleinere oder gréBere Riume im Cytoplasma auf, die teilweise leer (Abb. 5), teil-
weise mit elektronendichten Granula gefiillt erscheinen. Diese Granula stellen
ihrem Kontrastierungsverhalten nach Glykogen dar. Die Hohlriume besitzen
keine Membran und kénnen groBe Teile des Zelleibes einnehmen. Neben diesen
unscharf begrenzten Raumen sieht man haufig groBe Vacuolen (Abb. 4), die eine
homogene, méBig dichte Substanz enthalten, welche den bereits lichtmikrosko-
pisch erfalibaren Fetttropfchen entspricht. Sie kénmnen auch in groBer Zahl in
einer Zelle vorkommen. Manchmal ist ein Zellausldufer an nur einer Stelle durch
eine solche Fettvacuole um das Mehrfache seiner Breite aufgetrieben. Besonders
auffallend sind die haufig in Mehrzahl auftretenden Golgikomplexe mir zahl-
reichen moglicherweise durch ,, Knospung® entstehenden Vesikeln und dilatierten
Schlduchen (Abb. 4), sowie ein ausgepragtes glattes oder rauhes Ergastoplasma
mit stark geweiteten Zisternen (Abb. 3). Im Lumen dieser Organellen finden sich
feingranuldre Substanzen, die im endoplasmatischen Reticulum dichter erscheinen
als im Golgikomplex. Sie haben etwa die gleiche Elektronendichte wie die extra-
celluldre Matrix. Gelegentlich sind einzelne ,,dense bodies zu sehen. Die Mito-
chondrien sind oval bis langlich und zeigen nur wenige Cristae. Mikropinocytose-
blaschen sind in Einzellfillen zu beobachten (Abb. 5).
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Diskussion

Gegenstand der vorliegenden Untersuchung ist die Frage nach der Natur der
Zellen in den myxoiden Bezirken von Mammamischtumoren der Hiindin.

Das Charakteristikum dieser Zellen ist neben ihrer Polymorphie die groBe
Dichte von intracytoplasamtischen Filamenten, die hiufig durch die ganze Zelle in
mehr oder weniger parallelen Strangen ziehen. Der Durchmesser dieser Filamente
von ca. 70 A hilt sich in den Grenzen, die von Langer und Huhn (1958) fiir Myo-
filamente in Myoepithelzellen angegeben werden. Zellen mit einem solchen An-
bot an intracytoplasmatischen Filamenten kénnen nach unserer Ansicht in der
Mamma entweder nur von glatten Muskelzellen der Gefdlle oder von Myoepithel-
zellen ausgehen. Anbhaltspunkte dafiir, da es in Mammamischtumoren der Hiindin
zu einer Proliferation von Gefawandmuskelzellen kommt, gibt es lichtmikro-
skopisch nicht. Hingegen weisen die Entwicklungsstadien der myxoiden Areale
auf eine myotheliale Genese hin. Zunachst kommt es zu einer lichtmikroskopisch
erkennbaren Proliferation ,,epitheloider Zellen zwischen Basalmembran und
Driisenepithelien. Diese kann entweder die ganze Zirkumferenz der Driisenalveole
umfassen oder 6rtlich begrenzt auftreten. Unter Einlagerung einer Zwischensub-
stanz bilden sich retikuldr strukturierte Zellareale. Mit ihrer Zunahme und wei-
terem Auseinanderweichen der Zellen entstehen so schlieBlich die myxoiden Be-
zirke. Man gewinnt dabei den Eindruck, dafl die Driisenepithelien 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; Hamperl,
1971; Donath und Seifert, 1972). Durch die Bearbeitung ist es in den eigenen
Fallen allerdings zur Masse herausgeldst. In allen 5 Fillen markieren sich die Zell-
areale, in denen urspriinglich Glykogen eingelagert war, als gréBere ,, Felder, um
die hiufig nur ein schmaler Cytoplasmasaum erkennbar ist. Gelegentlich finden
sich jedoch noch Glykogengranula in Form von §-Teilchen. Gleichartige Artefakte
werden in Myoepithelien bei einem epithelial-myothelialen Schaltstiickcarcinom
einer menschlichen Speicheldriise von Donath, Seifert und Schmitz (1972) be-
schrieben.

Die enge riumliche Beziehung, die in der normalen Driisenalveole zwischen
Myoepithelzellen und Basalmembran besteht, ist im myxoiden Tumorareal nicht
anzutreffen. Allerdings finden sich im elektronenmikroskopischen Bild stellen-
weise basalmembranartige Strukturen in einiger Entfernung von den Zellen. Ahn-
liche Befunde werden auch von Mischtumoren und Cylindromen der Speicheldriise
des Menschen berichtet (Hiibner et al., 1969). Im iibrigen spricht die Tatsache,
daB von den beschriebenen Zellen basalmembranartiges Material gebildet wird,
gegen ihren Ursprung aus der Fibrocyten/Fibroblastenreihe. Letztere konnen
zwar intracytoplasmatische Filamente enthalten, aber keine Basalmembranen
bilden.

Die Tumorzellen zeigen im elektronenmikroskopischen Bild Anzeichen fiir
hohe Aktivitit in Form von geweiteten Ergastopalsmacysternen und gut ent-
wickelten Golgikomplexen mit zahlreichen Vesikeln sowie vielen auch intranucle-
sren Ribosomen. Da sich im Lumen des endoplasmatischen Retikulum und der
Golgikomplexe Substanzen von dhnlicher Elektronendichte finden wie im extra-
zelluliren Raum, folgern wir, daf} diese von den Zellen produziert und nach aufien
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abgegeben werden. Zu den gleichen Schluifolgerungen kamen anhand von ultra-
strukturellen und histochemischen Untersuchungen an Tumormyoepithelien
menschlicher Speicheldriisen Doyle ef al. (1968), Hiibner et al. (1969), Hiibner
(1971), Erichsen (1955a, b), Azzopardi und Smith (1959). Die chemische Zusam-
mensetzung der myxoiden Zwischensubstanz war nicht Gegenstand unserer Un-
tersuchung. Wir kénnen lediglich bestitigen, daBl sie saure Mucopolysaccharide
enthilt. Erichsen (1955 a, b) hat jedoch hieriiber bei der Hiindin eingehende Unter-
suchungen angestellt, auf die verwiesen werden kann.

AbschlieBend noch kurz einige Bemerkungen zu dem Nachweis kollagener
Fasern im myxoiden Gewebe. Sie stammen nach unserer Auffassung sicherlich
wenigstens zum Teil vom Bindegewebe des ehemaligen Driisenldppchens. Hierauf
weisen insbesondere die Befunde an den Semidiinnschnitten hin. Man kann hier
haufig schemenhaft Faserziige erkennen, die die Strukturen von Driisenlédppchen
andeuten. Andererseits mufl auch in den eigenen Fillen daran gedacht werden,
daB diese Fasern von Myothelien produziert werden. Insbesondere die Lage von
Kollagenfasern in Zellbuchten zusammen mit elektronendichterem Material als
die iibrige Zwischensubstanz weisen unseres Erachtens in diese Richtung. Die
gleiche Vermutung wird von Doyle et al. (1960) und Murad et al. (1968) geduBert.

Aus den vorgestellten Befunden ziehen wir zusammenfassend die SchluBfolge-
rung, daBl es sich bei den Zellen in rein myxoiden Arealen der Mammamisch-
tumoren der Hiindin um neoplastische Myoepithelzellen handelt.
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