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Veterindr-medizinisches Departement” und Institut fiir Veterindirpathologie® der Universitdit Ziirich;
Institut fiir medizinische Radiobiologie’ des Paul Scherrer Instituts, Villigen, und der Universitdt Ziirich

Bestimmung der potentiellen
Verdopplungszeit von Tumoren mittels
Bromodeoxyuridin und Durchflusszytometrie

U. Schwyn’, B. Kaser-Hotz’, B. Hauser?, G. Fodor’, H. Ruckstubl’, N.EA. Crompton>

Zusammenfassung

Die Wachstumsgeschwindigkeit eines Tumors
beeinflusst die Prognose und die Planung der
Therapie wesentlich. Fiir den Tumorpatienten

~ kann die potentielle Tumorverdopplungszeit

durch Analyse einer Biopsie nach In-vivonjek-
tion von Bromodeoxyuridin mit der Durchfluss-
zytometrie bestimmt werden. Die Methode ist
wenig invasiv und liefert innerhalb von 24 Stun-
den ein fiir den individuellen Patienten reprisen-
tatives Resultat. Diese Arbeit erliutert die Bestim-
mung der potentiellen Tumorverdopplungszeit
und prisentiert Resultate von Tumoren bei Hun-

~ den und Katzen.

Schliisselwérter: Tumor — Markierung in
vivo — Bromodeoxyuridin — Durchflusszyto-
metrie (flow cytometry) — Prognose Thera-
plewahl - Therapleerfolg ‘ .

Einleitung

Krebs wird bei Hunden und Katzen immer haufiger dia-
gnostiziert. Als Entscheidungsgrundlage zur Therapie
oder Euthanasie werden verschiedene Untersuchungs-
methoden zu Hilfe genommen. Zuerst gibt eine sorgfil-
tig erhobene Anamnese Hinweise auf das Wachstums-
verhalten des Tumors. Mit bildgebenden Verfahren kann
die Grosse und die Lokalisation eines Tumors bestimmt
werden. Zytologische und histopathologische Resultate
erlauben eine Aussage iiber den Tumortyp und den hi-
stologischen Grad des Tumors. Aufgrund dieser Daten
wird dann eine Prognose formuliert und darauf gestiitzt
eine Therapie in Betracht gezogen. Das Tumorwachstum
beeinflusst den Therapieerfolg. Leider geben sowohl hi-
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Determination of potential doubling time
; through bromodeoxvundme and flow sytometry

Tumor grth -rate affects prognosis and treat-
ment planning. The injection of bromodeoxyur-
idine in dogs and cats permits determination of

 the potential doubling time following a b;opsy of
neoplastic tissue and flow cytometric analysis. ‘
The essentially non-invasive method gives exact
results within 24 hours. This report describes a

- method to measure potential tumor doubling
time of different tumors, and presents results of
camne and feline tumors.

Key-words: tamour — labeling in vivo —
bromodeoxyuridine — flow cytometry —
prognosis — choice of therapy success of
therapy - ,

stologische als auch rontgenologische Untersuchungen
nur sehr grobe Anhaltspunkte tber das effektive Tu-
morwachstum. Innerhalb des gleichen Tumortyps oder
des gleichen radiologischen Bildes kann das Tu-
morwachstum, abhingig von der Lokalisation, sehr un-
terschiedlich sein. Es ist natiirlich moglich, den Tumor
uber einen gewissen Zeitraum zu beobachten oder
serielle Rontgenbilder anzufertigen. Man verliert aber
dabei wertvolle Zeit, wenn es darum geht, wirkungsvoll
ein Tumorleiden zu behandeln. Eine Methode, mit wel-
cher das Tumorwachstum vorausgesagt werden konnte,
wiare zur Beratung der Besitzer und Tierirzte sehr er-
wiinscht.

1985 wurde von A.C. Begg et al. ein neues Verfahren
vorgestellt, mit welchem die potentielle Tumorverdopp-

Schweizer
Archiv fiir
Tierheilkunde



442 u. Schwyn, B. Kaser-Hotz, B. Hauser, G. Fodor, H. Ruckstuhl, N.E.A.

Crompton e Bestimmung der Verdoppelungszeit von Tumoren

Abbildung I: --Go-
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lungszeit in vivo bestimmt werden kann. Wihrend die
In-vitro-Bestimmung der potentiellen Tumorverdopp-
lungszeit mit radioaktiv markiertem Thymidin schon seit
lingerer Zeit etabliert ist (Steel, 1966), wurde eine In-
vivo-Methode erst durch die Herstellung von Anti-
BrdUrd-Antikorpern und anschliessender Durchfluss-
zytometrie ermoglicht. Bei diesem Verfahren wird intra-
vends eine Substanz injiziert, welche in der S-Phase des
Zellzyklus in die DNS eingebaut wird (Abb. 1). Nach 4-6
Stunden wird eine Biopsie entnommen und nachfolgend
mit dem Durchflusszytometer (Flow Cytometer) analy-
siert. An die markierten Zellen bindet ein monoklona-
ler, Fluoresceinisothiozyanat-markierter Antikorper. Die
Gesamtfluoreszenzstirke der markierten Zellen wird
beim Beleuchten im Durchflusszytometer gemessen. Es
besteht ein grosses Interesse, genauere Angaben iiber
das Wachstumsverhalten von Tumoren bei unseren
Haustieren zu gewinnen. Ziel dieser Studie war es, diese
Methode, welche bereits in der Humanmedizin (Gior-
dano etal.,1991;Begg, 1989) und auch der Veterinarme-
dizin (LaRue, 1995;Vail, 1993) angewendet wird, bei un-
seren Krebspatienten einzusetzen und die Durchfiihr-
barkeit fiir verschiedene Tumortypen bei Hunden und
Katzen zu Uiberpriifen.In diesem Artikel wird die Metho-
de erldutert, und es werden erste Resultate prisentiert.
Das noch geringe Zahlenmaterial erlaubt keine detaillier-
te statistische Analyse.

Tiere, Material und Methode

Fir diese Studie standen Hunde und Katzen zur Verfi-
gung, welche am Tierspital Ziirich zur Abklirung eines
Tumorleidens vorgestellt wurden. Es handelte sich um
Hunde und Katzen mit Tumoren verschiedener Grossen
und unterschiedlichen Lokalisationen. Die Besitzer wur-
den jeweils tiber die Methodik und das Ziel der Arbeit
aufgeklirt, bevor sie sich zur Teilnahme an der Studie
entschieden. Diesen Tieren wurde dann 4-6 Stunden
vor der chirurgischen Exzision oder der Biopsieentnah-
me Bromodeoxyuridin (BrdUrd) intravends injiziert.
Das Bromodeoxyuridin ist eine pulverférmige Substanz,
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Abbildung 2: Bestimmung der Zellteilungsgeschwin-
digkeit: Zum Zeitpunkt 0 b sind nur Zellen in der
S-Phase mit BrdUrd markiert. Diese haben zwischen
1 und 2 Kopien der DNS (durchschnittlich 1.5). Nach
6 b sind diese Zellen weiter durch den Zellzyklus in
die GxPhase gewandert und baben 2 vollsidindige
Kopien der DNS.

welche in steriler, pyrogenfreier, physiologischer Koch-
salzlosung gelost wird. Diese Substanz wurde schon
mehrfach in der Humanmedizin verwendet. Bei in der
Humanmedizin iiblicher Dosierung und einmaliger In-
jektion wurden keine Nebenwirkungen festgestellt
(Begg et al., 1985; Cooke et al., 1994; Giordano et al.,
1991; Popert et al., 1993). Auch in der Veterinirmedizin
wurde diese Substanz schon bei mehr als 100 Hunden
mit einem Tumorleiden angewendet (LaRue et al., 1994).
Uridin ist eine Pyrimidin-Base wie das Thymidin. Das
Bromodeoxyuridin im speziellen ist ein Thymidin-Ana-
logon und wird wihrend der S-Phase des Zellzyklus an-
stelle des Thymidins in die DNS eingebaut (Abb.2 und 3).
Das nicht in die DNS inkorporierte Bromodeoxyuridin
wird im Korper in 2 Schritten abgebaut: 1. durch eine
enzymatische Dehalogenierung, d.h. durch Abspaltung
des Halogens Brom mit Hilfe einer Dehalogenase und
2. durch die Phosphorylierung des Uridins. Die Abbau-
produkte werden innerhalb von 24 Stunden zu mehr als
70% tiber Niere und Darm wieder ausgeschieden.

Abbildung 3:

DNS wdibrend der
Duplikation =>
Einbau des
Bromodeoxyuridins
anstelle der
Pyrimidin-Base
Thymidin.
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Von der chirurgisch entnommenen Masse wurden zwei
Biopsiestiicke aus der Peripherie des Tumors, d.h. aus
einer nicht nekrotischen Stelle, entnommen. Das eine
Stiick wurde in Formaldehyd fir die histologische Unter-
suchung und die Bestimmung des Mitoseindex eingelegt
(B. Hauser). Der Mitoseindex wird mikroskopisch im hi-
stologischen Schnitt durch Auszihlung der vorhandenen
Mitosen der Tumorzellen in einem genau definierten
Feld (bei 400facher Vergrosserung = 0.1734 mm?) be-
stimmt. Er wird auch als Zellteilungsindex bezeichnet
und gibt zum Beobachtungszeitpunkt die Anzahl von
sich in Teilung befindenden Zellen einer bestimmten
Zellpopulation in 10 Feldern bei 400facher Vergrosse-
rung an. Das zweite Stiick wurde in 50%igem Athanol
fixiert und danach fiir mindestens 12 Stunden im Kuhl-
schrank gelagert, damit das Stiick bis ins Zentrum gut
fixiert war. Letztere Probe in 50%igem Athanol wurde fiir
die Bestimmung der potentiellen Verdopplungszeit ver-
wendet.

Die Proben wurden nach folgendem Protokoll im Labor
fiir Durchflusszytometrie am Institut fiir medizinische
Radiobiologie des Paul Scherrer Instituts zu einer Einzel-
zellsuspension verarbeitet und fiir die Durchflusszyto-
metrie vorbereitet:

Ein kleines Gewebestiickchen von ca. 3 mm? Volumen,
moglichst nur aus Tumorzellen bestehend, wurde mit
dem Skalpell zu sehr kleinen Gewebsbrockchen zerklei-
nert. Diese Gewebsstiickchen wurden in 4 ml einer Pep-
sin/HCI-Losung hineingegeben (0.4 mg Pepsin/ml 0.1 N
HCID und 20 Minuten im Wasserbad bei 37 °C inkubiert.
Der Uberstand, bestehend nach diesen 20 Minuten aus
Pepsin, HCI und Zellen, wurde mit einer Spritze aufgeso-
gen und durch einen 40-um-Filter in ein Probenréhrchen
hindurchgepresst. Nun wurde die gefilterte Zellsuspen-
sion bei 1300 U/min 5 Minuten lang zentrifugiert.

Die Flissigkeit tiber dem nun sichtbaren Pellet wurde
abgesogen, und es wurde eine Pufferlosung (HBSS =
Hanks Balanced Salt Solution®) zugegeben,um das Pellet
wieder aufzuldsen. Diese Losung wurde nochmals zen-
trifugiert (1300 U/min; 5 min) und der Uberstand abge-
sogen. Zum Pellet wurde nun 500 ul 2 N HCI zugegeben,
gemischt und im Wasserbad bei 37 °C 10 Minuten inku-
biert. Zu dieser Suspension wurde danach 1000 ul der
vorhin erwihnten Pufferldsung zugegeben, die Losung
zentrifugiert und der Uberstand tiber dem Pellet wieder
abgesogen.

Danach wurden die Zellen 2mal mit der Hanks-Pufferlo-
sung gewaschen. Nach den 2 Waschschritten wurden
100 pl Hanks-Pufferlésung und 20 ul des FITC(Fluores-
ceinisothiocyanat)-markierten Anti-BrdUrd-Antikorpers
zugegeben, um das in der DNS inkorporierte BrdUrd zu
erkennen, und wihrend 25 Minuten bei Zimmertempe-
ratur inkubiert. Nach der Inkubation wurden 3 ml Hanks
zugegeben, alles zentrifugiert und der Uberstand abgeso-
gen. Dieses Sediment wurde, um den DNS-Gehalt jeder
Zelle zu messen, mit 1000 ul Hanks in Suspension ge-
bracht und nach Zugabe von 20 ul Propidiumjodid im
Kiihlschrank mindestens 10 Minuten inkubiert. Die so
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entstandene und angefirbte Einzelzellsuspension konn-
te dann im Durchflusszytometer analysiert werden.
Das Prinzip des Durchflusszytometers besteht darin,
dass die Zellen in einer Trigerfliissigkeit im «Ginse-
marsch» an einer Laser-Lichtquelle vorbeigefiihrt wer-
den. Der Laser sendet Licht mit einer Wellenlinge von
488 nm aus. Das Licht regt Propidiumjodid und das Fluo-
resceinisothiocyanat (FITC) des Antikorpers zur Fluores-
zenz an. Die gesamte DNS wurde mit Propidiumjodid
angefirbt und fluoresziert somit rot. Diejenige DNS, wel-
che Bromodeoxyuridin eingebaut hat und mit einem
FITC-markierten Anti-BrdUrd-Antikérper versehen wur-
de,fluoresziert im Laser dagegen griin (Rew et al., 1992).
Neben dem Fluoreszenzlicht wird auch das an den Zel-
len gestreute Licht fiir jede einzelne Zelle gemessen.
Wihrend vorwirts gestreutes Licht mit dem Zellvolu-
men korreliert, gibt das seitlich gestreute Licht Auf-
schluss tiber die inneren Zellstrukturen wie Granularitit
oder Kernsegmentierung.

Die Daten von 10000-50000 Zellen werden erfasst und
in verschiedenen Graphiken dargestellt (Carlton et al.,
1991; Raffael, 1988). Zuerst wird der DNS-Gehalt (x-Ach-
se) gegeniiber der Hiufigkeit der Zellen (y-Achse) aufge-
tragen. Dies ergibt die Verteilung der Zellen tiber die
Zellzyklusphasen Gy, S und G,/M einer Probe (Abb. 4).
Abbildungen 5a-c zeigen eine durchflusszytometrische
Analyse eines intestinalen Tumors bei einem Hund.
Bei diesem Beispiel sind zwei G{-Maxima zu erkennen
(Abb. 52), wobei das erste den gesunden ruhenden Zel-
len entspricht (normales Gewebe), und nur das zweite
der G, entspricht den Tumorzellen. Es ist sofort zu erken-
nen,dass diese Tumorzellen mehr DNS enthalten, es han-
delt sich also um einen aneuploiden Tumor. Dann wird
der BrdUrd-Gehalt der Zellen (x-Achse) gegentiber der
Hiufigkeit der Zellen (y-Achse) aufgetragen. Dies ergibt
die Frequenz der S-Phase-Zellen (Labelling Index) zum
Zeitpunkt der BrdUrd-Markierung (Abb. 5b).Die Zweipa-
rameterdarstellung (Abb. 5¢) stellt die Fluoreszenzstirke

G1
=
«
N
o)
N
S G2&M
0 ! 1
1Xx 2X
DNS Gehalt

Abbildung 4: Histogramm der DNS mit den
Zyklusphasen G;, S und Gy/M. Der relative
DNS-Gehalt (x-Achse) ist gegeniiber der Zellzabl
(y-Achse) aufgetragen. Der DNS-Gebalt wird im
Verbdiltnis zur G -Phase diploider Zellen (= 1X)
dargestellt.

Schweizer
Archiv fiir
Tierheilkunde



444 u. Schwyn, B. Kaser-Hotz, B. Hauser, G. Fodor, H. Ruckstuhl, N.E.A. Crompton ¢ Bestimmung der Verdoppelungszeit von Tumoren

Abbildung 5: Beispiel einer

390

Biopsie-Analyse eines sich schnell
teilenden Tumors (intestinaler
Mastzelltumor) eines Hundes. Die
Analyse der Probe ergab eine
Dotentielle Tumorverdopplungs-
zeit (Tpop) von 3.46 d.

5a: DNS-Histogramm. Der DNS-
Gebalt (x-Achse) ist gegniiber der
Hdiufigkeit der Zellen (y-Achse)
aujgetragen.

5b: Histogramm des in die Zellen
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Gebalt der Zellen (x-Achse) ist
gegentiber der Hdufigkeit der
Zellen (y-Achse) aufgetragen.

5c¢: Zweiparametrische «Dot-Plot»-
Graphbik. Der DNS-Gehalt (x-Achse)
ist gegeniiber des BrdUrd-Gebaltes
(y-Achse) einer jeder einzelnen 8
Zelle aufgetragen.
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des BrdUrd pro Zelle der totalen DNS pro Zelle gegen-
uber. Jeder Punkt entspricht somit einer Zelle, und man
kann dadurch die jeweiligen Zellhaufen zuordnen. Die
eingerahmte Zellagglomeration oben rechts entspricht
den ungeteilten, BrdUrd-markierten Zellen. Dadurch,
dass die mittlere Fluoreszenzstirke jeder Zellgruppe be-
stimmt werden kann, ist es moglich, mit den im folgen-
den beschriebenen Formeln die potentielle Verdopp-
lungszeit zu bestimmen (Raffael, 1988).

Nachfolgend wird die Berechnung der potentiellen Ver-
dopplungszeit von Tumoren gezeigt (Begg et al., 1985).
Als erstes wird die relative Bewegung (RM = Relative
Movement) der Zellen durch die S-Phase mit der Glei-
chung berechnet:

_. Fr.~Fex
Fg2 - Fa1

‘Wobei Fy die durchschnittliche DNS-Fluoreszenz der un-
geteilten BrdUrd-markierten Zellen ist. Die Werte Fg,
und Fg, bedeuten die DNS-Fluoreszenz der Zellen in der
G1- und G,-/M-Phase des Zellzyklus.

Die Dauer der DNS-Synthese-Phase (T,) kann dann eben-
falls mit Hilfe folgender Formel bestimmt werden:

05 Xt

Ts = Rir-03

t entspricht der Zeitdifferenz zwischen dem Zeitpunkt
der BrdUrd-Injektion und dem Zeitpunkt der Biopsiefi-
xation. Die zwei Faktoren 0.5 in der Formel besagen,
dass zum Zeitpunkt der Markierung F; die durchschnitt-
liche DNS-Fluoreszenz der BrdUrd-markierten Zellen an-
niherungsweise auf halbem Weg zwischen den G;- und
G,-Werten ist. Das heisst, dass RM zum Zeitpunkt der
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Markierung,also zum Zeitpunkt Null,annidherungsweise
0.5 ist. Es wird angenommen, dass die Zellen mit einer
konstanten Geschwindigkeit durch die S-Phase laufen.
Schliesslich wird die potentielle Verdopplungszeit der
Zellen bestimmt mit der Formel: i

Tpot = A >£ITS

Aist der Faktor, welcher die exponentielle Verteilung der
Zellen im Zellzyklus berucksichtigt und LI (Labelling
Index) der Markierungsindex, welcher die Fraktion der
Zellen beschreibt, welche sich in der DNS-Synthese be-
finden.

Resultate

Wir konnten bei 44 Tieren BrdUrd injizieren und nach-
folgend eine histologische Untersuchung sowie die
oben erwihnte Analyse durchfithren. Bei 4 Patienten
wurden die Biopsien aus einer nekrotischen und/oder
entziindlichen Zone des Tumors entnommen und erga-
ben zum Teil weder histologisch noch in der Tj,o-Bestim-
mung ein brauchbares Resultat. Bei einem 5. Patienten
wurde von einer Masse an der Pfote eine Biopsie genom-
men und als Leckgranulom diagnostiziert. Bei einem
6. Fall stellte sich die Verinderung der Milz als Malphig-
hiom (reaktive Hyperplasie der weissen Pulpa) heraus.
Die letzten 2 Resultate werden nicht berticksichtigt, da
es sich dabei nicht um Tumoren handelt.

Bei 38 gesammelten Fillen verschiedenartiger Tumoren
konnte die potentielle Verdopplungszeit bestimmt wer-
den. Das Signalement, die histologische Diagnose, der

Band 139, Heft 10, Oktober 1997
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Tabelle 1: Signalement der Patz‘enteh, Histologie, Mitoseindex und Resultate der potentiellen
Verdopplungszeiten (in Tagen, d) der untersuchten Tumoren von Hunden.

Signalement ' Histologie Mitoseixidex Tpot
Rasse Geschlecht Alter (J) Tumortyp und Lokalisation Mitosen/
1.734 mm?

1 Boxer m ~ 11 Hamangiosarkom, Lunge 25 . 24.42

2 Boxer wk 12 Himangiosarkom, Abdomen 5 - 2825

3 = Boxer m 11 Himangiosarkom, Prostata 53 112.92

4 Terrier Corgi m 135 Fibrosarkom, periostal, links gestielt im Pharynx - 6.83

5 Mischling m 0.7 Fibrosarkom, Oberkiefer Caninus -P3 1 18.42

6 Mischling W . 10 Fibrosarkom, iiber Sakrum 6 . 26.08

7 Mischling wk 11 Himangioperizytom, Oberschenkel 55 . 235

8 Golden Retriever m 9 T-Zell-Lymphosarkom, Mesenterial-Lymphknoten 34 25.42

9 Schnauzer m 12 Plattenepithelkarzinom, verhornend, Pfote 39 3.67
10 Spaniel w 15 Plattenepithelkarzinom, nicht verhornend, Gingiva 58 S5.17
11 Deutscher Schiferhund w 4 Schweissdriisenkarzinom, Carpus bis Scapula 37 . 5.7
12 Leonberger m 9 Schweissdriisenkarzinom, Poplitealbereich 6 40.92
13 Dackel w 11 kombiniertes Karzinom, Lunge 54 9.83
14 Dogge wk 8 Adenokarzinom, differenzierter Typ, Lunge 17 62.92
15 Spaniel mk 10 Perianaldriisenkarzinom, Metastase in Beckenhohle 59 . 1.13
16 Mischling m 11 ‘ Perianaldriisenkarzinom, links & ventral des Anus 24 6.25
17 Mischling wk 11 Perianaldriisenkarzinom, Anus rechts 72 917
18 Dackel mk 11 Karzinom vom Pankreasausfithrungsgang 44 5.
19 Schnauzer m 7 Perianaldriisenadenom, links des Anus 0 46.79
20  Dackel w 8 Mammamischtumor, 4. Komplex links 1 ‘ 35.96
21 Dobermann wk 8 Mastozytom, multiple kutane Knoten 11 8.92
22 Boxer W 5 Mastozytom, Oberschenkel 18.29
23 Schnauzer wk 8 Mastozytom, Knoten dorsal neben LWS 139.42
24 Sennenhund Berner w 2 Epulis, akanthomatos & fibromatos, Oberkiefer Ps 7 850
25  Sennenhund Berner m 9 Epulis, akanthomatos & fibromatds, Oberkiefer P, 6 . 8.67
26 Terrier m 14 Melanom, Oberkiefer Palatum durum 94 3.04
27 Dackel mk 7 Mesotheliom, Abdomen 32 4.17
28 Terrier Airdale wk 9 Lipom, Mitte Tibia bis Mitte Femur 0 28.25

Mitoseindex sowie die errechnete potentielle Tumorver-
dopplungszeit sind in Tabelle 1 (Hunde) und Tabelle 2
(Katzen) aufgelistet.

Es ist beim Vergleich der erhaltenen Verdopplungszeiten
ersichtlich, dass innerhalb desselben histologischen Tu-
mortyps und auch zwischen den verschiedenen Tu-

mortypen eine grosse Variabilitit der Tumorverdopp-
lungszeiten und auch der Mitoseindizes besteht. Die
Verdopplungszeiten der Sarkome bei Hunden zeigen z.B.
einen Minimalwert von 6.83 d und einen Maximalwert
von 112.92 d; der Medianwert betrigt 24.92 d. Die Ver-
dopplungszeiten der Karzinome bei Hunden zeigen ei-

Tabelle 2: Signalement der Patienten, Histologie, Mitoseindex und Resultate der potentiellen
Verdopplungszeiten (in Tagen, d) der untersuchten Tumoren von Katzen.

Signalement Histologie Mitoseindex Tpot
Rasse Geschlecht Alter (J) Tumortyp und Lokalisation Mitosen/
' - 1.734 mm®
1 Hauskatze mk 16 Fibrosarkom, Rezidiv, dorsal zwischen Scapulae 76 ' 5
2 Khmer mk 14 Fibrosarkom, Gingiva Unterkiefer rechts 31 5.04
3 Hauskatze wk 11 Fibrosarkom, Thorax bis kaudaler Scapularand 21 13.04
4 Hauskatze wk 8 Fibrosarkom, Rezidiv, kranialer Scapularand / Hals , 48 1588
5  Hauskatze mk 12 Plattenepithelkarzinom, nicht verhornend, Zungengrund 07 5.04
6 Hauskatze wk 13 Plattenepithelkarzinom, tiber Kiefergelenk - ' 10.46
7 Hauskatze mk 15 Plattenepithelkarzinom, Palatum durum 59 20.75
8 Hauskatze w 13 Mamma-Adenokarzinom, 1./2. Mammarkomplex 62 ’ 192
9 Hauskatze W 13 Mastozytom, Jejunum . . 49 . 3.46
10 Hauskatze w 13 Myxosarkom, Beckenbereich bis Mitte Oberschenkel . 6.79
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nen Minimalwert von 1.13 d und einen Maximalwert
von 62.92 d; der Medianwert betrigt 7.71 d. Bei den
Verdopplungszeiten der Sarkome bei Katzen ergibt sich
ein Minimalwert von 3.21 d und ein Maximalwert von
15.88 d; es lasst sich ein Medianwert von 9.04 d errech-
nen.Bei den Verdopplungszeiten der Karzinome bei Kat-
zen ist der Minimalwert 1.92 d und der Maximalwert
20.75 d; der Medianwert betragt 7.75 d.

Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedenste Tu-
mortypen markiert, biopsiert und mit dem beschriebe-
nen Protokoll analysiert. Diese Studie hat gezeigt, dass
verschiedene Tumoren bei Hunden und Katzen mit der
Durchflusszytometrie beurteilt werden konnen. Das Re-
sultat, die potentielle Tumorverdopplungszeit (Tpop),
liegt in weniger als 24 Stunden vor, wenn die Biopsie
iiber Nacht im Athanol fixiert wird und die Aufbereitung
der Probe am nichsten Tag erfolgt. Die Methode ist somit
fiir die klinische Anwendung tauglich.

Mit der vorliegenden Methode wird die potentielle Ver-
dopplungszeit der Tumorzellen bestimmt, weil die tat-
siachliche Verdopplung des Tumorvolumens nicht nur
durch die teilungsfihigen Tumorzellen bestimmt wird,
sondern auch durch Zellen, die absterben. Diese Diffe-
renz zwischen potentieller Tumorverdopplung und ef-
fektiver Tumorverdopplung fasst man unter dem Begriff
«Cell loss factor» oder Zellverlust zusammen. Tumoren
konnen daher langsamer wachsen, als mit der bestimm-
ten potentiellen Tumorverdopplungszeit vorausgesagt
wurde. Zu diesem Zellverlust tragen verschiedene Fakto-
ren bei: Der Tod von Zellen durch inadidquate Ernihrung
infolge Verdringung dieser Zellen von Blutgefissen, de-
fekte Mitosemechanismen, immunologische Abwehr
oder die Abschwemmung von Zellen in der Blutbahn,
wobei die Abschwemmung zu Metastasen fiihren kann.
Zudem neigen epitheliale Zellen zur Exfoliation. Daher
zeigen Karzinome im Vergleich zu Sarkomen einen gros-
seren Zellverlust. Dieser betrigt bei den Sarkomen bis zu
30% und bei den Karzinomen bis zu 70% (Denekamp,
1972). Ein Karzinom mit gleicher Zellzahl wie ein Sar-
kom spricht auf eine Therapie vermeintlich schneller an,
weil neben der Zerstorung der Tumorzellen durch die
Therapie zusitzlich ein grosser Zellverlust vorhanden
ist.

Neben den teilenden Zellen besteht eine Zellpopulation
auch aus ruhenden, sich nicht teilenden Zellen, die mit
der beschriebenen Methode berticksichtigt werden, ob-
wohl sie kein Bromodeoxyuridin aufnehmen. Bei soli-
den Tumoren kann der Anteil ruhender Zellen bis zu
15% des gesamten Tumors ausmachen (Hall, 1988). Ihre
Bestimmung kann durch Injektion von Tritium-Thymi-
din und nachfolgender Autoradiographie erfolgen (Dold
et al., 1993).

Bei den von uns untersuchten Tumorbiopsien wurden
stark variierende potentielle Tumorverdopplungszeiten
bestimmt. Dies auch fiir Tumoren der gleichen Histolo-
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gie. Die gleiche Beobachtung haben bereits LaRue et al.
gemacht, die Biopsien von Osteosarkomen bei Hunden
untersuchten. In derselben Studie wurde auch die He-
terogenitit innerhalb eines einzelnen Tumors bestimmt,
indem mehrere Biopsien an verschiedenen Lokalisa-
tionen entnommen wurden. Auch intratumoral konnten
Unterschiede der potentiellen Tumorverdopplungszeit
erfasst werden, die Variation war aber wesentlich gerin-
ger als zwischen den untersuchten Hunden. Bei einem
Tumor stammen die entarteten Zellen vermutlich aus
einer einzigen oder aus wenigen Zellinien. Dadurch ist
das biologische Verhalten innerhalb des Tumors fiir alle
Zellen dhnlich. Bei wenig differenzierten Neoplasien
kann jedoch ein und derselbe Tumor aus verschiedenen
Subpopulationen bestehen (Rew et al., 1991; Begg et al.,
1988).Wenn nur eine einzelne Biopsie entnommen wird,
besteht besonders bei schlecht differenzierten Tumoren
die Gefahr, dass die potentielle Tumorverdopplungszeit
unter- oder tiberschitzt wird. Daher scheint es empfeh-
lenswert, mehr als eine Biopsie zu entnehmen und den
Mittelwert der potentiellen Tumorverdopplungszeit die-
ser Proben zu ermitteln. In der Klinik ist es leider aus
praktischen Griinden nicht immer moglich, Mehrfach-
proben zu entnehmen.

Neben der potentiellen Tumorverdopplungszeit wurde
in dieser Studie auch der Mitoseindex bestimmt (Tabel-
len 1 und 2). Dieser Index dient ebenfalls als prognosti-
scher Faktor, der bei gewissen Tumortypen, wie zum
Beispiel beim Melanom des Hundes, gut mit der Uber-
lebenszeit des Tieres korreliert (Bostock, 1979). Ver-
schiedene Studien haben eine positive Korrelation zwi-
schen dem Mitoseindex und der potentiellen Tumorver-
dopplungszeit nachgewiesen (Hall, 1988; Seki et al,,
1993; Tarnowski et al., 1993). Auch in unserem be-
schrinkten Zahlenmaterial ist ein Trend in diese Rich-
tung zu sehen, haben doch die meisten Tumoren mit
einem hohen Mitoseindex auch eine niedrige potentielle
Tumorverdopplungszeit. Der Mitoseindex gibt zu einem
bestimmten Zeitpunkt die Anzahl der sich in der Mitose
befindenden Zellen in einem histologischen Schnitt ei-
ner Biopsie wieder, sagt aber nichts iiber die Geschwin-
digkeit aus, mit der sich diese Zellen teilen. Der Labelling
Index, diejenige Zellfraktion, welche DNS synthetisiert,
ist auf dhnliche Weise auch eine indirekte Funktion der
potentiellen Tumorverdopplungszeit.

Mit der Bromodeoxyuridin-Markierung der Zellen und
der dnkubation» dieser Tumorzellen iiber mehrere Stun-
den wird 7n vivo die Kinetik der Zellen erfasst. Wir erhal-
ten einen Wert in Tagen, welcher uns sehr genau iiber die
Teilungsaktivitit der lebenden Zellen in der biopsierten
Masse Auskunft gibt. Dieses Ergebnis kann in der Thera-
pie direkt verwendet werden, indem die zeitlichen Ab-
stinde der Chemo- und Strahlentherapien, die sich meist
iiber mehrere Wochen erstrecken, angepasst wird. Der
therapeutische Gewinn einer Therapie kann z. B. bei ei-
nem sehr rasch wachsenden Tumor verloren gehen,
wenn die zeitlichen Intervalle zwischen den einzelnen
Therapien zu weit auseinander liegen. Solche Tumoren
missten in kiirzeren Abstinden therapiert werden.
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Die grosse Variabilitit der Tumorverdopplungszeiten,
auch innerhalb der gleichen histologischen Diagnose,
zeigt, dass fiir jeden an einer Tumorerkrankung leidende
Organismus eine individuell abgestimmte Therapie an-
gewendet werden miisste, um einen maximalen thera-
peutischen Effekt zu gewinnen. Die sehr kurzen Tu-
morverdopplungszeiten zeigen aber auch, dass die Pro-
gnose und daher auch die Aussicht auf Heilung deutlich
schlechter wird, wenn Tage oder gar Wochen mit einer
Therapie zugewartet wird. Abwarten und Beobachten ist
keine addquate Strategie bei der Betreuung von Krebspa-
tienten. Die besten Aussichten auf eine Heilung des Pa-
tienten bestehen, wenn rasch und aggressiv therapiert
wird. Je grosser der Primidrtumor ist, desto grosser ist
auch die Metastasierungstendenz.

Mit dieser Arbeit wurde die Technik der Bestimmung der
potentiellen Tumorverdopplungszeit fiir Tiertumoren
etabliert. Weiterfiihrende Studien sollen diesen wertvol-
len prognostischen Parameter in bezug auf verschiedene
Therapien untersuchen.
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