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The Ultrastructure of Mixed Mammary Gland Tumours in Bitches
1II. The Early Stages of the Myoepithelial Proliferation

Summary. The early stages of myoepithelial proliferation in 14 mixed canine mammary
tumours were studied by light- and electron microscopy.

Two different early stages can be distinguished:

1. Proliferations inside the basal lamina with partial maintenance of the organoid pattern.

2. Proliferations with a break through the basal lamina and transposition of tumour cells
into the surrounding connective tissue.

The intracytoplasmic fibrillae of myoepithelial tumour cells are striped periodically and
thicker than those of normal myothelia. It ist suggested that the amorphous as well as the
fibrous intercellular substance in the early stages is derived from the described myoepithelial
tumour cells.

Zusammenfassung. Es wurden licht- und elektronenmikroskopisch die Anfangsstadien
myotheljaler Proliferation anhand von 14 Mammamischtumoren der Hiindin untersucht.

Es wurden 2 Frithformen unterschieden:

1. Proliferationen innerhalb der Basalmembran unter teilweiser Beibehaltung des
organoiden Verbandes.

2. Proliferationen bei schnellem Aufbrechen der Basalmembran und Verlagerung von
Tumorzellen in das umgebende Bindegewebe.

Es wird darauf hingewiesen, dall die intracelluliren Fasern myoepithelialer Tumorzellen
periodisch gestreift und dicker sind als die normaler Myoepithelzellen. Es wird die Ansicht ver-
treten, daf sowohl unstrukturierte als auch faserig strukturierte intercelluldre Substanz in
den Anfangsstadien ein Produkt der beschriebenen Tumormyoepithelzellen darstellen.

In den beiden ersten Mitteilungen (v.Bomhard und v.Sandersleben, 1973,
1974) haben wir iiber die Ultrastruktur myxoider und chondroider Areale in
Mammamischtumoren der Hiindin berichtet. Wir kamen dabei zu dem Hrgebnis,
dal} die Zellen in derartigen Arealen myothelial differenzierte Tumorzellen dar-
stellen. Die 3. Mitteilung in dieser Untersuchungsreihe hat die Ultrastruktur der
Zellareale zum Gegenstand, aus denen sich die myxoiden und knorpeligen Forma-
tionen entwickeln. In einer Darstellung der elektronenmikroskopischen Befunde
bei Mammamischtumoren der Hiindin ist bereits Pulley (1973b) kurz auf die
Histogenese d.h. den myothelialen Ursprung dieser Zellareale eingegangen.
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Abb. 1. (a) Mehrere Driisenlumina (L) mit unterschiedlichen Stadien myothelialer Proliferation
(1. Form). Die Epithelzellen sind dunkler gefarbt. Semidinnschnitt Toluidin/Safranin. Leitz-
Orthoplan, ca. 250 x ; Arch. Nr. 327/5. (b) 2. Form myothelialer Proliferation. Die Basal-
membran wird an einer Seite aufgebrochen. Epithelzellen (£Z), myoepitheliale Tumorzellen
(})- Semidiinnschnitt, Toluidin/Safraninfirbung, Leitz-Orthoplan, ca. 750 X ; Arch. Nr. 193/5

Material und Methodik

Es wurden Anfangsstadien myothelialer Proliferation in 14 Mammamischtumoren von
Hindinnen untersucht.

Zur lichtmikroskopischen Untersuchung standen Paraffinschnitte in Hamatoxilin-Eosin-,
Alciangriin- und PAS-Firbung zur Verfiigung.

Fiir die elektronenmikroskopische Untersuchung wurden aus frischem Operationsmaterial
Gewebebléckchen von max. 1 mm Kantenlinge gewonnen und, wie in der ersten Mitteilung
beschrieben, verarbeitet.

Ergebnisse der Untersuchung
1. Lichtmikroskopische Befunde

Die Friihverdnderungen myothelialer Proliferation stellen sich im histologi-
schen Bild in 2 Formen dar, die auch nebeneinander in einem Tumor vorkommen
kénnen.

Die erste Form zeigt im Paraffinschnitt kleine Zellknospen im organoiden
Verband, d.h. zwischen Epithelzellen und Basalmembran. Solche Knospen treten
einzeln oder mehrfach um ein Lumen auf, so dall auch ein rosettenartiges oder
gar ringformiges Proliferationsmuster um die Epithelzellen erscheinen kann.
Bereits in diesem Stadium, das am deutlichsten im Semidiinnschnitt zu sehen. ist
(Abb. 1a), kann man in der Alciangrinfirbung am Paraffinschnitt eine sehr
dezente Produktion von sauren Mucopolysacchariden erkennen.
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Die andere Form myothelialer Proliferation zeigt ein sofortiges Aufbrechen
der die Areale umgebenden Basalmembran, ohne dal es erst zu gréBeren Zell-
ansammlungen innerhalb dieser Begrenzung kime. Die Tumorzellen liegen dann
nicht mehr im organoiden Verband, sondern zwischen Bindegewebsfaserbiindeln,
wobei sich ebenfalls geringgradig mucoide Substanzen zwischen Zellen und Faser-
biindeln befinden kénnen. Auch dieses Stadium ist am deutlichsten in Semidiinn-
schnitt zu sehen (Abb. 1b). Die proliferierten Zellen sind polymorph mit langen
Ausldufern und haben gelegentlich kleinere Glykogenfelder im Cytoplasma.

Bei beiden Proliferationsformen myothelialer Zellen zeigen die Alveolarepithe-
lien ein verdichtetes Cytoplasma und gelegentlich abgestoBenes nekrotisches
Zellmaterial im Alveolenlumen. Dariiber hinaus kann auch eine Proliferation der
Alveolarepithelien beobachtet werden.

2. Blektronenmikroskopische Befunde

Die frithesten Anzeichen einer myothelialen Proliferation zeigen sich durch
Vermehrung des rauhen endoplasmatischen Reticulums sowie durch VergroBerung
des Golgi-Apparates in den basal gelagerten Myoepithelzellen an. Die Zellen liegen
dabei noch innerhalb der Basalmembran. Die Verbindung zwischen ihnen und den
Epithelzellen ist deutlich gelockert, d.h. die Zellen beriihren sich nur an wenigen
Punkten (Abb. 2). Myofilamentbahnen mit herdférmigen Verdichtungen sowie
Pinocytosevesikel und Hemidesmosomen erscheinen gegeniiber der Norm unver-
andert. Die Zellkerne liegen parallel zum basalen Plasmalemm:.

Bei dem lichtmikroskopisch beschriebenen ersten Proliferationstyp zeichnet
sich das nidchste Stadium durch Zellvermehrung aus (Abb. 3). Epithelzellen und
basale Myoepithelzellschicht sind auseinandergedringt, der Kontakt zwischen
beiden ist vollig verlorengegangen. Die ringférmig gelagerten epithelialen Zellen
sind zum Lumeninnern verschoben. Die basalen Myoepithelzellen sind durch eine
kaum kontrastierte Substanz von den Epithelzellen getrennt, in der sich mehr
oder weniger zahlreiche, teilweise bizarr geformte Zellen befinden. Ein Teil dieser
frei oder basal liegenden Zellen zeigt einen besonderen Reichtum an feinen intra-
cytoplasmatischen Filamenten mit herdférmigen Verdichtungen wie bei normalen
Myoepithelzellen (Abb. 4a). Die meisten Zellen zeichnen sich jedoch durch Fila-
mente aus, die deutlich dicker und kontrastreicher sind als normal (Abb. 4b).
Hier fehlen auch fast regelméflig herdférmige Verdichtungen, jedoch ist eine
deutliche periodische Zeichnung bei hoheren VergréBerungen zu erkennen. Die
Kerne liegen teils noch parallel zur Basalmembran, zum anderen Teil jedoch ohne
bestimmte geometrische Ordnung. Die Zellorganellen zeigen eine mifBig aktive
Ausprigung, im rauhen endoplasmatischen Reticulum und Golgiapparat befinden
sich feingranuldre Substanzen.

Das néchste und letzte Stadium des 1. Proliferationstyps vor der Entwicklung
ausgepragt myxoider und chondroider Herde, in dem elektronenmikroskopisch
noch die urspriimgliche organoide Struktur zu verfolgen ist, zeigt Epithelzellen
und Basalmembran weit auseinandergedrangt. Die dazwischen sich befindenen
Tumorzellen gleichen in ihrer Struktur denen des vorher beschriebenen Stadiums.
Rauhes endoplasmatisches Reticulum und Golgisystem sind médBig entwickelt
(Abb. 5). Die Zahl der Mitochondrien ist geringgradig erhoht. In zahlreichen Zellen



222 D.v.Bomhard und J.v.Sandersleben

Abb. 2. Frihes Stadium der myothelialen Proliferation (1. Typ). Epithel- und Myothelzellen

sind teilweise voneinander abgeriickt. Myothelial differenzierte Zellen treten geringgradig

vermehrt auf. Sie zeigen feine intracytoplasmatische Fibrillen mit herdférmigen Verdichtun-

gen (Mf). Aktivierter Golgiapparat (G). Arch. Nr. 300 a/3/3. Vergr. el. opt. 1500 X ;
Endvergr. 3600 X
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Abb. 3. 2. Stadium der myothelialen Proliferation (1. Typ). Der Kontakt zwischen Epithel-
zellen (£Z) und myothelial differenzierten Tumorzellen ist fast vollig aufgehoben. Myofila-
mente (Mf). Arch.-Nr. 327/5/13; Vergr. el. opt. 2000 x, Endvergr. 5000 x

sind neben und zwischen den Filamentbahnen kleinere Anhdufungen von Glykogen-
granula zu bemerken (Abb.5). Der Durchmesser der intracytoplasmatischen
Filamente liegt bei bis zu 80 A. Sie liegen nicht so dicht und sind besser von-
einander trennbar als in normalen Myoepithelzellen. Intracytoplasmatische Fett.-
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Abb. 42 und b. Gegeniiberstellung von (a) feinen und sehr dicht gelagerten Myofibrillen, wie

sie hauptsichlich im 1. Stadium auftreten und (b) dickeren und weniger dichten Fibrillen-

stringen der fortgeschrittenen Stadien. (a) Arch. Nr. 300a/2/30. Vergr. el. opt. 15000 x;
Endvergr. 50000 . (b) Arch.Nr. 300a/2/38. Vergr. el. opt. 15000 x ; Endvergr. 50000 x

tropfen treten in diesem Stadium der Proliferation selten auf. Hiufig sind kurze
basalmembrandhnliche Strukturen entlang der Zellmembran ebenso wie Kollagen-
faserbruchstiicke zwischen den Zellen zu sehen. Eine geschlossene Basalmembran
umfalt zu diesem Zeitpunkt noch die ganzen tumords entarteten Alveolen.

Die in ihr eigenes Lumen verdringten, fast immer einschichtig gelagerten
Epithelzellen zeigen Anzeichen von Degeneration. Neben abgestoBenen Zellen oder
Zellteilen im Lumen sind bei allen Stadien Myelinfiguren oder stark kontrastierte
Vesikel im Cytoplasma zu sehen. Gelegentlich findet man auch faserige runde
Korper, die aus Mitochondrien zu entstehen scheinen. Tonofilamente liegen selten
und pur in kleineren Biindeln im Cytoplasma. Die Kerne zeigen tiefe Ein-
schniirungen. Proliferierende Alveolarepithelien, die — wie eingangs gesagt —
ebenfalls auftreten kénnen, wurden nicht untersucht.

Der 2. Typ der frithen myothelialen Wucherung zeigt nach dem oben be-
schricbenen 1. gemeinsamen Stadium ein Aufbrechen der Basalmembran bereits
bei geringer Zellvermehrung. Die Tumorzellen liegen zwischen Kollagenfasern
und sind teilweise von Basalmembranen umgeben (Abb. 6). Der urspriingliche
Verband ist wegen des verwirrenden Musters von Basalmembranen, Tumorzellen
und dichten Bindegewebsfaserbiindeln bald nicht mehr auszumachen. Die Struktur
von Tumorzellen und verbleibenden Epithelzellen unterscheidet sich nicht von der
beim 1. Proliferationstyp.



Abb. 5. Ausschnitte aus myothelial differenzierten Tumorzellen. Glykogen (Gyg); Myofibrillen
(Mf); vermehrt Cysternen des rauhen endoplasmatischen Reticulums (£ E). Arch. Nr. 334/1/10;
Vergr. el. opt. 8000, Endvergr. 29000 X

Diskussion

Die beiden anhand der lichtmikroskopischen Priparate beschriebenen Proli-
ferationstypen myothelialer Zellen decken sich weitgehend mit den Beobachtungen,
die an Mammatumoren des Menschen und des Hundes (Hamperl, 1970; Moulton,
1954) gemacht wurden. Wir stimmen mit Hamperl (1970) auch darin iiberein,
daB die Proliferation innerhalb der Basalmembran mit Verdringung des Epithels
zum Lumen — zentripedal — weit héufiger als die andere Form — zentrifugal —
ist.

Die myotheliale Proliferation setzt mit einer Aktivierung der basal liegenden
myothelialen Zellen ein, die zu einer Vermehrung von Zellen und zum weit-
gehenden Kontaktverlust der myothelial differenzierten Tumorzellen untereinan-
der, aber auch zum Kontaktverlust zwischen diesen und den epithelialen Zellen
fithrt. Die beiden bereits lichtmikroskopisch zu trennenden Typen der Prolifera-
tion sind elektronenmikroskopisch gut zu erkennen. Die 2. Form zeigt im Gegen-
satz zur ersten sehr frithzeitig ein Autbrechen der Basalmembran mit Verlagerung
myothelial differenzierter Zellen in das umgebende Bindegewebe. Bereits zu
diesem Zeitpunkt wird héufig basalmembranartiges Material entlang der Grenzen
myothelial differenzierter Tumorzellen gebildet. Im Gegensatz dazu zeichnet sich



Abb. 6. Ausschnitt aus einem fortgeschrittenen Stadium des 2. Proliferationstyps. Myothelial

differenzierte Tumorzellen, die sich zwischen Kollagenfaserbtindel schieben. Basalmembran-

artige Substanz (Bm); Glykogen (Gy); intracytoplasmatische Filamente (Mf); Kollagenfasern
(K); Arch. Nr. 193/5/2; Vergr. el. opt. 3000 x, Endvergr. 9900 X

die 1. Form durch eine geschlossene Basalmembran rund um den Proliferationsherd
bzw. den fritheren organoiden Verband aus. Bei beiden Formen fallen die Zellen
durch den fiir normale myotheliale Zellen (Haguenau und Arnoult, 1959; Ellis,
1965; Tandler, 1965; Murad und von Haam, 1968; Pulley, 1973a) typischen
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Reichtum an intracytoplasmatischen Filamenten auf. Es ist jedoch festzustellen,
daB der Durchmesser dieser Faserstrukturen nach unseren Vergleichsunter-
suchungen gegeniiber der Norm bei fortgeschrittenen Stadien hoher ist. Allerdings
sind in der Literatur tiber normale Myoepithelzellen erheblich schwankende
Werte zu finden, so dal} die hier gefundene durchschnittliche Dicke von tiber
70 A durchaus noch in den z.B. von Langer und Huhn (1958) angegebenen
Grenzen liegt.

Die periodische Zeichnung der Fasern stellt eine Besonderheit der myothelial
differenzierten Tumorzellen dar, sie fehlt den Myofibrillen der normalen Myothel-
zellen. Auflerdem fehlen den Filamentbahnen der Tumorzellen meist die herd-
féormigen Verdichtungen der Normalzellen. Pulley (1973b) fand iibrigens auch
eine Dickenzunahme und periodische Zeichnung der Fibrillen in myothelial
differenzierten Tumorzellen der Hiindin und gibt die Durchmesser noch héher
an, d.h. zwischen 80 und 100 A. Vielleicht hangt die Verinderung im Kaliber der
Fasern mit dem Funktionsverlust der myothelial differenzierten Zelle im Tumor
zusammen. Die Kontraktilitdt, eine der physiologischen Funktionen dieser Zelle
(Bassler ef al., 1967), wird ja im Mischtumor nicht mehr benétigt.

Die Organellenausstattung der Tumorzellen in den Anfangsstadien der myo-
thelialen Proliferation zeigt eine méflige Vermehrung gegeniiber der Norm. Wih-
rend sie in normalen Myothelzellen eher spérlich ist (Haguenau, 1959; Tandler,
1965; Pulley, 1973a), zeigen Tumorzellen myothelialer Herkunft haufig vermehrt
aktivierte mit Ribosomen besetzte Cysternen des endoplasmatischen Reticulums
und vor allem einen gelegentlich fast hypertrophierten Golgiapparat. Der Besatz
mit Mitochondrien ist ebenfalls hoher. Zu der gleichen Feststellung kam auch
Pulley (1973b). Das Maximum dieser Organellenverinderung scheint jedoch
erst beim myxoiden und chondroiden Areal erreicht zu sein (v.Bomhard und
v.Sandersleben, 1973, 1974). Wir nehmen an, dafl sie eng mit der Produktion
von intercelluldrer Substanz aber auch von Substanzen zur Kollagenfasersynthese
verbunden ist. Wir hatten bereits, wie auch Pulley (1973b), in den fritheren
Mitteilungen die Ansicht vertreten, daf myothelialdifferenzierte Tumorzellen
atch die Substanzen zur Kollagenfasersynthese bilden kénnen. Fiir diese Ansicht
spricht die kontinuierliche Zunahme der Kollagenfasern, die in friithen Stadien
erst als kurze Bruchstiicke, spiter im ausgepridgten Myxoid oder noch mehr im
Chondroid als Biindel mit langen Fasern vorliegen. Dies trifft iibrigens auch
fiir den Speicheldriisenmischtumor des Menschen zu, von dem bisher keine
elektronenmikroskopischen Beschreibungen der Anfangsstadien, wohl aber der
myxoiden und chondroiden vorliegen (Oota und Takahashi, 1958; Mylius, 1960;
David und Korth, 1960; Welsch und Meyer, 1968; Doyle et al., 1968; Kierszen-
baum, 1968; Hiibner ef al., 1971).

Nekrobiotische oder nekrotische myothelial differenzierte Tumorzellen werden
bei den frithen Stadien im Gegensatz zu den chondroiden Arealen nicht gesehen.
Auch Fetttropfen, die recht zahlreich bereits in myxoiden Bezirken zu finden
sind, treten so gut wie nicht bei den hier beschriebenen Friihstadien auf.
Wir nehmen an, dall dies eine Folge der Stoffwechselsitnation der Tumor-
myoepithelzellen ist, die sich mit zunehmender Differenzierung in Richtung
Chondroid verschlechtern diirfte. Diese Annahme wird auch gestiitzt durch die
Verinderungen, die an den Epithelzellen ablaufen kénnen. Im 1. Stadium der
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frithen myothelialen Proliferation zeigen die Epithelzellen keine Verdnderung
gegeniiber nicht laktierenden Alveolarzellen oder Gangepithelien. Erst mit zu-
nehmender Proliferation myothelial differenzierter Zellen und dem damit ver-
bundenen Abriicken von der Basalmembran bzw. dem versorgenden GefiaBbinde-
gewebe zeigen die Epithelzellen zunchmende Anzeichen cellulérer Degeneration.
Diese kénnen bis zum Abstollen von nekrotischen Zellen und zum Untergang des
ganzen epithelialen Verbandes filthren.

In mehreren Arbeiten iiber Brusttumoren der Frau wurden Beziehungen
zwischen einem Persistieren der Basalmembran bzw. deren Durchbrechen durch
Tumorzellen. und der Malignitdt solcher Tumoren hergestellt (Wellings und
Roberts, 1963; Goldenberg et al., 1969; Carter ef al., 1969). Wir sind der Ansicht,
daB sich in den Mammamischtumoren der Hiindin fiir solche Beziehungen keine
Anhaltspunkte ergeben. Gleiche Schlufifolgerungen hatten sich bereits aus den
Untersuchungen an soliden Mammacarcinomen der Hiindin ergeben (v. Bomhard
and Raddatz, 1975).

AbschlieBend kann in Ubereinstimmung mit Pulley (1973b) festgestellt
werden, dall sich Zellproliferate in Mischtumoren der Hiindin, die in myxoide
bzw. chondroide Zellformationen iibergehen, als Zellen myothelialer Herkunft
erweisen. Dies konnte nicht nur durch lichtmikroskopische (Peyron et al., 1926;
Hamperl, 1939; Cotchin, 1958) und histochemische Untersuchungen (Erichsen,
1955; Cotehin, 1958; Schlotke, 1975) festgestellt, sondern auch durch elektronen-
mikroskopische Befunde abgesichert werden.

Wir danken Frau A. Siebert und H. Schulze fir gewissenhafte technische Assistenz.
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