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In Kiirze

Die konventionelle histopathologi-
sche Untersuchung kann bei schlecht
differenzierten Neoplasien den hi-
stogenetischen Ursprung oft nicht
sicher identifizieren. Da dieser vor
dem Hintergrund der anspruchsvol-
leren onkologischen Therapien aber
zunehmend an Bedeutung gewinnt,
werden auch in der Veteriniir-Pa-
thologie immer hiivfiger immunhi-
stologische Methoden zur Tumordif-
ferenzierung eingesetzt. Auch die
niihere immunhistologische Charak-
terisierung einer bereits histopa-
thologisch diagnostizierten Neopla-
sie (z. B. Mastzelltumor, Lymphom,
Karzinom) kann von prognostischer
und therapeutischer Bedeutung
sein. Ziel dieses Beitrags ist es da-
her, einen kurzen Uberblick iiber ei-
nige hiivfig verwendete immunhi-
stologische Methoden und Marker
in der Veteriniir-Pathologie zv ge-
ben und Moglichkeiten der Tu-
morcharakterisierung vorzustellen.

Die Therapie von Tumoren in der Klein-
tiermedizin gewinnt zunehmend an Bedeu-
tung. Fiir die Planung eines optimalen Be-
handlungskonzeptes wird eine moglichst
detaillierte Tumordiagnostik somit immer
wichtiger. Insbesondere bei schlecht diffe-
renzierten Tumoren ist der histogenetische
Ursprung mittels konventioneller Lichtmi-
kroskopie héufig nicht sicher zu identifi-
zieren. Es konnen dann immunhistologi-
sche Spezialverfahren zur priziseren Dif-
ferenzierung sog. ,,Spindelzelltumoren®
oder ,,Rundzelltumoren‘ beitragen, so dass
diese sicher z. B. als Neurofibrosarkom,
Hémangiosarkom bzw. B-/T-Zell Lym-
phom, Melanom, Karzinom o. a. diagno-
stiziert werden konnen (Bahrami et al.,
2008; Dennis et al., 2011).
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Immunhistologie - was ist das?

Die Immunhistologie stellt eine Technik
dar, bei der mittels spezifischer Antikorper
das gesuchte Tumorantigen (z. B. Zyto-
keratin in Epithelzellen, c-Kit in Mastzel-
len) im Gewebe detektiert und farblich
markiert werden kann.

Hierzu werden Antikorper verwendet, die
meist fiir die Humanmedizin entwickelt
wurden, bei denen aber eine Kreuzreakti-
vitdt mit den Geweben von Hund und Kat-
ze vorliegt. Da dies nicht bei jedem hu-
manpathologisch verwendeten Antikorper
gegeben ist, stehen fiir die Veterinér-Pa-
thologie deutlich weniger Marker zur Ver-
fiigung, als in der humanmedizinischen
Diagnostik (Bahrami et al., 2008) einge-
setzt werden. Dies gilt insbesondere fiir die
subtypisierende Differenzierung von Lym-
phomen/Leukémien und von Karzinomen
unterschiedlichen Ursprungs.

Nach der iiblichen histologischen Unter-

suchung kann die immunhistologische

Untersuchung zielgerichtet direkt an den
bereits eingesandten formalinfixierten,
paraffin-eingebetteten Gewebeproben er-
folgen. Das Verfahren nimmt meist zwei
Tage in Anspruch. Bei der Auswertung ist
das positive Signal in der spezifischen Lo-
kalisation (in den Tumorzellen und im nor-
malen Gewebe) kritisch zu analysieren.

Tumordiagnostik mit Hilfe der
Immunhistologie

Um eine Aussage hinsichtlich der Progno-
se und Therapie bei undifferenzierten,
anaplastischen Tumoren treffen zu kon-
nen, ist es hilfreich, den histogenetischen
Ursprung (epithelial, mesenchymal, mela-
nozytdr, hdmatopoetisch) zu ermitteln.
Dies kann mit immunhistologischen Me-
thoden gelingen. Beispiele fiir einige im-
munhistologische Reaktionsmuster von
Tumoren finden Sie in Tabelle 1.

Die folgenden Marker werden routine-
miBig zur immunhistologischen Tumor-

Abb. 1: Mammakarzinom einer 10-jdhrigen Labradorhiindin: Mittels immunhistologischem Nachweis von
Iytokeratin sind nicht nur die epithelialen Zellen des Mammakarzinoms (Ca), sondern auch das infiltrative
Wachstum (=), die intravaskuldiren Tumorzellemholi (1) und die Metastasen (M) darstellbar.



Tab. 1: Typische immunhistologische Expressionsmuster verschiedener Tumoren

Zyto- . . . . Faktor .

keratin Vimentin | a-Aktin | Desmin VIll, CD31 Gfap | S100 | Melan A | c-Kit | CD3 | CD79
Karzinom +++ (+) - - - - (+) - +/- - -
Hamangiom/ } . . R . - - - - - -
-sarkom
Fibrom/-sarkom | - +++ +/- - - - - - - _ .
Rhabdomyom/ ) + ) . i ) ) i i i )
-sarkom
Leiomyom/ ) + e " ) i " i i i i
-sarkom
Neurofibrom/ . . . B _ -+ I+ - - - -
-sarkom
GIST (Darm) - + -+ - - - -1+ - +++ | - -
Melanom - + - - - - + ++ + - -
Mastzelltumor - + - - - - - _ o+ - _
T-Zell Lymphom | - + - - - - - - - +++ | -
B-Zell Lymphom | - + - - - - - - _ _ +

differenzierung in der Veterinir-Patholo-
gie herangezogen:

Der Nachweis von Zytokeratinen ermog-
licht die Differenzierung von epithelialen
Tumoren (z. B. skirrhdse oder anaplasti-
sche Karzinome) sowie die Identifikation
auch kleinerer Karzinommetastasen oder
Tumorzellemboli in Geféflen und Lymph-
knoten (Lee, 2007; Sorenmo et al., 2011)
(Abb. 1).

Desmin ist ein Intermediérfilament in glat-
ten sowie quergestreiften Muskelzellen
und wird zur Abgrenzung von Leiomyos-
arkomen und Rhabdomyosarkomen zu an-
deren Spindelzelltumoren genutzt (Dennis
etal, 2011).

Der Nachweis von a-AKtin, einem Mikro-
filament in glatten Muskelzellen, kann
Leiomyome/sarkome von Rhabdomyo-
men/sarkomen unterscheiden (Bahrami et
al., 2008; Dennis et al., 2011).

Vimentin ist ein Intermediérfilament der
mesenchymalen Zellen. Es ist nur in Kom-
bination mit anderen Markern sinnvoll ein-
zusetzen, da auch anaplastische Karzino-
me positiv reagieren konnen (Bahrami et
al., 2008; Sorenmo et al., 2011).

Der Nachweis von S-100 Protein hat
ebenfalls eine relativ niedrige Spezifitit.

Beispiele fiir S-100 positive Tumore sind
maligne Melanome (Ramos-Vara und Mil-
ler, 2011) und Schwannome (Bahrami et
al., 2008).

Gfap (Glial fibrillary acidic protein) ist ein
Intermedidrfilament, welches im Zell-

skelett von Astrozyten, Gliazellen und

Abb. 2: Immunhistologischer Nachweis der Expression vo

Schwannzellen vorkommt und daher der
Identifikation der entsprechenden Tumore
dient. Insbesondere konnen Neurofibro-
me/sarkome (Abb. 2) von Fibromen/sar-
komen oder Hémangiosarkomen unter-
schieden werden (Bahrami et al., 2008;
Dennis et al., 2011).

n Gfap in einem Neurofibrom eines Hundes mit wirbeli-

gem Wachstum der Tumorzellen (T), die kollagenen Bindegewebssepten (K) dazwischen sind negafiv.
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Abb. 3: Gasrointestinaler stromaler Tumor (GIST) am Zkum eines 12-jihrigen Mischlingsriden: A: HE-Farbung: Spindelzelliger Tumor (T) in der Muskelschicht (M) des Darmes
bei normaler Schleimhaut (S); B: Immunhistologischer Nachweis der ¢-Kit Expression in den Tumorzellen (T), die Muskulatur (M) und die Schleimhaut () sind negativ;
C: Immunhistologischer Nachweis des Muskelmarkers Desmin in der Lamina muscularis submucosa (m) der Schleimhaut (S) und der Tunica muscularis (M).

Von Willebrand Faktor (Faktor VIII)
kommt in Gefiflendothelien vor. Sein
Nachweis dient der Identifikation von Hi-
mangiosarkomen und ihrer Unterschei-
dung zu Lymphangiosarkomen und ande-
ren Sarkomen. Auch CD31, ein Marker fiir
Endothelzellen, kann zu dem gleichen
Zweck angewendet werden (Folpe und
Cooper, 2007).

Melan A wird von Melanozyten und stero-
idproduzierende Zellen exprimiert. Sein

Nachweis hilft bei der Diagnose amelano-
tischer Melanome (Ramos-Vara und Mil-
ler, 2011), Hoden- und Ovar- (Bahrami et
al., 2008) sowie Nebennierenrindentumo-
ren (Zhang et al., 2003).

¢-Kit ist ein Tyrosinkinase Rezeptor Typ
III, auch CD117 genannt. Er kommt phy-

siologischerweise in verschiedenen Ge-
weben (hdmatopoetische Stammzellen,
epitheliale Gewebe, Melanozyten, Hoden,
Ovarien, Teile des ZNS) vor (Morini et al.,
2004). Eine c-Kit-Expression wird dem-
entsprechend auch bei den Tumoren, die
aus diesen Geweben hervorgehen, nachge-
wiesen.

Der immunhistologische Nachweis von
c-Kit wird daher z. B. bei der Identifikation
der gastrointestinalen stromalen Tumoren
(GIST), die von den neurogenen Cajalzel-
len ausgehen, eingesetzt, um diese von
Leiomyomen/sarkomen zu unterscheiden
(Maas et al., 2007; Gillespie et al., 2011)
(Abb. 3).

Auch bei der Mastzelltumordiagnostik ist
c-Kit von Bedeutung (s. unten).

Abb. 4: Mammakarzinom einer 8-jdhrigen Dobermannhiindin: Deutliche intrazytoplasmatische Expression von

Cox-2 in den Epithelzellen (E) des hochgradig infiltrativ wachsenden Karzinoms
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Prognostischer und therapeuti-
scher Nutzen der immunhisto-
logischen Tumordifferenzierung
- Beispiele

Bei bestimmten Neoplasien konnen die
immunhistologischen Verfahren zur weite-
ren Charakterisierung der Tumordifferen-
zierung beitragen.

Die Differenzierung lymphoproliferativer
Prozesse in T- bzw. B-Zell-Lymphome ist
mittels des Nachweises von CD3 (T-Lym-
phozyten) und CD79a (B-Lymphozyten)
moglich. Dies ist von prognostischer Rele-
vanz (Valli et al., 2011).

Die Cyclooxygenase (Cox)-Enzyme sind
bei der Prostaglandinbiosynthese von Be-
deutung. Wihrend Cox-1 in normalen Ge-
weben vorkommt, wird Cox-2 aus bislang
unbekannten Griinden in Entziindungen
oder Neoplasien exprimiert (Dore, 2011).
Die pro-neoplastische Wirkung von Cox-2
besteht im Wesentlichen in einer Anre-
gung der Tumorzellproliferation, einer
Hemmung der Apoptose, einer Induktion
der Angiogenese und einer erhthten Inva-
sivitdt der Tumorzellen in Verbindung mit
einer Hemmung des Immunsystems (Dore,
2011).

In Human- und Tiermedizin wurde eine
Cox-2 Expression in ca. 50 - 100 % der
Mammakarzinome (Abb. 4), Prostata-
karzinome, Plattenepithelkarzinome und
Ubergangsepithelkarzinome der Harnbla-
se/Niere gefunden (Dore, 2011). Nicht-
steroidale (NSAIDs)
blockieren dieses Enzym. Bei einigen Cox-
2 positiven Tumoren scheint mit diesen
Priparaten daher ein antineoplastischer Ef-
fekt erzielt zu werden (Wiedemann, 2011).

Antiphlogistika



c-Kit Muster 2; C: atypisches, diffuses c-Kif Muster 3

Die Proliferationsaktivitit innerhalb eines
Tumors kann durch das Zihlen der Mito-
sen je Gesichtsfeld oder durch den im-
munhistologischen Nachweis von Ki-67
Antigen bestimmt werden. Ki-67 Antigen
ist ein nukleires Protein, das sehr eng mit
den Mitosephasen assoziiert ist. Es wird
ausschlieflich wihrend der Zellteilung,
nicht aber im Rahmen von Reparaturvor-
gingen exprimiert (Madewell, 2001).

Die Bestimmung der Proliferationsakti-
vitét ist z. B. bei der prognostischen Beur-
teilung von Spindel- (Dennis et al., 2011)
und Mastzelltumoren bedeutsam. So
konnte gezeigt werden, dass die mediane
Uberlebenszeit bei Mastzelltumoren mit
mehr als 23 Ki-67 Antigen positiven Zel-
len/1 cm” unter 24 Monaten liegt (Webster
et al., 2007).

Eine Besonderheit bei den Mastzelltumo-
ren ist, dass unterschiedliche c-Kit Ex-
pressionsmuster mittels Immunhistologie
dargestellt werden konnen (da Costa et al.,
2007). Immunbhistologisch ist die c-Kit
Expression in normalen Mastzellen als
perimembrandses Muster 1 erkennbar. In
einem Teil der Mastzelltumore kann man
zwei vom Normalbild abweichende patho-
logische Expressionsmuster beobachten
(Abb. 5): c-Kit Muster 2 ist gekennzeich-
net durch eine stippchenartige Akkumula-
tion im perinukledren Bereich, der ver-
mutlich dem Golgi-Apparat entspricht.
Als c-Kit Muster 3 wird ein Bild bezeich-
net, bei dem eine diffuse Anfirbung des
Zytoplasmas der Mastzellen auftritt (da
Costa et al., 2007).

Aus der Literatur ist bekannt, dass es eine
Korrelation des histologischen Grades mit
dem c-Kit Expressionsmuster gibt (Pre-
ziosi et al., 2004). Es wurde gezeigt, dass

Abb. 5: Immunhistologische Expressionsmuster des ¢-Kit Rezeptors in kaninen Mastzelltumoren: A: normales, perimembrangses ¢-Kif Muster 1; B: atypisches, ,stippchenartiges”

der Nachweis eines atypischen c-Kit Ex-
pressionsmusters mit einer schlechteren
Prognose einhergeht: c¢-Kit 1 Mortalitit
14,3 %, c-Kit 2 Mortalitit 39,5 %, c-Kit 3
Mortalitit 38,5 % (Thompson et al., 2011).
Daher wird die immunhistologische Cha-
rakterisierung des c-Kit Rezeptors und der
Ki-67 Antigen Expression zur prézisieren-
den Einschitzung der Prognose von Mast-
zelltumoren eingesetzt, die histologisch
als low-grade Mastzelltumoren nach Kiu-
pel et al. (2011) eingestuft werden (frither
Grad I und Grad II nach Patnaik et al.,
1984).

Grenzen der immunhistologi-
schen Tumordiagnostik

Die Immunbhistologie ist eine hochspezifi-
sche Technik, um bestimmte Strukturen
im Gewebeschnitt zu detektieren. Trotz-
dem gibt es Einschrinkungen beziiglich
der Nachweisbarkeit der Antigene und der
Auswertbarkeit des Reaktionsmusters: Ei-
nige Antigene zerfallen im unfixierten Ge-
webe, so dass es zu falsch negativen Er-
gebnissen kommen kann, wenn der Tumor
nach der Exzision zu lange unfixiert bleibt
oder unzureichend fixiert (gro3e Probe)
wurde. Aber auch zu lange Fixationszeiten
in Formalin (linger als 10 Tage) konnen
zu einem Verlust der immunhistologi-
schen Reaktionsfihigkeit des Gewebes
fiihren.

In anaplastischen Tumoren wird in Ein-
zelfillen eine atypische oder fehlende Ex-
pression festgestellt, da auf Grund der
schlechten Differenzierung auch die ge-
webetypischen Charakteristika bzw. Ex-
pressionsmuster moglicherweise verloren
gehen. In diesen Fillen kann die Diagnose

trotz der immunhistologischen Untersu-
chungen unklar bleiben (Bahrami et al.,
2008).

Schlussfolgerungen

Der Einsatz immunhistologischer Verfah-
ren in der Tumorpathologie ermoglicht die
prézisere Diagnose und Charakterisierung
von Neoplasien bei den Haustieren und
kann einen Beitrag zur prognostischen
Einschitzung und dem therapeutischen
Vorgehen leisten. Unter Beriicksichtigung
der grofien Fortschritte in der Veterinar-
Onkologie wird die Bedeutung dieser
Techniken in den néchsten Jahren wahr-
scheinlich weiter zunehmen und zusétzli-
che Marker fiir den spezifischen Einsatz
beim Tier etabliert werden.
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