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1 Einleitung

1.1 Einleitende Bemerkungen

Brustkrebs ist die haufigste bdsartige Neubildung bei Frauen. Schatzungsweise jede elfte Frau er-
krankt im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs (WHO 2004). Der Uberwiegende Anteil von Tumoren der
Mamma zeigt eine Ahnlichkeit zum normalen Mammaparenchym. Eine kleine Gruppe von Tumoren
weist jedoch Merkmale auf, die hdufig bei Tumoren der Speicheldriise gefunden werden. Diese Tumo-
ren werden daher auch als Tumoren vom Speicheldriisentyp bezeichnet. Es handelt sich um das pleo-
morphe Adenom, adenomyoepitheliale Tumoren, das adenoid-zystische Karzinom, das Basalzellade-
nom, das adeno-squamdése Karzinom, das Mukoepidermoidkarzinom und der syringomatdse Tumor.
Aus konzeptionellen Griinden wird das Plattenepithelkarzinom in der vorliegenden Studie mit einbe-
zogen. Die Histogenese der Tumoren vom Speicheldrisentyp ist bisher weitgehend ungeklart (Pia-
Foschini et al., 2003).

Basierend auf dem Progenitorzellkonzept der Mamma sollen in dieser Arbeit mittels der in-situ Triple
Immunfluoreszenz (is-TIF) Methode die benannten Lasionen untersucht werden. Diese Immunfluores-
zenzmethode ermdglicht eine simultane Darstellung von drei verschiedenen Proteinen in einem Ge-
webeschnitt (Buchwalow and Boecker, 2010). Von besonderer Bedeutung sind hierbei die verschiede-
nen Intermediarfilamente, die sich im Zytoplasma der Zelle als Stlitzgerlst finden. Sie bestehen aus
unterschiedlichen, aber verwandten Proteinen, die bei der Bestimmung des epithelialen Phanotyps
vorrangig eingesetzt werden. In Epithelzellen sind es Zytokeratine, in Fibroblasten und verwandten
Zellen ist es Vimentin (Welsch 2006; Moll et al., 1982).

In dieser Arbeit wurden die basalen Keratine K5, 6 und 14, die linienspezifischen glanduléren Keratine
K7, 8 und 18, das plattenepitheltypische Keratin K10, sowie fir den Nachweis der myoepithelialen
Differenzierung smooth muscle actin (SMA) eingesetzt.

1.2 Histologie des normalen Mammagewebes

Der Driisenkdrper stellt den Hauptbestandteil der Mamma dar und setzt sich aus 15 bis 20 tubulér
verzweigten Einzeldriisen zusammen. Die epithelialen Driisenstrukturen sind in bindegewebige Septen
eingebettet, welche die Brustdriise unterteilen. Jede Einzeldrise besitzt einen eigenstandigen Ausfiih-
rungsgang, der an der Oberfliche der Mamille miindet. Unterteilt wird das Drlsengewebe in das
Gangsystem und in Lappchen. Die darin liegenden Azini bilden die sekretorische Komponente des
Parenchyms. Zusammen mit dem terminalen Gangsegment bildet das Lappchen die terminale dukto-

lobulére Einheit (TDLE). Der terminale Gang miindet tber intermedidre in grofiere Gangabschnitte
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und schlielich Gber den Sinus lactiferus in den Ductus excretorius (Bassler 1978). Die Einzeldriisen
weisen hdufig Anastomosen zu benachbarten Drisen auf, was bei der Ausbreitung von Tumorzellen
von entscheidender Bedeutung ist (Bocker et al. 2006). Das Epithel des Brustparenchyms besitzt einen
zwei- bis dreischichtigen Aufbau in den gréReren Milchgéngen, mit einer bis zwei luminal gelegenen
glandulédren Zellschicht, einer basal gelegenen Myoepithelschicht und einer Basalmembran, welche
das Epithel vom Stroma abgrenzt. In kleineren und mittelgroRen Gangsegmenten findet man hingegen
nur noch eine einreihige, luminal gelegene glandulére Zellschicht, welche aus kubischen Zellen aufge-
baut ist. Das Stroma kann in ein interlobuléres, straffes, relativ zellarmes Bindegewebe mit
Kollagenfasern und ein intralobuléres Bindegewebe eingeteilt werden. Das intralobuldre Bindegewebe
enthélt Fibroblasten, Lympho- und Histozyten, sowie Plasma- und Mastzellen. Im Vergleich mit dem
interlobuléren Stroma ist das Bindegewebe in der Nahe der Lappchen faserarm. Zudem enthélt das
Stroma auch Fettgewebe (Welsch 2006).

1.3 Histologie des normalen Speicheldriisengewebes

Die Speicheldriisen des Menschen lassen sich in zwei Gruppen gliedern: Die kleinen und die groRRen

Speicheldriisen. Die kleinen Speicheldriisen liegen in der Mukosa der Mundschleimhaut.

Zu den groRen Speicheldriisen werden drei Drisen gezahlt: die Glandula parotis (Ohrspeicheldrise),
Glandula submandibularis (Unterkieferdriise) und die Glandula sublingualis (Unterzungendrise). Sie
unterscheiden sich vor allem durch die Beschaffenheit des Sekretes, welches sie sezernieren. lhr histo-

logischer Aufbau ist recht &hnlich.

Jede Drise ist in Lappchen gegliedert, welche durch Bindegewebssepten voneinander getrennt sind.
Die sekretbildenden Endstiicke oder Azini der Lappchen sind Uber ein komplexes Ausfiihrungsgang-
system mit der Mundhdhle verbunden. Dabei liegen die an die Azini anschlieRenden Schaltstiicke, und
die darauf folgenden Streifenstiicke intralobulér, die Ausfiihrungsgdnge hingegen extra- bzw.
interlobulér. Im Verlauf werden die Génge weitlumiger und das Epithel hoher. So besitzen die von
Bindegewebe umgebenen Ausfiihrungsgange schlielflich ein zweireihiges, zweischichtiges, oder sogar
mehrschichtiges Epithel. Die Streifenstiicke und die Ausfiihrungsgénge enthalten basal liegende
K5/14+ Progenitorzellen, aus denen sich nach neueren Untersuchungen Driisenepithelien und
Myoepithel entwickeln. Die sekretorischen Zellen der Azini lassen sich in serose und mukdse Zellen
einteilen. Mukdse Zellen besitzen einen basal sitzenden, abgeflachten Kern. Das Zytoplasma erscheint
im HE-Préparat hell, da es Uberwiegend Schleimgranula enthdlt. Serése Zellen sitzen entweder als
halbmondférmige Kappen auf den mukdsen Azini auf (sogenannte Von Ebner Halbmonde), oder sie
sind selbst in Form von basophilen Azini angeordnet. Ihre Kerne sind rund und innerhalb der Zelle

mittig bis basal liegend. Im Bereich der sekretorischen Zellen und der Schaltstiicke liegen stets auch



kontraktile Myoepithelzellen, die sich am Aufbau der Basalmembran beteiligen, sowie Fettzellen in

unterschiedlich starker Auspragung (Welsch 2006).

1.4 Histologie der untersuchten Lasionen

1.4.1 Adenomyoepithelialer Tumor (AMT)

Der Adenomyoepitheliale Tumor stellt eine seltene epithelial-myotheliale Lasion dar, die sowohl in
der Mamma, als auch in der Speicheldriise vorkommt. Da in der Speicheldriise nur maligne Varianten
des AMT bekannt sind, wird der Tumor hier als epithelial-myotheliales Karzinom (EMC) bezeichnet.
In der Mamma verhalt sich der AMT hingegen uberwiegend benigne. Meist finden sich multiple Tu-
moren von 1 bis 10 cm Durchmesser, wobei oft ein Hauptknoten von mehreren Satellitenknoten um-
geben ist. Invasives Wachstum besteht in der Regel nicht. Die Bildung von Mikrokalk ist méglich
(Pia-Foschini et al. 2003; Foschini and Eusebi 2009; Foschini and Krausz 2010). Histologisch domi-
niert beim AMT die Proliferation von phénotypisch variablen Myoepithelzellen, die sich um Driisen-
zellen formatieren. Die Morphologie der myoepithelialen Zellen reicht von spindelzellig bis polygo-
nal, das Plasma ist eosinophil bis hyalin. Die Zellen liegen oft mehrschichtig trabekuldr oder ordnen
sich in groBen Nestern an. Somit entstehen im Tumor grofe Flachen von ausschlieBlich
myoepithelialen Zellen. Zwischen den Zellen finden sich hdufig Ablagerungen des von ihnen gebilde-
ten basalmembranartigen, hyalinen Materiales. In den Drisen des Tumors kdnnen sebazdse oder
squamdse Metaplasien auftreten (Pia-Foschini et al. 2003). Der AMT I&sst sich in einen biphasischen
und in einen monophasischen Typ einteilen. Dabei ist der biphasische ein gut differenzierter, benigner,
Uberwiegend tubulér oder lobulér aufgebauter Tumor, der oft von einer Pseudokapsel umgeben ist. Der
monophasische Tumor ist hingegen ein wenig differenzierter, meist spindelzelliger Tumor mit fehlen-
der oder geringer glandulérer Differenzierung im HE-Schnittprdparat. Diese Tumoren zeigen h&ufig
Ablagerungen von hyalinem Material, welches immunhistologisch Kollagen IV enthélt (Bocker et al.
2006).

1.4.2 Pleomorphes Adenom (PA)

Das in der Mamma &uf3erst selten vorkommende pleomorphe Adenom wird von einigen Autoren als
Variante der AMT erachtet und unterscheidet sich von diesen durch die Anwesenheit einer charakteris-
tischen, myxoiden Matrix mit chondroiden und ossédren Metaplasien (Pia-Foschini et al. 2003;
Foschini and Eusebi 2009; Foschini and Krausz 2010). Der starker ausgepragte epitheliale Anteil for-
miert sich bandartig, tubulér oder in soliden sowie retikuldren Nestern. Der myoepitheliale Anteil ist



allerdings im Gegensatz zum AMT meist gering (Bocker 2012). Das PA ist benigne und wird in der
Regel von einer Pseudokapsel umgeben. In der Mamma ist es oft retromamillér lokalisiert und stellt
sich in Form eines wenige Zentimeter messenden, solitdren Knotens dar. Seltener kommt es zu einem
multifokalen Auftreten. In der Glandula parotis stellt das PA die hdufigste Tumorart dar. Es gleicht
histologisch dem PA der Mamma (Pia- Foschini et al. 2003).

1.4.3 Adenoid-zystisches Karzinom (ACC)

Das ACC ist ein seltener Tumor, der einen Anteil von ca. 0,1% aller Mammakarzinome ausmacht.
Histologisch entsprechen diese Tumoren denen der Speicheldriise (Hamper et al. 1990; Kasami et al.
1998; Holst et al. 1999; Trendell-Smith et al. 1999; Shin and Rosen 2002; Marchio et al. 2010;
Wetterskog et al. 2012). Bei niedrig-malignem Potenzial stellt sich das ACC makroskopisch als zu-
meist scharf begrenzter Tumor von 0,7 bis 12 cm GroRe dar. Die mikroskopische Ausbreitung ist oft-
mals groRer, als die makroskopisch sichtbare L&sion. Drei verschiedene Wachstumsmuster werden
beim ACC beschrieben: cribriform, trabekulér-tubulér oder solide. Der Tumor zeigt sowohl glandulére
als auch myoepitheliale Differenzierungen. Die spindelférmigen Myoepithelzellen besitzen runde bis
ovale Zellkerne mit ein bis zwei Nukleolen, sowie einen schmalen Zytoplasmasaum. Sie bilden
globuldre Basalmembran-dhnliche Ablagerungen, aus myxoidem, teils eosinophil-hyalinem Material
(Kollagen 4). Das Kollagen 4 befindet sich in runden oder bandférmigen Pseudolumina, um welche
sich das Myoepithel formatiert (Pia-Foschini et al. 2003). Die gré3eren glanduléren Zellen, mit runden
Kernen und breitem, eosinophilem Zytoplasmasaum, umgeben die Drisenlumina, in welchen sich
PAS-positives mukoides Material befindet. Das Stroma kann locker, desmoplastisch, myxoid und
lipomatds sein (Ellis et al. 2003). Im Vergleich zu den adenoid-zystischen Karzinomen der Speichel-
driisen kommen sebazdse und squamése Metaplasien bei denen der Mamma haufiger, perineurale

Ausbreitungsformen jedoch seltener vor (Tavassoli und Norris 1986).

1.4.4 Syringomatdser Tumor der Mamille

Der syringomatdse Tumor, oder Syringom, ist ein periareolar wachsender Tumor von 1,5 bis 8 cm
GroRe. (Slaughter et al. 1992; Biernat and Jablkowski 2000; Rosen 2009; Carter and Dyess 2004; Ku
et al. 2004; Oo and Xiao 2009). Trotz invasiven Wachstums zeigt er keine Metastasierung.

In der Histologie des Tumors finden sich kurze trabekulare, tubulére, teils kleinlumige und komma-
formige Zellverbande neben winzigen soliden Tumorzellnestern, in einem Fibromatose-dhnlichen
Stroma. Innerhalb der (berwiegend basalzelligen Verbdnde kommt es zu fokalen glanduldren und
squama@sen, selten auch zu sebazdsen Differenzierungen. Im Stroma sind ossdre und Kartilaginare
Metaplasien moglich. Aufgrund der Ahnlichkeit zu syringomatésen Tumoren der Haut wurde die The-

6



se vertreten, dass sich diese Lasionen aus den Schweisdriisengangen der Mamillenhaut entwickeln.
Nach neueren Untersuchungen dirften sie sich aber eher von Progenitorzellen der

Mamillenausfiihrungsgénge ableiten (Boecker et al. 2012).

1.4.5 Adeno-squamdéses Karzinom (AdSC)

Das adeno-squamdse Karzinom wird nach seinem Malignitatsgrad in low grade (LGAdSC) und high
grade (HGAdSC) unterteilt. Das LGAdSC &hnelt histologisch stark dem Syringom der Mamille
(Rosen and Ernsberger 1987; Van Hoeven et al. 1993; Geyer et al. 2010; Soo and Tan 2012). Es ist
jedoch im Gegensatz zum Syringom, welches in der Mamillenregion lokalisiert ist, in der Drlisenperi-
pherie zu finden. Seine GroRe betragt meist 1,5 bis 8 cm. Histologisch stellt sich in der Regel ein ba-
salzelliger Tumor mit teils glandulérer, teil squamdser Differenzierung dar (Foschini and Krausz

2010). Ossdre und kartilagindre Metaplasien sind méglich (Tavassoli und Devilee 2003).

Das hochmaligne HGAdSC weist im Gegensatz zum LGAdSC deutliche Malignitatskriterien auf (Lee
et al. 1999). Neben polymorphen Zellverbanden und desmoplastischen Stromareaktionen sind Invasi-

on und Metastasierungsfahigkeit charakteristisch.

1.4.6 Mukoepidermoidkarzinom (MEC)

Das Mukoepidermoidkarzinom stellt einen der haufigsten malignen Tumoren der Speicheldriise dar,
der in der Brustdriise extrem selten vorkommt (Dardick et al. 1990; Di Tommaso et al. 2004; Luna
2006; Weinreb et al. 2009; Garcia et al. 2011). In der Literatur wird allerding von einigen Autoren das
MEC héufig mit dem adeno-squamdsen Karzinom gleichgestellt. So verwendet beispielsweise
Tavassoli (1999) die beiden Begriffe synonym. Histologisch prasentiert der Tumor basaloide,
epidermoide und squamose, sowie per definitionem muzinds differenzierte Zellen, die sich nest- und
ballenférmig formatieren. Daneben finden sich zahlreiche Zysten, welche mit einem muzinésen Mate-
rial ausgefullt sind und teilweise mehr als 50% des Tumorvolumens ausmachen. Das gut differenzierte
MEC ist meist scharf begrenzt und Uberwiegend zystisch strukturiert, das schlecht differenzierte im-

poniert hingegen eher solide und unscharf in der Begrenzung (Di Tommaso et al. 2004).

1.4.7 Plattenepithelkarzinom (PEC)

Das in der Brustdrise selten vorkommende Plattenepithelkarzinom stellt sich in der Regel als herd-
formiger Tumor mit plattenepithelialer Differenzierung dar. Haufig liegen zystische Degenerationen
vor, Nekrosen und Einblutungen sind mdglich. Die Tumorzellen sind meist gut differenziert und kdn-

nen partiell oder komplett spindelzellig vorliegen (Tavassoli und Devilee 2003).



1.4.8 Basalzelladenom (BCA)

Basalzelladenome sind seltene, benigne Tumoren. Sie werden durch uniforme Basalzellen, welche sich
scharf vom umgebenden Stroma abgrenzen, charakterisiert. Die epithelialen Strukturen werden héufig
durch eine eosinophile, hyaline basalmembranartige Membran begrenzt. Im Tumor finden sich
papillare sowie trabekuldre Strukturen, glanduldre, myoepitheliale und z.T. auch plattenepitheliale
Differenzierungen kénnen vorkommen (Bécker und Kettritz 2006). Das BCA der Brust ist extrem
selten und wurde bisher nicht in der Literatur beschrieben. Im Rahmen dieser Studie konnten wir je-

weils einen Fall von BCA der Mamma bzw. der Speicheldriise untersuchen.

1.5 Progenitorzellkonzept

Progenitor cell
(Ck5/14+)

Myoepithelial cell lineage Glandular cell lineage
\L

° intermediate interriediata

imyoepithielial myoepithelial cell glandular cell

cell glandular lactating
cell cell
Ck5/14
p 63
sm-actin, calponin CK 8/18
- << >

Abb. 1: Das Progenitorzellkonzept. Aus: Preneoplasia of the Breast: A New Conceptual Approach to Prolifera-
tive Breast Disease. Bocker W. Saunders W B Co. 08/2006: 5. Die durch Keratin K5/14 charakterisierten
Progenitorzellen differenzieren sich Uber dual-exprimierende intermediédre Zellen entweder zu ausgereiften
glanduléren Zellen (K8/18 - hier rot) oder zu reifen myoepithelialen Zellen (sm-actin, calponin — hier grun).

Sowohl die epitheliale Regeneration des normalen Mammagewebes, als auch die Differenzierung der
benignen und malignen epithelialen proliferativen Erkrankungen basieren nach neuestem Erkenntnis-
stand auf sogenannten Progenitorzellen. Die Progenitorzelle stellt eine somatische Stammzelle
(Progenitor- oder Ursprungszelle) des Epithels dar, die sich sowohl in glanduldre, als auch in
myoepitheliale Richtung ausdifferenzieren kann. Sie exprimiert die Zytokeratine K5 und K14, sowie
den Stammzellmarker p63. Ihr Differenzierungsprozel’ vollzieht sich tber die Intermediérzellen. Diese
enthalten neben K5/14 bereits die fiir die jeweilige Zelllinie spezifischen Antigene, ndmlich Keratin
K8/18 auf glandulédrer und SMA auf myoeptihelialer Seite. Die terminalen myoepithelialen Zellen, die

eher selten vorkommen, exprimieren schlielich nur noch SMA.



Das Bild der luminalen Zellschicht wird in der Gangstruktur von Progenitorzellen und intermediaren
glanduldren Zellen geprégt. Dazwischen liegen ausgereifte glandulére Zellen. In der basalen Zell-
schicht dominieren intermedidre, neben den seltener vorkommenden reifen Myoepithelzellen. Die
TDLEs enthalten in unterschiedlichem Ausmal intermedidre bzw. glandulére Zellen, dagegen keine

oder nur wenige Progenitorzellen (Boecker 2006).

1.6 Zielsetzung

Tumoren vom Speicheldriisentyp kommen per Definitionem sowohl in den Speicheldriisen, als auch in
der Brustdrise vor (Pia-Foschini et al. 2003). Da sie zu den selteneren Léasionen der Mamma gehoren,
ist bisher wenig Uber ihre Histogenese bekannt. In dieser Studie soll der zellulare Aufbau der Tumoren
untersucht und mit den Subtypen des Mamma- und Speicheldriisenepithels verglichen werden. Als
Methode der Wahl wird eine Mehrfach-Immunfluoreszenz-Methode (is-TIF) eingesetzt, mit dem Ziel,
das Expressionsmuster basaler Keratine K5/14, glandulérer Keratine K8/18 und des plattenepithelialen
Keratins K10, sowie schlieBlich von sm-Aktin, als myoepithelialen Marker und von Vimentin, als

mesenchymalen Marker, in den Tumorzellen zu analysieren.

\Von den Ergebnissen erwarten wir Aufschllsse tber die zelluldren Differenzierungswege in den Tu-

moren und mogliche Ruckschlisse auf die Entstehung dieser Tumoren.

2 Material und Methode

2.1 Material und Untersuchungsaufbau

Durchgefiihrt wurde diese Studie anhand von archiviertem Material des Gerhard-Domagk-Instituts fir

Pathologie des Universitatsklinikums Munster, sowie des Hamburger Speicheldriisenregisters.

Ausgewdhlt wurden die zu untersuchenden Falle anhand von HE-Schnittpraparaten. Die Gewebepro-
ben lagen als Paraffinblécke vor. Es wurden insgesamt 38 Patienten in die Studie eingeschlossen. Bei
27 Fallen handelt es sich um Lésionen der Mamma, bei elf Féllen handelt es sich um Speicheldriisen-

tumoren (siehe Tabelle 1 und 2).



Tabelle 1 a. Material: Lasionen der Mamma.

Mamma

PA

AMT

BCA

ACC

PEC

Syringom

Fall
33426/04

27718/08

36373/07

15233/08

3406/06

35641/06

18251/08

26285/08

P10/1438

17086/05

17441/07

6465/02

30307/03

31072/05

23492/07

32924/05

32927/05

26887/03

Geschl.
Weiblich

Weiblich

Weiblich

Weiblich

Weiblich

Weiblich

Weiblich

Weiblich

Weiblich

Weiblich

Weiblich

Weiblich

Weiblich

Weiblich

Weiblich

Weiblich

Weiblich

Weiblich

Geb.

1933

1943

1939

1952

1958

1942

1980

1959

1949

1980

Diagnose, Bemerkungen

Pleomorphes Adenom
Pleomorphes Adenom
Pleomorphes Adenom

Adenomyothelialer Tumor, benigne, duktale
Hyperplasie

Adenomyotheliales Karzinom, maligne
Basalzelladenom

Adenoid-zystisches Karzinom
Adenoid-zystisches Karzinom
Adenoid-zystisches Karzinom
Plattenepithelkarzinom
Plattenepithelkarzinom
Plattenepithelkarzinom, + DCIS
Syringom der Mamille

Syringom der Mamille

Syringom der Mamille

Syringom der Mamille, sklerosierende Adenose
Syringom der Mamille

Syringom der Mamille
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Tabelle 1 b. Material: Lasionen der Mamma.

Adeno- 25946/04
squama@ses

Karzinom | P09/1133

19880/06
1161/03
21952/08

24437/05

9534/07

M10/5462

A08/20538

Weiblich
Weiblich

Weiblich

Weiblich

Weiblich

Weiblich

Weiblich

Weiblich

Weiblich

1933
1953

1949

1953

1951

1939

1934

Tabelle 2. Material: Lasionen der Speicheldrise.

Speicheldrise | Fall

PA P09/1003
P09/1706
P09/2150
G10/3553
G10/3285
EMC P10/308
P10/914
BCA PO7/754
ACC 6153/06
P10/115
MEC P10/285

Geschl.

Mannlich

Mannlich

Weiblich

Mannlich

Mannlich

Mannlich

Mannlich

Weiblich

Mannlich

Mannlich

Low grade adeno-squamdses Karzinom

Low grade adeno-squamdses Karzinom
Low grade adeno-squamdses Karzinom
Low grade adeno-squamoses Karzinom
Low grade adeno-squamdses Karzinom

High grade adeno-squamédses Karzinom, G3,
DCIS

High grade adeno-squamdses Karzinom, G2

High grade adeno-squamodses Karzinom, G3,
DCIS

High grade adeno-squamdses Karzinom

Geboren | Diagnose, Bemerkungen

1964

1954

1983

1956

1935

1943

1932

1938

1942

1961

Pleomorphes Adenom, Gl. parotis, Rezidiv
Pleomorphes Adenom, GI. submandibularis
Pleomorphes Adenom, Gaumen
Pleomorphes Adenom, Gl. parotis
Pleomorphes Adenom, GlI. parotis

Epithelial-myotheliales Karzinom, Nasen-
haupthohle

Epithelial-myotheliales ~ Karzinom, Gl.
parotis

Basalzelladenom, Gl. parotis

Adenoid-zystisches  Karzinom,  Mund-
schleimhaut

Adenoid-zystisches Karzinom, Vestibulum
Sinus maxillaris, neurale Invasion

Mukoepidermoidkarzinom, Gl. parotis, G3,
angioinvasiv, DCIS
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2.2 Methode
2.2.1 Schnittherstellung

4um dinne Schnitte wurden mit dem Rotationsmikrotom (Micron, Walldorf, Deutschland) hergestellt,

in ein auf 55°C erhitztes Wasserbad zur Schnittstreckung tberfihrt und anschlieend auf Objekttrager
(UltraFrost, Langenbrinck, Deutschland) aufgezogen. Die Trocknung erfolgte im Trockenschrank bei
56°C. Des Weiteren wurde das zur Fixierung verwendete Paraffin aus den Schnitten herausgeldst.
Dazu wurden die Objekttrager zunéchst fur zweimal fiinf Minuten in ein Xylolbad eingetaucht und
anschlielend in Alkoholtauchbadern mit Konzentrationen von 99% (zweimal finf Minuten) und 95%
(drei Minuten) rehydriert. Zur Entfernung des Alkohols wurden die Schnitte abschlieend fiinf Minu-

ten in destilliertem Wasser geschwenkt.

2.2.2 Antigendemaskierung

Die Immunfluoreszenz beruht auf dem Prinzip der Antigen-Antikorperreaktion. Antikorper binden
hierbei spezifisch an die zu untersuchenden Proteinstrukturen des Zielgewebes. Durch die Fixation
und Einbettung der Gewebeproben in Paraffin kann es zur Maskierung spezifischer Epitope der Prote-
inmakromolekiile kommen, somit verandert sich die Antigenitdt der Proben. Fur ein unverfalschtes
Farbemuster ist eine Renaturierung der Gewebeproben notwendig. Durch die Hochtemperaturerhit-
zungsmethode kommt es zur Antigendemaskierung und folglich zu einer Verbesserung der
immunzytochemischen Signale (Buchwalow et al. 2006). Die Schnitte werden also vor der Immunflu-
oreszenzfarbung vorbehandelt. Hierzu werden die Objekttrager zunachst in eine Glasklivette mit 10-
mM-Citratpuffer mit einem pH-Wert von 6,0 gestellt. Anschliefend kommt die Glaskiivette mit den
Schnitten fir 35 Minuten in einen Dampfgarer (Braun, Deutschland), der das Gewebe auf 90°-110°
erhitzt. Danach werden die Schnitte fUr einige Minuten durch Wasserklhlung auf Raumtemperatur
abgekuhlt. Durch Umfahren des gewebehaltigen Bereiches des Objekttragers mit dem DAKO Pap-
Pen, wird das Austreten von Flissigkeit bei der spateren Farbung verhindert und der fur die Immun-

fluoreszenzférbung wichtige Bereich gekennzeichnet.
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Die Vorbehandlung aller Schnitte wurde nach folgendem Schema durchgefiihrt:

1. Entparaffinieren der Schnitte in Xylol (2x 5 min)

2. Rehydratisierung in 100% Ethanol (2x 5 min), anschlieBend in 95% Ethanol (1x 3 min)

3. \olistandige Alkoholentfernung durch Spilen in destilliertem Wasser

4. Antigendemaskierung:

a) Spulung der Schnitte in Citratpuffer (pH 6,0)

b) Erhitzung im Steamer fiir 35 min auf zirka 95°C
C) Abkihlung auf Raumtemperatur im Wasserbad
d) Umfahren des Gewebes mit dem Dako Pap-Pen

2.2.3 Antikorper

Nachfolgend sind die in dieser Studie verwendeten Antikdrper aufgelistet (Tabelle 3).

Tabelle 3. Primarantikdrper

Immunogen | Art Verdinnung Klon | Isotyp | Firma

K 5/6 monoklonal, 1:50 IgG1 Dako
Maus

K5 polyklonal, 1:100 1gG3 Medac
Kaninchen

K 14 monoklonal, 1:300 1gG3 Dianova
Maus

K 8/18 monoklonal, 1:50 5D3 IgG1 SIGMA
Maus

K 18-FITC monoklonal, 1:25 CY-90 | 1gG2 SIGMA
Maus; FITC-
konjugiert

SMA polyklonal, 1:200 Abcam
Kaninchen

K 10 monoklonal, | 1:50 DE- IgG1l Dako
Maus K10

Vimentin monoklonal, 1:100 V9 IgG1 Dako
Maus

13



Tabelle 4. Sekundéarantikdrper

Antikorper Fluorochrom/Farbe Verdinnung Firma

Ziege-anti- Cy3/rot 1:200 Dianova

Maus (GAM)

geg. IgG

Ziege-anti- Alexa-Fluor-647 / pink 1:200 Invitrogen

Kaninchen

(GAR)  geg.

1gG

Ziege-anti- Cy3/rot 1:200 Dianova

Kaninchen

(GAR)  geg.

19G

Ziege-anti- Alexa Fluor ® 488 / griin | 1:100 Molecular

Maus (GAM) Probes

Ratte-anti- 1:25 Pharmingen

Maus (RAM)

biotinyliert

1gG3

Streptavidin | Alexa Fluor 488 / griin 1:200 Molecular
Probes

Streptavin Dylight 549 1:50 Dianova

2.2.4 Antigennachweis in der Immunfluoreszenztechnik

Bei der multiplen Immunfluoreszenzmarkierung ist es méglich, verschiedene Antigene in ein und der-
selben Zelle zeitgleich darzustellen. Dabei kdnnen sich die Antigene sogar im gleichen Zellkomparti-
ment befinden (Buchwalow et al. 2006). Zur Detektion der Antigene in Schnittpraparaten gibt es zwei

grundlegende Techniken, die als direkte und indirekte Methode bezeichnet werden.

Bei der direkten Methode wird ein Antikorper in nur einem Farbeschritt mit einem Marker (z.B. Fluo-
rophor) inkubiert. Dieser konjugierte Antikorper bindet direkt an das gesuchte Antigen im Schnitt, was

fluoreszenzmikroskopisch sichtbar wird.

Bei der indirekten Methode wird hingegen zunéchst ein unkonjugierter Primérantikdrper auf den
Schnitt aufgetragen. Dieser bindet an das entsprechende Antigen. In einem zweiten Schritt wird ein
bereits fluorophor-markierter Sekundérantikorper, der sich gegen den Primarantikorper richtet, hinzu-
gefugt. Der entstehende Antigen-Antikdrperkomplex kann auch hier mit dem Fluoreszenzmikroskop

visualisiert werden (Buchwalow und Bécker 2010).
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Abb.2: Direkte (1.) und indirekte (r.) Immunfluoreszenztechnik. Aus: Immunhistochemistry: Basics and Methods.
Buchwalow und Bdécker. 2010.

Bei den Versuchen wurden simultan die direkte Methodik fiir die Keratine K8/18 und die indirekte

Technik flr Antikorper gegen K5/6 und SMA verwendet.

Besondere Aufmerksamkeit musste bei den Dreifachmarkierungen auf die Auswahl der verwendeten
Antikorper gelegt werden, um Kreuzreaktionen der Primérantikorper der ersten Stufe mit Sekundéran-
tikbrpern der zweiten Stufe zu vermeiden. Daher wurden bei der indirekten Farbetechnik immer Pri-
maérantikdrper aus zwei verschiedenen Tierspezies, dem Kaninchen und der Maus, verwendet. Die
Sekundérantikdrper stammten beide aus der Ziege und waren gegen die spezifische Tierspezies des
Primé&rantikorpers unterschiedlich konjugiert. So kamen Sekundéarantikdrper der Kombinationen Goat

anti Rabbit und Goat anti Mouse zum Einsatz.

2.2.5 Farbemethodik

Als grundlegende Immunfarbung dieser Arbeit ist eine Triplefarbung, bestehend aus den markierten
Antikorpern gegen die Zytokeratine K5 und K8/18, sowie gegen SMA anzusehen. Da die verschiede-
nen L&sionen zum Teil in unterschiedliche Zelllinien differenzieren, wurden darlber hinaus auch ande-
re linienspezifische Antikdrper angewendet. Hierbei ist vor allem der Nachweis des mesenchymalen
Markers Vimentin und des squamdsen Markers Keratin 10 zu nennen. Neben den Triplefarbungen

wurden auch Doppelfarbungen durchgefihrt.

Die Losungen der Primar- und Sekundarantikérper wurden entsprechend den Bestimmungen mit PBS-

Puffer auf die gewiinschte Konzentration verdinnt. Die fur die jeweiligen Antikdrper verwendeten
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Konzentrationen sind den oben aufgefiihrten Tabellen (Primar- und Sekundarantikdrper) zu entneh-

men.

Samtliche Falle wurden anhand von Hamatoxylin-Eosin-Farbungen untersucht. Diese Standardfarbe-

methode dient der grundsatzlichen histologischen Beurteilung der Praparate und wird mit Hilfe eines

Farbeautomaten durchgefiihrt (Tissue Stainer COT 20 der Firma medite).

Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Folgende Arbeitsschritte laufen im Automaten ab:

Xylol 4x 1,15 min
99% Ethanol 2x 1,15 min
70% Ethanol 1x 1,15 min
Aqua dest. 1x 1,15 min

1.
2
3
4
5. Hé&matoxylin nach Meyer 4x 1,15 min
6. FlieBend wassern 2x 1,15 min
7. Eosinlosung 2x 1,15 min
8. Aqgua dest. 1x 1,15 min
9. 70% Ethanol 1x 1,15 min
10. 99% Ethanol 3x 1,15 min

11. Xylol 2x 1,15 min

Zusammensetzung der Ldsungen:

Tabelle 5. Eosinlésung

Reagenz Menge
Eosin-Stammldsung (10 g Eosin auf 1000 ml 100 ml
70%igem Ethanol)

70%iges Ethanol 500 ml
Eisessig 0,2 ml
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Tabelle 6. Hamatoxylin nach Meyer

Reagenz Menge Bemerkungen
Hamatoxylin 49 in ca. 3000 ml Aqua dest.
I6sen
Natriumjodat 0,8¢g unter Erwdrmen zugeben
Aluminium-Kaliumsulfat 2009 unter Erwarmen zugeben
Chloralhydrat 200g unter Erwédrmen zugeben
krist. Citronensaure 49 unter Erwarmen zugeben
Aqua dest. auf 4000 ml auffillen

\Von den geférbten Préparaten wurden nach lichtmikroskopischer Begutachtung Fotos erstellt.

Geeignete Falle wurden anschlieBend mit den Immunfluoreszenzldsungen geférbt. Als Standardfar-
bung diente hier eine Triplefarbung mit Darstellung der basalen Keratine K5/6, der luminalen Keratine

K8/18, sowie des myoepithelialen markers SMA.

Im ersten Férbeschritt wurden hierbei die Schnitte Gber Nacht bei Raumtemperatur mit den Priméran-
tikdrpern gegen K 5 und gegen K 8/18 inkubiert. Nach ausgiebigem Spilen mit PBS-Puffer fir drei-
mal fiinf Minuten wurden die spezifischen, mit Fluorophoren konjugierten Sekundarantikérper aufge-
tragen. Nach einstlindiger Inkubation wurde auch hier wieder fur dreimal funf Minuten mit PBS-

Puffer gewaschen.

Als zweite Farbestufe folgte der Nachweis von SMA. Die Schnitte wurden hierfur zundchst fur 15
Minuten mit 10% Rabbit-Serum behandelt. Es folgte die einstindige Inkubation mit einem
biotinilierten Primarantikdrper gegen SMA, sowie die anschlieende Waschung mit PBS-Puffer fur
dreimal finf Minuten. In einem weiteren Farbeschritt wurde der fluorophorkonjugierte Sekundaranti-
korper aufgetragen. Nach 30 Minuten wurde erneut dreimal mit PBS-Puffer gewaschen.

Fur die folgende Kerngegenfarbung wurden die Schnitte fiir 20 Sekunden mit 1:10000 PBS-

verdinntem DAPI inkubiert. Auch hiernach wurde wieder dreimal finf Minuten lang mit PBS gespilt.

Im letzten Schritt wurde, zur Fixierung der Schnitte, 4% Formalinlosung fur drei bis finf Minuten

aufgetragen. Es folgten drei letzte Spulungen mit PBS-Puffer.

Zur Eindeckung der Schnitte wurde Vecktashield (Linaris, Deutschland) verwendet, wovon jeweils

zwei Tropfen pro Schnitt mit einem Deckgléschen (Langenbrinck, Deutschland) abgedeckt wurden.
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Als Grundlage fiir alle Farbereihen diente folgendes Basisprotokoll:

Immunmarkierung

1. Primarantikorper:
Anti-CK5 (Rabbit polyclonal, 1:100) + Anti-Ck8/18 (Mouse IgG1, 1:50)
Uber Nacht (+ 2Std) bei Raumtemperatur

2. PBS-Puffer 3x 5 min

Sekundérantikorper:
Alexa-Fluor-647-Goat-anti-Rabbit I1gG (1:100) + Alexa-Fluor-488-GAM IgG (1:100)
1Std

PBS-Puffer 3x 5 min
10% Rabbit-Serum 15 min

Primérantikorper:
Anti-SMA-biotin (1:7) 1Std

PBS-Puffer 3x 5 min

Sekundérantikorper:
Streptavin DyLight 549 conjugate (1:50) 30 min

9. PBS-Puffer 3x 5 min

10. Kerngegenfarbung:
DAPI (1:10000 auf 5ug/ml mit PBS verdlnnt) 20 sek

11. PBS-Puffer 3x 5 min

12. Fixierung:
4% Formalinlésung 3-5 min

13. PBS-Puffer 3x 5 min

14. Eindeckung:
2 Tropfen Vecktashield + Deckgléschen

2.3 Auswertung der Immunfluoreszenzschnitte

Die Analyse der Immunfluoreszenzpraparate erfolgte mit dem Axio Imager (Zeiss, Deutschland).
Hierbei handelt es sich um ein modulares Hellfeld- und Fluoreszenzmikroskop mit Netzwerkanbin-
dung und integrierter Digitalkamera (Axio Cam HR, Zeiss, Deutschland). Zur Darstellung der Fluo-
reszenzfarbstoffe besitzt das Mikroskop vier unterschiedliche Filteransatze. Die Exzitations- und
Emissionsrate bestimmt hierbei die jeweilige Spezifitét fir das verwendete Fluorophor. Fiir die Dar-

stellung werden folgende Filteranséatze verwendet:

e Filteransatz zur Visualisierung von DAPI, 358nm Exzitation und 461nm Emission

o Filteransatz zur Visualisierung von FITC, 490nm Exzitation und 520nm Emission

e Filteransatz zur Visualisierung von Alexa 647, 650nm Exzitation und 668nm Emission

o Filteransatz zur Visualisierung von Cy3, 552nm Exzitation und 565nm Emission
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Angeschlossen wurde das Mikroskop an einen Windows XP Professional-basierten Computer. Zur
Erstellung der Fotos und der abschlieBenden Auswertung wurde die AxioVision-Software (Zeiss,
Deutschland) verwendet. Mithilfe dieser Software ist es dem Untersuchenden moglich, bei der Live-
Betrachtung des Prdparates die vier unterschiedlichen Filteransatze getrennt zu beurteilen und an-
schlieRend Kombinationsbilder der verschiedenen Fluorophore mit der Digitalkamera zu erstellen.
Zusatzlich kann jedes Fluorophor auch einzeln dargestellt und als Digitalfoto abgespeichert werden.
Nach einer anfanglichen mikroskopischen Beurteilung einer jeden Férbung, wurden die Schnitte zu-
nachst mit dem 10x Objektiv begutachtet, um ein grobes Verteilungsmuster der Antigene abschatzen
zu konnen. Anschlielend wurde jedes Praparat méanderférmig mit dem 20x Objektiv untersucht und
geeignete Bereiche mit der Digitalkamera aufgenommen. In einigen Fallen wurde eine 40-fache Ver-
groRerung gewdhlt, da so die Expression der spezifischen Antigene in den Zellen besser dargestellt

werden konnte.

Fur die Auswertung wurden Vergleichsbilder hergestellt. AxioVision bietet hier die Mdglichkeit, das
Kompositionsbild und die Darstellung von einzelnen Antigenen nebeneinander zu stellen. So kann

jede einzelne Zelle auf ihre Antigenexpression hin untersucht werden.

2.4 Quantitative Real Time -Polymerase Chain Reaction

Umschriebene Areale von Tumorgewebe wurden manuell mikrodisseziert. Fir die Extraktion der RNA
vom mikrodissezierten Gewebe wurde das RNeasy FFPE kit (Qiagen, Germany) verwandt. mRNA flr
Keratine K5, K14, K7, K8, K18 und K10, sowie ACTA2 (alpha 2 smooth muscle actin) wurden mit
Hilfe des OneStep RT-PCR kit (Qiagen, Germany) revers transskribiert und amplifiziert. Die RNA-
Expression wurde quantifiziert mittels der real time fluorescence detection of amplified cDNA (ABI
life technologies StepOne® system) unter Verwendung von MGB-Proben. Die Gen-Expressionen
wurden gemittelt zwischen zwei absoluten Messergebnissen (gene of interest / HPRT endogenous

reference).

3 Ergebnisse

Die Anteile der Antigen-positiven Zellen wurden in Prozent abgeschatzt, wobei Werte von oder unter 5

% als negativ gedeutet wurden. Folgende Einteilung liegt zugrunde:

- <5% = negativ
+ >5% - 20 %
++  >20%-50%

+++ >50%
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Die Immunfluoreszenzfarbungen werden im Folgenden zur Vereinfachung als isTIF (in-situ Triple-

Immunfluorescence) bezeichnet.

3.1 Pleomorphes Adenom (PA)

3.1.1 Pleomorphes Adenom der Mamma

Drei Félle von pleomorphen Adenomen der Mamma wurden untersucht. Es konnten Differenzierungen
der Tumorzellen in glandulére, myoepitheliale, plattenepitheliale und mesenchymale Richtung beo-
bachtet werden. Die iberwiegende Anzahl der Zellen zeigt eine Ko-Expression von Keratin K5/6 und
einem der anderen linienspezifischen Marker. Daruber hinaus wurden auch rein K5/6-positive Zellen
gefunden, welche sich meist in kleinen Nestern formatieren. In den Fallen 33426/04 und 36373/07

sind mit 90% bzw. 80% nahezu alle neoplastischen Zellen K5/6-positiv.

Glanduldre (K8/18) und myotheliale (SMA) Marker sind in maRigem Umfang in allen Fallen nach-
weisbar. Es sind sowohl in Differenzierung befindliche, als auch ausgereifte linienspezifische Zellen

zu beobachten. Letztere zeichnen sich dadurch aus, dass sie Keratin K5/6 bereits herunter reguliert

haben und allein Keratin K8/18, SMA bzw. Vimentin exprimieren.

Abb. 3. Pleomorphes Adenom der Mamma. Die H/E-Farbung zeigt die typische chondromyxoide Matrix des
Tumors. Im rechten Bildanteil ist normales Mammagewebe zu erkennen.
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Abb. 4. Pleomorphes Adenom der Mamma. isTIF: K5 rot; K7 griin; SMA pink; Es zeigen sich ausschlieBlich K5
exprimierende Progenitorzellen (Stern), ausgereifte glandulére Zellen (kleiner Pfeil) mit Expression von K7,
sowie intermediare Zellen mit Expression von zum einen K5 und K7 (grofer Pfeil), zum anderen K5 und SMA
(doppelter Pfeil).

Abb. 5. Pleomorphes Adenom der Mamma. isTIF: K5 rot; K7 griin; SMA pink; Reine Progenitorzellen mit allei-
niger K5-Expression (Stern), ausgereifte glandulére Zellen mit ausschlieBlicher K7-Expression (kleiner Pfeil),
intermediare glandulare (grofRer Pfeil), sowie intermedidre myotheliale Zellen (doppelter Pfeil).
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Abb. 6. Pleomorphes Adenom der Mamma. isTIF: K14 griin; Vimentin rot; Es zeigen sich sowohl
Progenitorzellen (groRRer Pfeil), als auch intermediére (gekreuzter Pfeil) und rein chondroide Zellen, mit alleini-
ger Vimentin-Expression (doppelter Pfeil).

Tabelle 7. Pleomorphes Adenom der Mamma

Fall K5/6 | K8/18 | K10 | SMA | Anmerkung
Pleomorphes | 33426/04 | +++ | + + + Chondroide Matrix, plattenepitheliale
Adenom Metaplasie, P63 +++
Vimentin +++
27718/08 ++ ++ - +
36373/07 +++ | ++ - ++ Myxoide, chondroosteoide Matrix

Vimentin +

3.1.2 Pleomorphes Adenom der Speicheldrise

Es wurden funf Falle von pleomorphen Adenomen der Speicheldriise untersucht. Die Patienten waren
im Alter von 26 bis 75 Jahren. Das Durchschnittsalter betrug 51 Jahre. Vier von finf Patienten waren
mannlich. In allen finf Fallen liegt eine deutliche Expression von K5/6 vor. Dabei weisen in zwei
Fallen (P09/1003; P09/1706), mit ca. 90% Positivitat, nahezu alle Tumorzellen diese basalen Keratine

auf. Die Tumoren sind myoepithelzellreich, was sich in der vermehrten SMA-Expression wiederspie-
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gelt (ca.40%). Die anderen drei Falle (P09/2150; G10/3553; G10/3285) &hneln sich in ihrer Keratin
K5/6- (ca.30-50%), sowie in ihrer eher makigen SMA-Expression (ca. 15%). Es handelt sich bei ihnen
um zwei klassische, pleomorphe Adenome der Parotis, sowie um ein pleomorphes Adenom des Gau-

mens.

Glanduldre Keratine werden in drei der Falle (P09/1706; P09/2150; G10/3285) mit ca. 60% deutlich
exprimiert. Morphologisch zeigen sich hier dazu passend in der konventionellen H/E-Férbung viele
drisige Zellverbénde. Diese sind ebenfalls im Fall G10/3553 zu sehen, obgleich hier die K8/18-
Expression mit ca. 20% verhédltnisméRig gering ist. Der Fall P09/1003 zeigt ein berwiegend
basalzelliges Zellbild, wobei die glanduldren Keratine nur fokal (ca. 5%) zu finden sind.

Vimentin ist in allen untersuchten Fallen mit 30-40% etwa gleich stark ausgepragt und verdeutlicht die
teilweise chondroide Differenzierung der pleomorphen Adenome. Es sind sowohl Mesenchymzellen
mit reiner Vimentin-Expression, als auch mit Ko-Expression von Vimentin und K5/6 zu finden. Kera-

tin K10 ist in vier Fallen negativ. Lediglich Fall G10/3285 zeigt eine fokale (ca. 10%) Expression.

Abb. 7. Pleomorphes Adenom der Speicheldrise. H/E-Férbung mit epithelialen und myoepithelialen
Proliferaten, sowie typischer chondromyxoider Matrix des Tumors.
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Abb. 8. Pleomorphes Adenom der Speicheldrise. isTIF: K14 grin; Vimentin rot; Zu erkennen sind rein K14-
positive Progenitorzellen (groBer Pfeil), intermediére Zellen (gekreuzter Pfeil), sowie rein Vimentin-positive
Zellen (doppelter Pfeil).

a %y

Abb. 9. Pleomorphes Adenom der Speicheldrise. isTIF: K5 pink; K14 griin; K10 rot; Es zeigen sich reichlich

K5-positive Progenitorzellen (gekreuzter Pfeil), sowie wenige mit gleichzeitiger Expression von K14 (Stern). Im
Inneren des Verbandes liegt eine plattenepitheliale Differenzierung vor. Es finden sich sowohl intermediare Zel-
len mit Expression von K5 und K10 (groBer Pfeil), als auch Zellen mit reiner K10-Expression (doppelter Pfeil).
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Tabelle 8. Pleomorphes Adenom der Speicheldriise
Fall K5/6 | K8/18 | K10 | SMA | Anmerkung

Pleomorphes

Adenom P09/1003

+

++ |+ = ++ Gl. parotis, myoepithelzellreiche
Variante, fokal myxoid +
plattenepitheliale Metaplasie,
Vimentin: ++

P09/1706 +++ | +++ - ++ Gl. submandibularis
Vimentin; ++

P09/2150 +++ | +++ - + Gaumen
Vimentin: ++

G10/3553 ++ + - + GlI. parotis, chondromyxoid,
Vimentin: ++

G10/3285 ++ AFAFF A T GI. parotis, chondromyxoid,
Vimentin: ++

3.2 Adenomyoepitheliale Tumoren (AMT)

3.2.1 Adenomyoepithelialer Tumor der Mamma

Bei den adenomyoepithelialen Tumoren wurde jeweils eine maligne und eine benigne Variante unter-

sucht. In beiden Féallen handelt es sich um weibliche Patienten im Alter von 65 bzw. 67 Jahren.

Das maligne myotheliale Karzinom (3406/06) weist eine Uberwiegend myotheliale Differenzierung
auf. Mehr als 90% der Zellen exprimieren SMA, 60% K14. Die basalen Keratine K5/6 zeigen sich
hingegen nur bei ca. 5% der Tumorzellen. K8/18 ist in den Stromazellen nicht nachweisbar, die weni-

gen drlsigen Verbénde exprimieren es hingegen zu 90%.

Der zweite Fall (15233/08) stellt sich als klassischer benigner, biphasisch differenzierter AMT dar. Die
neoplastischen Zellen sind Uberwiegend Keratin K5/6-positiv (ca. 60%). Sowohl K14, als auch SMA
werden von ca. 40-50% der Zellen exprimiert, was eine nicht unerhebliche myotheliale Differenzie-
rung des Tumors verdeutlicht. Die driisigen Formationen, mit tGiberwiegend tubuldren Strukturen, wei-
sen im Vergleich zu den Gbrigen Tumorzellen nur fokal K5/6 auf. Mehr als 90% dieser Zellen

exprimieren die glandularen Keratine K8/18. Es handelt sich somit um reifes glanduléres Gewebe.
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Abb. 10. Adenomyoepithelialer Tumor der Mamma, benigne mit biphasischer Differenzierung. isTIF: K5 rot; K7
grin; SMA pink; Der Tumor weist eine Differenzierung in myotheliale und glanduldre Richtung auf. Es zeigen
sich entsprechend Intermediérzellen mit Expression von K5 und SMA (doppelter Pfeil), sowie K5- und K7-

positive Intermediérzellen (grofRer Pfeil).
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Abb. 11. Myoepitheliales Karzinom (malignes Adenomyoepitheliom) der Mamma. H/E-Farbung. Zahlreiche
spindelzellige bis polygonale Myothelzellen, dazwischen vereinzelte glandulére Strukturen.
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Tabelle 9. Adenomyoepithelialer Tumor der Mamma

Adeno-
myoepithelialer
Tumor

Fall K5/6 | K14 | K8/18 SMA Anmerkung
3406/06 + ++ | Gland: +++ | Gland: - Myoepitheliales Karzi-
Myothel: - Myothel: nom, G3, tberwiegend
AR myotheliale Differen-
zierung, Vimentin: +++
(Stroma), P63 +++
15233/08 ++ ++ | Gland: +++ | ++ AMT, benigne,
Myothel: - biphasische Differen-

zierung, P63 +++

3.2.2 Epithelial-myotheliales Karzinom der Speicheldrise

Es wurden zwei Félle von epithelial-myothelialen Karzinomen (EMC) der Speicheldriise untersucht.

In beiden Fallen handelt es sich um mannliche Patienten im Alter von 67 und 78 Jahren. Beide

Neoplasien erwiesen sich als klassische, biphasisch differenzierte EMCs. 20-40% der Tumorzellen

exprimieren die basalen Keratine K5/6, mehr als 90% SMA. Die fokalen drisigen Zellverbénde zeig-

ten keine SMA-, dagegen jedoch eine deutliche K8/18-Expression.

Abb. 12. Epithelial-myotheliales Karzinom der Speicheldriise. H/E-Farbung mit biphasischer Differenzierung,
wobei der glandulére Anteil des Tumors sich tubulér darstellt. Der myotheliale Anteil fallt durch das klare Zyto-
plasma der Zellen auf.
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Abb. 13. Epithelial-myotheliales Karzinom der Speicheldriuse. ISTIF:K5 rot; K7 griin; SMA pink; Es zeigen sich
drusige tubulare Zellverbénde mit Expression von K7, welche von SMA-positiven Myothelzellen umgeben sind.
Vor allem in der Peripherie finden sich reichlich K5-positive Progenitorzellen, sowie myotheliale
Intermedidrzellen mit Expression von K5 und SMA.

Abb. 14. Epithelial-myotheliales Karzinom der Speicheldrise. ISTIF:K5 rot; K7 griin; SMA pink; Neben
Progenitorzellen mit reiner K5-Expression (Stern), zeigen sich Intermediarzellen mit Expression von K5 und

SMA (doppelter Pfeil), bzw. K5 und K7 (groRer Pfeil), sowie glandulare Zellen mit alleiniger K7-Expression
(gestrichelter Pfeil) .
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Tabelle 10. Epithelial-myotheliales Karzinom der Speicheldriise

Fall K5/6 | K8/18 SMA Anmerkung
Epithelial- | p10/914 + Gland: +++ | Gland: - Biphasische Differenzierung,
myotheliales Myothel: +++ | myotheliale Expansion
Karzinom

P10/308 ++ Gland: +++ | Gland: - Biphasische Differenzierung

Myothel: + | Myothel: +++

3.3 Basalzelladenom (BCA)

3.3.1 Basalzelladenom der Mamma

Das Basalzelladenom ist ein extrem seltener Tumor der Mamma. Fir die Studie lag uns ein Fall vor.
Die uniformen Basalzellen des scharf umschriebenen Tumors formatieren sich Uberwiegend in
trabekulédren Zellverbénden. Dabei ist eine Schichtung von Zellen mit unterschiedlicher Proteinexpres-
sion zu beobachten. Keratin K14 Gberwiegt in den neoplastischen Zellen mit ca. 70% Positivitat deut-
lich gegeniiber Keratin K5/6 (ca. 10%). In der &uBeren Zellschicht stellt sich eine Ko-Expression von
K14 und SMA dar. In der inneren Schicht liegen wenige intermediére Zellen mit Expression von K5/6,
bzw. K14 und K8/18, sowie fokal rein glanduldre Zellen, welche nur noch Keratin K8/18 aufweisen.

In diesen Bereichen mit drisiger Differenzierung ordnen sich die Zellen in Form duktaler Lumina an.

Tabelle 11. Basalzelladenom der Mamma

Fall K5/6 | K14 K8/18 | SMA Anmerkung

Basalzell-

adenom 35641/06 + +++ ++ Myothel: pos
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Abb. 15. Basalzelladenom der Mamma. H/E-Farbung mit charakteristischen, trabekuldr angeordneten Basalzel-
len. In der rechten Bildhalfte ist normales Mammagewebe erkennbar.

Abb. 16. Basalzelladenom der Mamma. isTIF: K14 griin; SMA pink; KI8 rot;
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3.3.2 Basalzelladenom der Speicheldriise

Das BCA der Speicheldriise wurde bei einer 69 jahrigen Patientin beobachtet. Der Tumor war in der

Glandula parotis lokalisiert und enthielt zahlreiche Satellitenknoten.

Mehr als 90% der trabekuldr angeordneten neoplastischen Zellen exprimieren die basalen Keratine
K5/6. Uberwiegend in der AuBenzone des Tumors finden sich Myoepithelzellen, die zu 90% SMA
aufweisen. Die inneren Schichten aus glanduléren Zellen sind zu tGber 90% K8/18-positiv. Basal- und
Myoepithelzellen exprimieren diese glanduldren Keratine hingegen nicht. Eine Ko-Expression von

basalen Keratinen und linienspezifischen Proteinen ist hdufig zu beobachten.

Abb. 17. Basalzelladenom der Speicheldrise. isTIF: K5 griin; K7 rot; SMA pink.

Tabelle 12. Basalzelladenom der Speicheldriise

Fall K5/6 K8/18 SMA Anmerkung
Basalzell- P07/754 +++ Gland: +++ Myothel: +++
adenom Myothel: -
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3.4 Adenoid-zystisches Karzinom (ACC)

3.4.1 Adenoid-zystisches Karzinom der Mamma

Drei Félle wurden als adenoid-zystischen Karzinoms der Mamma diagnostiziert. Alle Patienten waren
weiblich und durchschnittlich 53 Jahre alt.

Ein Fall (18251/08) stellt sich tberwiegend kribriform und solide dar. Im epithelialen Anteil des Tu-
mors exprimieren mit Gber 90%, nahezu alle Zellen die basalen Keratine K5/6. Im basal-myothelialen
Anteil sind es 60%. In einem sehr dhnlichen Verhéltnis stellt sich die K5/6-Expression in den anderen
beiden Féllen dar. Auch hier zeigen sich die basalen Keratine am stérksten in den glanduléren Struktu-
ren und etwas schwacher in basal-myothelialen Bereichen. K8/18 wird in allen untersuchten Fallen
fast ausschlielich in den driisigen Verbanden exprimiert. In zwei Féllen (18251/08 und P10/1438)
sind 90% dieser Zellen K8/18-positiv.

Die basal-myothelialen Tumorzellen zeigen sich in allen drei Féllen Gberwiegend SMA-positiv, wobei
die Auspragung in einem Fall (18251/08) mit 90% deutlich hoher ist als in den anderen beiden Féllen
(ca. 50%). Aufféllig ist zudem die Anordnung dieser Zellen. Durch ihre Formation entstehen Lumina,
in welchen Basalmembran-&hnliches Material, welches Kollagen 4 enthalt, beobachtet wird. Kollagen

4 ist in allen untersuchten Neoplasien nachweisbar.

Die Anzahl von rein K5/6-positiven Zellen ist insgesamt relativ gering. Bei den meisten Zellen liegt

eine Ko-Expression von Keratin K5/6 mit Keratin K8/18 oder haufiger SMA vor.
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Abb. 18. Adenoid-zystisches Karzinom der Mamma. H/E-Farbung mit basaloiden Zellen in einem tberwiegend
kribriformen Wachstum, mit Einschluss eosinophiler, globul&rer Strukturen.

Abb. 19. Adenoid-zystisches Karzinom der Mamma. isTIF: K5 rot; K7 griin; SMA pink; Es zeigen sich
Progenitorzellen (Stern) mit reiner K5-Expression, sowie Intermediérzellen mit glandulérer Differenzierung
(groBer Pfeil) und zahlreiche Tumorzellen mit myothelialer Differenzierung (doppelter Pfeil).
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Abb. 20. Adenoid-zystisches Karzinom der Mamma. isTIF: K14 griin; SMA pink; Kollagen 4 rot; Die bandfér-
mige Ablagerung des Kollagen 4 (Sterne) an den Myoepithelzellen wird deutlich. Daneben finden sich interme-
diare Myoepithelzellen, mit Expression von K14 und SMA.

Tabelle 13. Adenoid-zystisches Karzinom der Mamma

Fall K5/6 | K8/18 SMA Anmerkung
Adenoid- 18251/08 +++ | Gland: +++ | Gland: - Kribriform + solide
zystisches Myothel: + | Myothel: Kollagen 4: pos
Karzinom 4+

26285/08 +++ | Gland: ++ | +++ Kribriform

Kollagen 4: pos
P10/1438 +++ Gland: +++ | ++ Tubular

3.4.2 Adenoid-zystisches Karzinom der Speicheldrise

Das adenoid-zystische Karzinom der Speicheldriise wurde anhand von zwei Fallen untersucht. In bei-
den Féllen lag ein Gberwiegend kribriformes Wachstumsmuster der Tumorzellen vor. Die basalen Ke-
ratine K5/6 wurden von mehr als 90% (6153/06), bzw. von ca. 70% (p10/115) der Zellen exprimiert.
Die Differenzierung findet in glanduldre, vor allem aber in myoepitheliale Richtung statt. SMA ist bei
90%, bzw. 60% der Zellen nachweisbar. K8/18 wird in einem Fall (P10/115) mit 70% stark exprimiert.
In einem weiteren Fall (6153/06) ist es mit ca. 10% hingegen nur schwach ausgepragt.

Auch in der Speicheldriise zeigt das ACC Ulberwiegend Zellen mit Ko-Expression von K5/6 und SMA,

bzw. weniger hdufig mit K8/18. Eine alleinige Keratin K5/6-Expression ist seltener zu finden.
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Abb. 21. Adenoid-zystisches Karzinom der Speicheldriise. H/E-Farbung mit kribriformen Tumoranteilen.

Abb. 22. Adenoid-zystisches Karzinom der Speicheldrise. isTIF: K5 rot; K7 griin; SMA pink; Es finden sich
sowohl reine Progenitorzellen (Stern)mit alleiniger Expression von K5, als auch Intermediarzellen. Letztere
exprimieren K5 und K7 (groRer Pfeil), bzw. K5 und SMA (doppelter Pfeil).
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Tabelle 14. Adenoid-zystisches Karzinom der Speicheldriise

Fall K5/6 | K8/18 | SMA | Anmerkung
Adenoid- 6153/06 +++ + +++ Kribriform
zystisches
Karzinom | p10/115 +H+ |+ +4+4+ Tubular-kribriform

3.5 Plattenepithelkarzinom (PEC)

Fir die Untersuchung des in der Mamma sehr selten vorkommenden Plattenepithelkarzinoms lagen
uns insgesamt drei Falle vor. In allen drei Féllen zeigt sich mit ca. 90% eine starke Expression der
basalen Keratine K5/6. Keratin K8/18 ist in nur einem der Félle (17441/07) und hier auch nur fokal zu
finden. Das plattenepitheliale Keratin K10 wird hingegen in allen untersuchten Proben, meist in herd-

formigen Zellverbanden, exprimiert. SMA war in keinem der Félle nachweisbar.

Tabelle 15. Plattenepithelkarzinom der Mamma

Fall K5/6 K8/18 K10 SMA | Anmerkung
Platten- 17086/05 +++ - + -
epithel-
karzinom | 17441/07 | +++ |+ ++ - P63 ++
6465/02 +++ - + - DCIS, K14 +, P63 +++

3.6 Syringom der Mamiille

Das Syringom der Mamille wurde in dieser Studie anhand von sechs Fallen untersucht. Es handelt sich

ausschlieRlich um weibliche Patientinnen im Alter von 25 bis 70 Jahren.

Allen untersuchten Gewebeproben gemeinsam ist die Expression der basalen Keratine K5/6 und des
Stammzellmarkers p63 in nahezu allen neoplastischen Zellen (ca. 90%). Typischer Weise formatieren
sich diese in tubuldren, trabekuldren oder kommaférmigen Verbénden. Die Differenzierung der Tu-
morzellen erfolgt sowohl in glandulére, als auch in plattenepitheliale Richtung. Fall 32927/05 weist
mit (ber 50% KZ10-positiver Zellen den groBRten Anteil an plattenepithelialer Differenzierung auf.
Morphologisch ist in dieser L&sion eine vermehrte Zystenbildung auffallig. Das glanduldre Keratin
K8/18 wird von 5% (23492/07, 32927/05, 26887/03) bis maximal 20% (31072/05, 32924/05) der Tu-

morzellen exprimiert. Oft liegen diese Zellen luminal im Zellverband und weisen eine Ko-Expression
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von basalen und glanduléren Keratinen auf. Der myoepitheliale Marker SMA ist in funf der sieben

untersuchten Falle negativ. Ein Fall (32924/05) zeigt eine méaRige Positivitét (10% der Tumorzellen),

bei gleichzeitig vorliegender, deutlich SMA-positiver sklerosierender Adenose.

Abb. 23. Syringom der Mamille. H/E-Farbung. Typische Anordnung der monomorphen Tumorzellen in runden
bis kommaférmigen Verbénden.
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Abb. 24. Syringom der Mamille. Immunhistochemische Farbung mit Darstellung von K5 in den Tumorverban-
den.
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Abb. 25. Syringom der Mamille. Immunhistochemische Farbung mit Darstellung von K10 in den Tumorverban-

Abb. 26. Syringom der Mamille. Immunhistochemische Farbung mit Darstellung von SMA im normalen Driisen-
gewebe, sowie in glatten Muskelzellen kleiner GefaRe. In den Tumorverbdnden l&sst sich kein SMA darstellen.
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Abb. 27. Syringom der Mamille. isTIF: K14 pink; K7 rot; K10 griin; Neben Progenitorzellen (Stern) mit reiner
K14-Expression, finden sich Intermediérzellen, welche K14 und K10 exprimieren (gekreuzter Pfeil) und damit
eine plattenepitheliale Differenzierung aufweisen. Im Inneren des Tumorverbandes zeigen sich zudem glandulére
Tumorzellen, welche K7 exprimieren (grof3er Pfeil).

Abb. 28. Syringom der Mamille. H/E-Féarbung, sowie isTIF:K5 pink; K18 rot; K10 griin; Es finden sich
Progenitorzellen mit Expression von K14 (Stern), sowie Intermediérzellen mit Expression von K14 und K18
(gekreuzter Pfeil), bzw. K14 und K10 (groRer Pfeil).
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Abb. 29. Syringom der Mamille. H/E-Farbung und isTIF: K5 pink; K18 rot; K10 griin; Es zeigen sich sowohl
Progenitorzellen mit K5-Expression (Stern), als auch glandulare Intermediérzellen mit K5- und K18-Expression
(groRRer Pfeil). Dartiber hinaus zeigt sich eine plattenepitheliale Differenzierung mit reiner K10-Expression (ge-
kreuzter Pfeil). Im H/E-Bild wird die verhornte Innenschicht des Tumors deutlich dargestellt.

Tabelle 16. Syringom der Mamille

Fall K5/6
Syringom | 30307/03 | +++
der
Mamille

31072/05 +++

23492/07 +++

32924/05 +++

32927/05 +++

26887/03 +++

K#8/18

K10

++

++

++

++

+++

++

SMA

SA:++

Anmerkung
P63+++
P63+++

Fibroblastische Reaktion
P63+++

Assoziierte sklerosierende
Adenose
P63+++

Viele Plattenepithelzysten
P63+++

P63++
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3.7 Adeno-squamoses Karzinom (AdSC)

Zur Untersuchung des adeno-squamdésen Karzinoms wurden in diese Studie flnf Falle der niedrigma-
lignen (low grade) und vier Falle der hochmalignen (high grade) Variante der Mamma einbezogen. Die

Gewebeproben stammen von weiblichen Patientinnen im Alter von 52 bis 74 Jahren.

Das niedrigmaligne adeno-squamdse Karzinom (LGAdSC) zeigt in allen untersuchten Féllen eine fast
vollstandige Positivitat der Tumorzellen fur basale Keratine K5/6. Die Zellen bilden tubulére, sowie
solide und teilweise kommaformige Proliferate, mit plattenepithelialer und glandulérer Differenzie-

rung.

In einem Fall (26887/03) werden sowohl K10, als auch K8/18 von 80% der Tumorzellen ko-
exprimiert. Ca. 50% der Tumorzellen weisen in zwei Fallen (19880/06 und P09/1133) eine glandulére
Differenzierung auf. Mit nur jeweils 5%, bzw. 10% K8/18-positiven Zellen, findet sich in drei Fallen
(25946/04, 1161/03 und 21952/08) eine deutlich geringere glandulére Differenzierung. Keratin K10
wird in einem Fall (25946/04) von 50% der Tumorzellen exprimiert. Die restlichen Félle zeigen einen
geringeren Anteil an plattenepithelialer Differenzierung (5% bis 15%).Auch das Bild des hochmalig-
nen adeno-squamosen Karzinoms (HGAdSC) wird von Keratin K5/6-positiven Zellen geprégt. Bei
ahnlicher Formatierung weisen die Tumorzellen hier im Gegensatz zum LGAdSC deutlich starkere
Malignitatskriterien wie Polyploidie, Kernatypien und Heterochromasie auf. Der Anteil an Zellen mit
glandulérer Differenzierung ist mit 50% bis 80% in allen untersuchten Fallen insgesamt héher als
beim LGAdSC. Aufféllig ist auRerdem das Vorliegen von ausschlieRlich K8/18-positiven Zellen, was
fur eine klonale Selektion der glanduléren Zellen spricht. Keratin K10 wird hingegen nur schwach
exprimiert (5% bis maximal 20% der Zellen), wobei Ko-Expressionen mit basalen Keratinen vor-

kommen. Eine myotheliale Differenzierung konnte nicht nachgewiesen werden.
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Abb. 30. Adeno-squaméses Karzinom der Mamma, low grade, H/E-Farbung. Es finden sich zahlreiche tubulére

Zellverbande, sowie vereinzelte kommaférmige Tumorverbande.
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Abb. 31. Adeno-squamdses Karzinom der Mamma, low grade, isTIF:K5 pink; K7 griin; K10 rot; In allen drei
Tumorkomplexen finden sich K5 exprimierende Progenitorzellen, wobei der kleinste dieser Komplexe aus-
schlieBlich aus diesen Zellen besteht. Darlber hinaus finden sich glandulére Intermediarzellen mit K5 und
K7(doppelter Pfeil), sowie plattenepitheliale Intermediérzellen mit K5 und K10 (groRer Pfeil).
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Abb. 32. Adeno-squamdses Karzinom der Mamma, low grade. isTIF:K5 pink; K7 griin; K10 rot; Neben interme-
diaren glandularen Zellen, welche K5 und K7 exprimieren (gekreuzter Pfeil), finden sich intermediare
plattenepitheliale Zellen mit K5- und K10-Expression (doppelter Pfeil) und ausdifferenzierte plattenepitheliale
Tumorzellen, welche lediglich K10 exprimieren (groRRer Pfeil).
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Abb. 33. Adeno-squamoses Karzinom der Mamma, high grade. H/E-Farbung. Uberwiegend solide wachsender
Tumor mit inniger Vermischung von NST-duktalen Elementen und plattenepithelialen Differenzierungen.
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Abb. 34. Adeno-squamdses Karzinom der Mamma, high grade. isTIF:K14 pink; K7 rot; K10 griin; Es zeigen
sich Progenitorzellen mit Expression von K14 (Stern). Daneben finden sich intermedidre plattenepitheliale Zel-
len mit K14- und K10-Expression (gekreuzter Pfeil), sowie eine intermediare glandulare Tumorzelle mit K14-

und K7-Expression (groRer Pfeil).

Tabelle 17. Adeno-squamdses Karzinom der Mamma, low grade

Fall
Adeno-
squamoses 25946/04
Karzinom
19880/06
1161/03
21952/08

K5/6

+++

+++

+++

+++

+++

K8/18

++

++

K10

+++

SMA

SA:+++

Anmerkung

Desmoplastisches Stroma
PB63+++

Infiltrierende Epitheliose
P63+++

Assoziiertes PEC, assoziiertes
Papillom, radiare Narbe, P63++

Assoziiertes Papillom
P63+++

Assoziierte sklerosierende
Adenose
P63+++
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Tabelle 18. Adeno-squamdses Karzinom der Mamma, high grade

Fall K5/6 K8/18 | K10 SMA Anmerkung
Adeno- ,
squamoses 24437/05 +++ +++ + n.d. Assozuerte_s DCIS, G3,
Karzinom desmo_plastl_sches Stroma,
Angioinvasion
high grade - -
9534/07 ++ +++ + - G2, spindelzelliges,
desmoplastisches Stroma, LK-
Metastase
M10/5462 | ++ +++ + - Assoziiertes DCIS
A08/20538 | +++ +++ + - P63++

3.8 Mukoepidermoidkarzinom (MEC)

Das Mukoepidermoidkarzinom der Speicheldrise stellt eine Art Pendant zum adeno-squamdsen Kar-
zinom der Mamma dar. Es handelt sich um eine der hdufigsten malignen Neoplasien der Speicheldri-

Se.

Die in der Studie untersuchte Gewebeprobe stammt aus der Glandula parotis eines 49 jahrigen mannli-
chen Patienten. Ein GroBteil der Tumorzellen exprimiert die basalen Keratine K5/6. Glanduldre und
plattenepitheliale Differenzierungen in Form von K8/18 und K10 sind bei jeweils 60% bzw. 5% der
Zellen nachweisbar, dabei handelt es sich meist um Intermedidrzellen, mit Ko-Expression von Keratin

K5/6. SMA wird im Tumor nicht exprimiert.
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Abb. 35. Mukoepidermoidkarzinom der Speicheldriise. isTIF:K5 pink; K7 rot; K10 grin.

Tabelle 19. Mukoepidermoidkarzinom der Speicheldriise

Fall K5/6 | K8/18 | K10 | SMA | Anmerkung

Mukoepidermoid-

karzinom P10/285 ++ ++ + - G3

3.9 qPCR Analysen

Die Expression von basalen Keratinen (K5 und K14), glanduldren Keratinen (K7, K8, K18) und epi-
dermalem squamdsen Keratin (K10) sowie SMA (ACTA2) wurden mittels quantitativer PCR in acht
Tumoren mit myoepithelialer Differenzierung analysiert. Wie in Abb. 36 dargestellt, fanden wir eine
Hochregulation von mRNA sowohl der basalen, als auch der glanduléren Keratine, in allen Tumoren
im Vergleich zu normalem Brustdrisengewebe. Dagegen fanden sich fir ACTA2 im Vergleich zu
normalem Mammagewebe geringere RNA-Werte bei den pleomorphen Adenomen. Lediglich die bei-
den untersuchten ACCs und ein AMT zeigten hohere RNA-Werte. Die Expression des squamdsen
Keratins K10 war in allen Tumoren niedrig, mit Ausnahme eines pleomorphen Adenoms, welches

auch schon in der HE-Histologie eine plattenepitheliale Differenzierung aufwies.

Wie Abb. 37 zeigt, fanden wir hochregulierte RNA-Werte der basalen Keratine, sowie teilweise auch

der glanduléren Keratine, in Mukoepidermoidkarzinomen und niedrigmalignen adeno-squamésen
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Karzinomen. Im Vergleich dazu wiesen die Plattenepithelkarzinome hohe Werte fiir basale Keratine
K5 und K14, sowie flir das squamdse Keratin K10 auf, aber sehr niedrige RNA-Werte fiir glanduldre
Keratine K7 und K8/18.

Die mMRNA-Expressionswerte unterstiitzen die immunhistochemischen Befunde dahingehend, dass die
niedrig-malignen adeno-squamésen Karzinome als auch die Mukoepidermoidkarzinome Tumoren mit
glandulérer und squamdser Differenzierung darstellen. Die RNA-Expression des squamdsen Keratins
K10 war nur in Plattenepithelkarzinomen héhergradig und in zwei Fallen von niedrigmalignen adeno-
squamdsen Karzinomen mittelgradig, im Vergleich zur Mamillen-Epidermis. Obwohl die K10-RNA-
Expression der Mukoepidermoidkarzinome &hnlich denen der niedrigmalignen adeno-squamdsen Kar-
zinome ausfiel, zeigten die Mukoepidermoidkarzinome immunhistochemisch nur vereinzelt eine K10-
Expression in einzelnen Zellen oder Zellgruppen.
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Abb. 36. gPCR: Acht Proben wurden auf ihren RNA-Gehalt hin untersucht. Allen gemeinsam ist die Hochregula-
tion von basalen (K5 oder K14) und glandularen Keratine (K7, K 8, oder K18). Im Pleomorphen Adenom zeigt
sich SMA(ACTA2) in verminderter Menge, beim Adenoid-zystischen-Karzinom ist es hingegen vermehrt. Der
Adenomyotheliale Tumor wies im Vergleich zum normalen Mammagewebe in einer Probe mehr, in der anderen
Probe weniger SMA auf. Eine Hochregulation des plattenepithelialen Keratins (K10) konnte in einer Probe des
Pleomorphen Adenoms gefunden werden.
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Abb. 37. gPCR: Sechs Tumorproben, sowie eine Probe der normalen Mamillenepidermis und eine Probe eines
normalen Brustdrisenganges wurden auf ihren RNA-Gehalt hin untersucht. Allen Tumoren gemeinsam ist die
Hochregulation von basalen Keratinen (K5 oder K14). Beziiglich der glandularen Keratine zeigt das niedrig
maligen  Adeno-squamdse  Karzinom eine vermehrte  Expression von glanduldarem K8, das
Mucoepidermoidkarzinom hingegen von glanduldarem K7 und K18. Beim Plattenepithelkarzinom findet sich
wiederum eine verminderte Expression aller glanduldren Keratine, jedoch eine Hochregulation des squamdsen
Keratin K10.
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4 Diskussion

In dieser Studie wurden Mammatumoren vom Speicheldrisentyp systematisch beziiglich ihrer zellula-
ren Differenzierung analysiert und den Tumoren der Speicheldriise gegentibergestellt. Um die zellula-
ren Differenzierungsmerkmale darzustellen, haben wir eine in-situ Triple-Immunfluoreszenz-Methode
angewendet, mit der verschiedene Proteine gleichzeitig in einer Zelle nachgewiesen werden kdnnen.
Es wurden vornehmlich die basalen Keratine K5/6 und K14, sowie die linienspezifischen glandular-
luminalen Keratine K8/18, das plattenepitheliale Keratin K10 und das myoepitheliale smooth-muscle-
actin (SMA) untersucht. Weiterhin wurden Kollagen 4 und als mesenchymaler Marker Vimentin in die
Studie einbezogen. Die Untersuchungen wurden ergénzt durch quantitative RNA-Analysen fir die
Keratine K5, K14, K7, K8, K18, K10 und fiir SMA (ACTA2). Die erarbeiteten Ergebnisse lassen sich

folgendermalien interpretieren.

Das Pleomorphe Adenom ist ein hdufiger Tumor der Speicheldrise, der selten auch in der Mamma
vorkommt (Pia-Foschini et al. 2003). Die insgesamt acht untersuchten Félle von pleomorphen Adeno-
men von Brustdriise und Speicheldriise wiesen groRe Ahnlichkeit miteinander auf. Die Tumorzellen
zeigten Differenzierungen in glanduldre, myoepitheliale, plattenepitheliale und mesenchymale Rich-
tungen. Neben der strangartigen Anordnung der epithelialen Zellen, fanden sich haufig von abluminal
ins mesenchymale Gewebe ,,ausstromende* Zellen, als charakteristisches histologisches Merkmal. Die
basalen Keratine K5/6 wurden in allen untersuchten Lasionen deutlich exprimiert - mit weitaus hohe-
ren RNA-Werten als vergleichbares normales Brustdriisengewebe. In der isTIF-Analyse fanden sich
kleine Gruppen von Progenitorzellen, welche ausschlieBlich basale Keratine K5/6 exprimierten. Von
diesen ausgehend, lieBen sich glanduldre und myoepitheliale Differenzierungen in Form von interme-
didren Zellen nachweisen, welche eine Ko-Expression von K5/6 und den entsprechenden linienspezifi-
schen Proteinen aufwiesen. K8/18 und SMA waren in allen Féllen in unterschiedlich straker Auspré-
gung nachweisbar. Auffallig war, dass intermedidre glandulére Zellen h&ufig in soliden und
gangahnlichen Tumorarealen lokalisiert waren. Hier fanden sich gleichzeitig ausgereifte glandulére
Zellen, in denen Keratin K5/6 herunter reguliert war und nur noch das glanduldre Keratin K8/18
exprimiert wurde. Eine dhnliche Entwicklungslinie zeigten die myothelialen Zellen. Intermediére Zel-
len, die sowohl basale Keratine K5/6, als auch SMA exprimierten, fanden sich ebenfalls im Bereich
der soliden Tumorareale. Reifes Myothel, ohne K5/6-Expression, jedoch mit SMA-Positivitat, war
dagegen eher im Randbereich der Zellverbénde lokalisiert. Die plattenepitheliale Differenzierung der
Tumorzellen konnte in zwei der acht Falle nachgewiesen werden. Dabei handelte es sich um jeweils
einen Fall eines PAs der Speicheldriise und der Mamma. In beiden Féllen fanden sich Zellen mit
plattenepithelialem Keratin K10 zu umschriebenen, knotenformigen Verbanden zusammengeschlos-

sen. In ihrer unmittelbaren Umgebung befanden sich K5/6-positive Progenitorzellen, sowie vereinzelte
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intermedidre squamdse Zellen, die eine Expression von K5/6 und K10 aufwiesen. Myotheliale Protei-

ne wurden von den betreffenden Zellen nicht exprimiert.

Als mesenchymaler Marker wurde in unserer Studie Vimentin eingesetzt. Dieses lie} sich in allen
untersuchten Fallen von pleomorphen Adenomen nachweisen. Interessanter Weise konnten wir auch
bei diesem Differenzierungsweg einen Ursprung in den Keratin K5/6-positiven Progenitorzellen
nachweisen. Sowohl in der Mamma, als auch in der Speicheldriise, zeigten sich neben den reifen
mesenchymalen Zellen zahlreiche Intermedidrzellen, die neben Vimentin auch die basalen Keratine
K5/6 exprimierten. Aufgrund der fehlenden SMA-Expression konnte in diesen Zellen eine myotheliale
Differenzierung ausgeschlossen werden. Somit kénnen wir die bisher verbreitete Meinung der Ent-
wicklung von mesenchymalen und plattenepithelialen Metaplasien aus dem Myothel nicht bestatigen
(Cuadros et al. 1987; Ballance et al. 1990; Cheuk and Chan 2007). Wir gehen im Gegenzug jedoch
konform mit den Daten von Diaz et al. (1991), welche besagen, dass das pleomorphe Adenom aus

einer einzigen Ursprungszelle entspringt und in verschiedene Richtungen ausdifferenziert.

Der adenomyoepitheliale Tumor der Mamma und das epithelial-myotheliale Karzinom der Spei-
cheldriise sind morphologisch und immunhistochemisch identisch (Loose et al. 1992; Plaza et al.
1993; Koyama et al. 1997; Pia-Foschini et al. 2003; Simpson et al. 1998; Seethala et al. 2007). Es
handelt sich um biphasische Tumoren, die sich aus epithelialen und myoepithelialen Zellen zusam-
mensetzen. Die epithelialen Zellen bilden typischer Weise duktale Formationen, welche vom prolife-
rierenden Myothel umgeben werden. Immunhistochemisch konnte gezeigt werden, dass die dul3eren
Zellschichten myotheliale und die inneren Zellschichten glandulére Proteine aufweisen. Von der
biphasischen Variante ist die monophasische abzugrenzen, die sich durch tberwiegend spindelzellige
oder epitheloidzellige, myotheliale Proliferationen in der Mamma auszeichnet. Die Diagnose basiert
wesentlich auf dem Nachweis einer myoepithelialen Proliferation zwischen den glandulédren Struktu-
ren (McLaren et al. 2005). In der Speicheldriise ist der monophasische Subtyp meist durch eine
spindelzellige Transformation der Tumorzellen charakterisiert. In unserer Studie haben wir zwei Falle
der Mamma, wobei es sich zum einen um die benigne biphasische, zum anderen um die maligne
monophasische Variante handelt, sowie zwei Félle der Speicheldriise, mit Hilfe der isTIF untersucht.
In allen Féllen fanden sich maRig viele K5/6- oder K14-positive Progenitorzellen. Diese waren sowohl
in den duktalen, als auch in den stromadhnlichen Bereichen des Tumors lokalisiert. Interessanter Weise
zeigten sich im Fall des malignen adenomyothelialen Karzinoms der Mamma wesentlich mehr Tumor-
zellen positiv fiir Keratin K14, als fiir Keratin K5/6. Bei einer Gberwiegend myothelialen Differenzie-
rung (90% SMA-positiv) fanden sich nur wenige driisige Formationen. Im Fall des benignen Subtyps
des AMT der Mamma war die Mehrzahl der Progenitorzellen K5/6-positiv. Daneben fand sich jedoch
auch eine Reihe von Zellen mit Expression von Keratin K14. Im Stroma des Tumors fanden sich Tu-
morzellen mit SMA-Expression. Die fokalen glanduldren Strukturen waren tberwiegend K8/18-

positiv, K5/6 wurde nur sehr vereinzelt exprimiert.
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Auch beim epithelial-myothelialen Karzinom der Speicheldriise iberwog die myotheliale Differenzie-
rung der Tumorzellen. Im Vergleich zu den Fallen der Mamma lagen hier jedoch mehr glanduldre Dif-
ferenzierungen vor. Innerhalb dieser Verb&nde waren sowohl Progenitorzellen (rein K5/6-positiv), als
auch Intermedidrzellen mit K5/6- und K8/18-Positivitét, sowie reife glanduldre Zellen mit alleiniger

K8/18-Expression nachweisbar.

Entgegen der Annahme einiger Autoren, konnte keine Transdifferenzierung von myothelialen Zellen
zu glanduléren Zellen dargestellt werden. In keinem der Falle waren Zellen mit gleichzeitiger Expres-
sion von K8/18 und SMA nachweisbar. Wie in allen anderen untersuchten Lé&sionen, scheint auch beim
adenomyothelialen Tumor die Progenitorzelle den Ursprung sowohl fur den glanduléren, als auch fiir

den myothelialen Differenzierungsweg darzustellen.

Das adenoid-zystische Karzinom macht lediglich 0,1%-1% aller Brusttumoren und 10% der Spei-
cheldriisentumoren aus. Dabei erweist sich der Tumor in der Speicheldrise als sehr aggressiv mit ho-
her Rezidivrate, wohingegen er in der Mamma eine exzellente Prognose zeigt (Ghabach et al. 2010).
In den von uns untersuchten Fallen stellten sich die Tumoren Uberwiegend kribriform und solide dar.
Progenitorzellen mit alleiniger Expression von K5/6 waren in allen Proben in geringer Anzahl zu fin-
den. Die Mehrzahl der Tumorzellen wies eine Ko-Expression von K5/6 und linienspezifischen Kerati-
nen auf, wobei in allen Féllen, sowohl in der Mamma, als auch in der Speicheldrise, die intermedidren

Myoepithelzellen die vorherrschende Zellpopulation darstellten.

Besonders aufféllig stellt sich die Anordnung der myoepithelialen Tumorzellen dar. Die SMA-
positiven Zellen bilden dabei Pseudolumina, in welche sie ein basalmembranartiges Material (Kol-

lagen 4) sezernieren.

In unserer Studie wurden zwei Félle von Basalzelladenomen untersucht. Es handelte sich dabei je-
weils um einen Fall der Mamma und der Speicheldriise. Beide Falle waren morphologisch nicht von-
einander zu unterscheiden. Der GroRteil der Tumorzellen exprimierte Keratin K5/6 bzw. K14. Neben
reinen Progenitorzellen traten zahlreiche Intermedidrzellen auf. Es zeigte sich die typische zonale

Zellverteilung mit peripher gelegenen Myoepithelzellen und zentral gelegenen glanduléren Zellen.

Syringome sind seltene Tumoren, welche sowohl in der Haut, als auch in der Mamma charakteristi-
scher Weise im Bereich der Mamille, auftreten. Die morphologische Ahnlichkeit der Syringome von
Haut und Mamma ist dahingehend gedeutet worden, dass die Syringome der Mamma sich wahrschein-
lich aus Schweissdriisengangen der Mamille entwickeln (Rosen 1983; Suster et al. 1991; Biernat and
Jablkowski 2000; Rosen 2009). Die Entstehung des Syringoms der Haut wurde von Langbein et al.
(2008) auf die Entwicklung aus den Schweissdrisenausfiihrungsgéngen zurlickgefihrt. Mit Hilfe der
Triple-Immunfluoreszenz-Methode und von quantitativen PCR-Analysen Uberpriiften wir diese Hypo-
these. Dabei stellten sich zahlreiche Keratin K5/6-positive Progenitorzellen dar, welche praktisch im-
mer an der AuBenseite epithelialer Tumorverbande lokalisiert waren. Die Tumorzellen formatierten
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sich zu tubuldren, trabekularen und soliden, teils kommaférmigen Verbanden. Ein groRer Teil der nach
innen liegenden Tumorzellen zeigte zusatzlich linienspezifische Keratine, insbesondere das squamose
Keratin K10 bzw. das glanduldre Keratin K8/18. Es handelt sich bei ihnen damit um squamdse bzw.
glandulére Intermediérzellen. Dabei findet sich die glandulére Differenzierung der Tumorzellen h&ufig
innerhalb der squamdsen Differenzierungsareale und stellt eine Mimikry der glanduldren Differenzie-
rung des normalen Mammagewebes dar. Neben den intermedidren glanduléren und plattenepithelialen
Zellen fanden sich auch ausgereifte Zellen innerhalb der Tumorverbande. Diese Zellen wiesen ledig-
lich die linienspezifischen Keratine auf, wobei das basale K5/6 herunter reguliert und somit nicht mehr
nachweisbar war. Im Bereich der reifen, squamdsen Tumorareale konnte teilweise die Bildung von

Zysten und Hornperlen beobachtet werden.

Das Syringom der Haut zeigte, im Gegensatz zum Syringom der Mamille, einzig das Keratin K19, was
seine Verbindung zur ekkrinen Schweil3driise bestatigt (Langbein et al. 2008). Die Tumoren scheinen
also eine phenotypisch ahnliche K5/14-positive Ursprungszelle zu haben, welche sich jedoch in ver-

schiedenartige, organtypische Zellen differenzieren kénnen.

Obwohl in der Literatur wiederholt myoepitheliale Differenzierungen in Syringomen beschrieben
werden (Chen 1990; Moran et al. 1990; Diaz et al. 1991; Jones et al. 2001), konnten wir in finf von
sechs untersuchten Fallen das linienspezifische SMA in den Tumorzellen nicht nachweisen. Denkbar
ist jedoch, dass SMA-positive Myofibroblasten des Stromas in unmittelbarer Nahe von Tumorverban-
den, als Myoepithelzellen fehlinterpretiert worden sind. In einem der von uns untersuchten Félle zeigte
sich eine Expression von SMA im Bereich einer sklerosierenden Adenose, sowie in den umliegenden
Tumorzellverbénden. Aufgrund unserer Befunde gehen wir davon aus, dass die plattenepitheliale Dif-
ferenzierung der Tumorzellen ihren Ursprung in den Keratin K5/6-positiven Progenitorzellen findet.
Dieses widerspricht der bisher in der Literatur angenommenen Theorie, welche von einem
myothelialen, oder glanduldren Ursprung der plattenepithelialen Tumorzellen ausging (Palmer et al.
1990; Tavassoli 1991; Raju et al. 1993; Rosen 2009).

Das low grade adeno-squamdose Karzinom ist ein seltener Tumor der Mamma, welcher sich trotz
seines invasiven Wachstums durch eine gute Prognose auszeichnet. Histologisch &hnelt der Tumor
stark dem Syringom der Mamille, ist jedoch im Gegensatz zu diesem im peripheren Driisengewebe der
Mamma lokalisiert (Rosen and Ernsberger 1987; Van Hoeven et al. 1993; Drudis et al. 1994; Shizawa
et al. 1997; Denley et al. 2000; Agrawal et al. 2010; Noel et al. 2010; Scali et al. 2013). Beim niedrig-
malignen adeno-squamdsen Karzinom stellen die Keratin K5/6-positiven Progenitorzellen einen we-
sentlichen Teil der Zellpopulation dar. Daneben finden sich in allen untersuchten Féllen sowohl ausge-
reifte, als auch noch in der Differenzierung befindliche glanduldre und plattenepitheliale Zellen, die in
ihren Differenzierungsprozessen dem Syringom der Mamille &hneln. Aus diesen Daten schlieen wir,
dass das oben aufgefiihrte Progenitorzellkonzept eine Erklarung der verschiedenen Differenzierungsli-

nien innerhalb dieser Tumoren darstellt. Je nach Malignitatsgrad unterscheiden sich die adeno-
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squamosen Karzinome in ihrer zelluldren Zusammensetzung. So weisen beim low grade AdSC deut-
lich mehr Zellen Keratin K10-Positivitat aus als beim high grade AdSC. Bei letzterem lberwiegt die
glanduléare Differenzierung klar gegenuiber der plattenepithelialen Differenzierung. Allen low grade
adeno-squamdsen Karzinomen gemeinsam ist die Expression von Keratin K5/6 in nahezu allen Tu-
morzellen. Uber das Vorhandensein von myoepithelialen Markern beim adeno-sgamdsen Karzinom
gibt es in der Literatur geteilte Meinungen (Rosen and Ernsberger 1987; Van Hoeven et al. 1993;
Foschini et al. 1995; Shizawa et al. 1997; Denley et al. 2000). In unserer Arbeit konnten wir nur in
einem der untersuchten Féalle SMA nachweisen, wobei die positiven Zellen sich in einem Bereich mit
assoziierter sklerosierender Adenose befanden. In den typischen Tumorverbdnden war hingegen nur
fokal SMA nachweisbar. Wir gehen deshalb davon aus, dass eine regelhafte myotheliale Differenzie-
rung in adeno-squamésen Karzinomen nicht vorkommt und kénnen die Hypothese einiger Autoren,
welche das Myothel als Ursprung der plattenepithelialen Differenzierung ansehen, nicht teilen
(Foschini and Eusebi 1998; Pia-Foschini et al. 2003).

Das Mukoepidermoidkarzinom der Speicheldriise stellt einen malignen Tumor mit epidermoiden
und schleimbildenden glanduléren Elementen dar (Fisher et al. 1983; Dardick et al. 1990; Luna 2006)
und wird aus histologischer Sicht auch als Pendant zum adeno-squamdésen Karzinom der Mamma an-
gesehen. Der von uns untersuchte Fall eines MEC imponierte durch K5/6-positive Progenitorzellen,
sowie zahlreiche intermediére glanduldre Zellen, die Uberwiegend in der Peripherie des Tumors nach-
weisbar waren. Im Inneren fanden sich glandulédr differenzierte Tumorzellen, welche die Keratine
K8/18 exprimierten. Selten konnte auch das plattenepitheliale Keratin K10 nachgewiesen werden.
Diese Zellen fanden sich vornehmlich zentral im Tumorverband lokalisiert. SMA konnte im Tumor
nicht nachgewiesen werden. Dies spricht fir ein Fehlen von myoepithelialen Differenzierungen im
Mukoepidermoidkarzinom der Speicheldriise. Wir kdnnen daher die Befunde anderer Autoren, wie

zum Beispiel von Otterbach und Schmid (2006), bestatigen.

Das Plattenepithelkarzinom wurde aus konzeptionellen Grinden in unsere Studie eingeschlossen.
Primare Plattenepithelkarzinome der Mamma sind extrem selten (Behranwala et al. 2003; Cappellani
et al. 2004; Aulmann et al. 2005; Aparicio et al. 2008; Accurso et al. 2012). In der vorliegenden Arbeit
ging es vornehmlich um die Differenzierung plattenepithelialer Tumorzellen und die Frage, in wie
weit myotheliale Zellen hierbei eine Rolle spielen. Alle von uns untersuchten Félle zeigten Keratin
K5/6-positive Progenitorzellen, welche in der Peripherie des Tumors lokalisiert waren. Daneben fan-
den sich zahlreiche Intermediarzellen mit Ko-Expression von K5/6 und dem plattenepithelialen Kera-
tin K10, charakteristischer Weise zu kleinen Herden formatiert. Glanduldre Keratine wurden hingegen

nur in einem Fall und auch hier nur fokal nachgewiesen. SMA wurde nicht beobachtet.
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5 Zusammenfassung

Mammatumoren vom Speicheldriisentyp stellen eine heterogene Gruppe von Tumoren dar. Die
Histogenese dieser Tumoren ist noch weitgehend unbekannt. Aus diesem Grunde haben wir acht ver-
schiedene Lasionen histologisch, immunhistologisch und mit einer weiterentwickelten Mehrfach-
Immunfluoreszenzmikroskopie (in-situ Triple Immunofluoreszenz Methode) untersucht. Diese Metho-
den erlauben die synchrone Darstellung von drei verschiedenen Antigenen und ermdéglichen bei ent-

sprechender Wahl der Antigene Aussagen zur Differenzierung von Zelllinien.

In der vorliegenden Arbeit haben wir Antikdrper gegen basale Keratine K5 und K14, gegen glandulére
Keratine K7, K8/18 und gegen das squamdse Keratin K10 angewandt. Dartiber hinaus haben wir als
myoepithelialen Marker SMA und vereinzelt als Stammzellmarker p63, ein Homolog des p53, benutzt.
In allen Neoplasien konnten wir die Anwesenheit von Zellen nachweisen, die einzig die basalen Kera-
tine K5/6 oder K14 exprimieren und die wir im Kontext mit der p63-Ko-Expression als
Progenitorzellen definiert haben. Die Anzahl dieser Progenitorzellen variiert in den verschiedenen
Lasionen. So weisen das adenomyoepitheliale -, das adenoid-zystische- und das
Mukoepidermoidkarzinom verhaltnismélig wenige, das pleomorphe - und das Basalzelladenom, so-
wie das Syringom, das adeno-squamése- und das Plattenepithelkarzinom deutlich vermehrt
Progenitorzellen auf. Von diesen Zellen ausgehend lassen sich in den Tumoren verschiedene Differen-
zierungslinien nachweisen. So kann man in den adenomyoepithelialen und adenoid-zystischen Tumo-
ren glandulare und myoepitheliale Differenzierungen beobachten, in den Syringomen, den adeno-
squamdsen und in Mukoepidermoidkarzinomen glandulare und plattenepitheliale Differenzierungen

nachweisen.

Das pleomorphe Adenom stellt eine Lasion dar, die vierfache Differenzierungslinien aufweist: neben
der glanduldren, myopithelialen und plattenepithelialen Differenzierung findet sich auch eine
mesenchymale Differenzierung, die durch die Expression von Vimentin gekennzeichnet ist und mit der
Bildung von extrazellulérer Matrix einhergeht. Dabei handelte es sich um chondroide und osteoide
Verénderungen, deren Entstehung bislang als vom Myothel ausgehend betrachtet wurde. Da diese
Zellen in unserer Untersuchung weder SMA, noch andere myotheliale Proteine exprimierten, sich
hingegen aber Keratin K5/6- und Vimentin-positiv zeigten, gehen wir auch hier davon aus, dass die

K5/6-positive Stammzelle den Ursprung dieser mesenchymalen Veranderung bildet.

Tumordse Plattenepithelzellen konnten bisher in H/E-geféarbten Schnitten identifiziert werden. Jedoch
war die Darstellung des Differenzierungsweges, die gleichzeitige Expression von basalen Keratinen
und plattenepithelialem Keratin K10, nur mit Hilfe der isTIF Farbung eindeutig nachzuweisen. Unsere
Daten widersprechen hier der Sichtweise einiger Autoren, die das Myothel als Ursprung der

plattenepithelialen Tumordifferenzierung befinden.
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Im Zusammenhang mit dem myoepithelialen Differenzierungsweg in tumordsen Ldsionen zeigt sich
héufig die Entstehung von Basalmembran-dhnlichem Material (Kollagen 4). Diese Erkenntnis kann
man sich vor allem bei der Diagnostik des adenoidzystischen Karzinoms zunutze machen. Typischer
Weise findet sich das Kollagen 4 hier in Pseudolumina, die durch die Anordnung der myothelialen

Tumorzellen gebildet werden.

Die Ergebnisse unserer Arbeit erlauben uns zusammenfassend, folgende Feststellungen zu machen:
Die zelluldre Zusammensetzung der Tumoren vom Speicheldriisentyp ist in der Mamma und in der
Speicheldrise identisch. Alle untersuchten Tumoren weisen Progenitorzellen auf, die sich durch die
alleinige Expression von basalen Keratinen K5/6, bzw. Keratin K14 (und nach vorlaufigen Ergebnis-
sen dem Stammzellmarker p63) auszeichnen. Dariiber hinaus deuten Intermediérzellen mit Expression
von basalen Keratinen und linienspezifischen Proteinen darauf hin, dass die Progenitorzelle den Ur-
sprung der verschiedenen zellularen Differenzierungen darstellt. Diese Differenzierungen erfolgen

sowohl in epitheliale, als auch in mesenchymale Richtung.
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