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Neue diagnostische Aspekte bei kaninen Mastzelltumoren -
Ein Uberblick zur aktuellen Studienlage

Heike Aupperle, A. Kehl, T. Irrgang, C. Laik, G. Loesenbeck

Mastzelltumoren (MCT) gehoren zu den
h&aufigsten Hauttumoren des Hundes.
Sie kdnnen solitar oder multipel vor-
kommen und zeigen klinisch sehr unter-
schiedliche Erscheinungsformen. Der
folgende Artikel stellt einige aktuelle
Studien zum Thema vor und erlautert ein
neues zweistufiges Graduierungssystem.

Wadhrend die Zytologie meist nur der
Diagnose eines Mastzelltumors (= Abb. 1)
dient, kdnnen histologische und immun-
histologische Untersuchungen (c-Kit, Ki-67
Antigen) sowie genetische Analysen zur
genaueren Charakterisierung und prog-
nostischen Beurteilung beitragen (Welle
et al. 2007). Im letzten Jahr hat es hierzu
neue Studien gegeben, deren Inhalte und
Ergebnisse im Folgenden vorgestellt wer-
den sollen.

Neues histologisches
Graduierungssystem nach
Kiupel et al. (2010)

Bislang erfolgt eine histologische Eintei-
lung der Mastzelltumoren nach Patnaik
etal. (1984)in 3 Grade (

Abb. 2):

Grad I: Es handelt sich um eine gut
differenzierte Tumorzellpopulation,
die geringe Zellvariationen aufweist
und deren Zytoplasma deutlich
granuliert ist. Diese Tumoren sind
meist auf die Dermis beschrdnkt.
Grad II: Hier ist die Differenzierung
weniger gut. Die Variationen sind aus-
geprdgter, die Granulierung des
Zytoplasmas undeutlicher, und es
finden sich einige Mitosen und
vereinzelte mehrkernige Zellen. Auch
tiefere Gewebeschichten kdnnen
infiltriert sein.

Grad IlI: Bei dieser Gruppe handelt es
sich um schlecht differenzierte
Tumoren, bei denen der histogeneti-
sche Ursprung von Mastzellen teils
nur mittels Spezialfarbungen (z.B.
Giemsa, Toluidinblau) erkennbar ist.
Es finden sich sehr variable Zellfor-
men und Kernpolymorphismen sowie
multiple Mitosen.

Dabei gehen Mastzelltumoren Grad I mit
einer guten Prognose (Mortalitdt 10%) und
MCT Grad Ill mit einer schlechten Progno-
se (Mortalitdt 80%) einher, wahrend MCT
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Grad II sich variabel (Mortalitdt 20-50%)
verhalten konnen (Beobachtungszeitraum
4,5 Jahre; Bostock 1986).

Aktuell (Kiupel et al., 2011,48:147-155,
Vet.Pathol.) wird nur noch eine zweistu-
fige Graduierung in gut differenzierte (low-
grade malignancy) und schlecht differen-
zierte (high-grade malignancy) Tumoren
vorgenommen.

Die Eingruppierung in ,high-grade
malignancy“ erfolgt, wenn mindestens
eines der folgenden Kriterien zutrifft:

>7 Mitosen in 10 Gesichtsfeldern bei

40er VergrofBerung (HPF)

>3 mehrkernige Tumorzellen

>3 Tumorzellen mit bizarren

Zellkernen

Karyomegalie bei > 10% der Tumor-

zellen

Die mediane Uberlebenszeit fiir gut dif-
ferenzierte Mastzelltumoren wird mit 2
Jahren und die fiir schlecht differenzierte
Mastzelltumoren mit 4 Monaten angege-
ben.

Aufgrund dieser sehr prazisen Kriterien
ist eine objektivere Diagnostik moglich.
Schlecht differenzierte Mastzelltumoren

Abb. 1 Mastzelltumor eines 9-jahrigen Hundes: Tumorexstirpat mit
grofRzugigen Resektionsgrenzen (a); speckige weiRe Schnittflache des
abgegrenzten Tumors in der Dermis (b). © Dr. Heike Aupperle.
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konnen zudem mittels immunhistologi-
scher Untersuchungen (c-Kit, Ki-67 Anti-
gen) weiter charakterisiert werden (s.u.).

Unterschiede zwischen
solitaren und multiplen
Mastzelltumoren

Das Ziel der eigenen Untersuchung war,
herauszufinden, ob und inwieweit sich die
Charakteristika solitdrer Mastzelltumoren
von den Fillen unterscheiden, bei denen 2
oder mehr Mastzelltumoren von einem Tier
gleichzeitig eingesandt wurden.

Es wurden 265 solitdre MCT sowie mul-
tiple MCT (n= 65) von 30 Hunden aus den
Routineeinsendungen ausgewihlt. Diese
wurden histologisch und immunbhistolo-
gisch (c-Kit: n = 124, Ki-67 Antigen: n = 80)
untersucht.

Entsprechend den Literaturangaben
(Welle et al. 2007) fanden wir Mastzell-
tumoren in beiden Gruppen besonders héu-
fig bei folgenden Rassen:

Golden/Labrador Retriever (n = 68)

Terrier(n=31)

Boxer (n=24)

Es fand sich keine Geschlechtsdisposition;
das mittlere Alter lag bei 8 +2,9 Jahren.

Die typischen Lokalisationen waren
Gliedmal3en, Riicken und Kopf. Allerdings
kamen in unserer Studie solitdre Mast-
zelltumoren signifikant haufiger an den
Gliedmafen vor als multiple Mastzell-
tumoren (p = 0,004).

Bei der Analyse der Tumorgrofien fiel
auf, dass solitdre MCT signifikant grofer
waren als multiple Mastzelltumoren (p =
0,001). Die multiplen Tumoren waren in
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69% der Fille < 2 cm, wihrend 63% der
soiitdren MCT > 2 cm waren. Die Ursache
fir diese Unterschiede konnte darin
liegen, dass fiir den Besitzer die Multi-
plizitit der Umfangsvermehrungen in
diesen Fillen fiir die Entscheidung zur
chirurgischen Exzision wichtiger ist, als
die GroBe bei einer soiitdren Umfangs-
vermehrung.

Da zum Zeitpunkt der eigenen Unter-
suchungen das zweistufige histologische
Graduierungssystem von Kiupel et al.
(2011) noch nicht erschienen war und um
die Vergleichbarkeit mit anderen Studien
zu ermdglichen, wurden die Mastzell-
tumoren noch nach der dreistufigen Gra-
duierung von Patnaik et al. (1984) einge-
teilt. Es konnte festgestellt werden, dass
bei multiplen Mastzelltumoren der Grad
I relativ haufiger vorkam als bei solitdren

Abb. 2 Histologische Grade I-1ll nach Patnaik et al. (1984): Gut differenzierter Mastzelltumor Grad | (a); maRige Differenzierung der Tumorzellen Grad I,
Infiltration mit eosinophilen Granulozyten (b); schlecht differenzierter Mastzelltumor Grad Ill mit pleomorphen Tumorzellen, atypischen Kernformationen
und zahlreichen Mitosen (c). © Dr. Heike Aupperle.
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Mastzelltumoren. Interessant ist dabei,
dass die verschiedenen Mastzelltumoren
an einem Tier i. d. R. den gleichen histolo-
gischen Grad aufwiesen. Nur bei 5 von 30
Hunden fanden sich Mastzelltumoren von
Grad I und Grad II am gleichen Tier.

Der c-Kit-Rezeptor ist ein Tyrosinkina-
se-Rezeptor Typ III, der auch CD117 genannt
wird. Er kommt in verschiedenen Gewe-
ben physiologischerweise vor, wie etwa in
hdmatopoetischen Stammzellen, epithe-
lialen Geweben, Melanozyten sowie in
Hoden und Ovarien und in Teilen des
Gehirns (Morini et al. 2004). Eine c-Kit-
Expression wurde dementsprechend auch
bei den Tumoren, die aus diesen Geweben
hervorgehen, nachgewiesen.

Eine Besonderheit bei den Mastzell-
tumoren ist, dass unterschiedliche c-Kit-
Expressionsmuster mittels der Immun-
histologie dargestellt werden konnen (da
Costa etal. 2007). Dieses Phdnomen ist auch
bei Mastzelltumoren der Katze (Rodriguez-
Carino et al. 2009) zu beobachten.

Immunbhistologisch ist die c-Kit-Expres-
sion in normalen Mastzellen als perimemb-
randses Muster 1 darstellbar. In einem
Teil der Mastzelltumoren kann man zwei
von dem Normalbild abweichende patho-
logische Expressionsmuster beobachten
(= Abb. 3): c-Kit-Muster 2 ist gekennzeich-
net durch eine stippchenartige Akkumu-
lation im perinukledren Bereich, der ver-
mutlich dem Golgi-Apparat entspricht. Als
c-Kit-Muster 3 wird ein Bild bezeichnet,
bei dem eine diffuse Anfirbung des Zyto-
plasmas der Mastzellen auftritt (da Costa
etal. 2007).

Aus der Literatur ist bekannt, dass es
eine Korrelation des histologischen Gra-
des mit dem c-Kit-Expressionsmuster gibt,

Abb. 3
Muster 2 (b); atypisches, diffuses c-Kit-Muster 3 (c). © Dr. Heike Aupperle.

d.h., je schlechter ein Mastzelltumor his-
tologisch differenziert ist, desto cher tritt
ein atypisches Expressionsmuster auf(Pre-
ziosi et al.2004).

Bislang ist aber unklar, wie diese Ex-
pressionsmuster zustande kommen und
welche tatsdchliche funktionelle Bedeu-
tung diesen morphologischen Bildern zu-
kommt. Es konnte jedoch gezeigt werden,
dass der Nachweis eines atypischen c-Kit-
Expressionsmusters mit einer schlechte-
ren Prognose einhergeht (c-Kit 1: Morta-
litat 14,3 %, c-Kit 2: Mortalitdt 39,5 %, c-Kit
3: Mortalitdt 38,5 %; Kiupel et al. 2004).

Kritisch muss angemerkt werden, dass
nicht alle Zellen eines Mastzelltumors un-
bedingt das gleiche Muster aufweisen. Hier
entscheidet der Pathologe, welches Expres-
sionsmuster iiberwiegt und fiir den Tumor
reprdsentativ erscheint.

In der eigenen Studie fanden sich sig-
nifikante Unterschiede zwischen den so-
litdren und den multiplen Mastzelltumo-
ren. Die multiplen Mastzelltumoren Grad
I zeigten fast immer (88,2 %) ein physiolo-
gisches c-Kit-Muster 1 auf (solitire MCT
nur 54,3%, p = 0,016). AuBlerdem wiesen
multiple Mastzelltumoren Grad III fast
immer (81,8%) c-Kit-Muster 3 auf (solitédre
MCT nur 27 %,p = 0,005).

Entsprechend dem klinischen Staging-
system der WHO und den Untersuchun-
gen von Kiupel et al. (2005) sollen multiple
Mastzelltumoren (Stadium 3) eine schlech-
tere Prognose haben. Mehrere andere Stu-
dien fanden aber keine Unterschiede in den
Uberlebenszeiten zwischen solitiren und
multiplen MCT (Murphy et al. 2006, Mul-
lins et al. 2006, Romansik et al. 2007). In
all diesen Studien wurden die histologi-
schen Grade der Mastzelltumoren aber
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nicht in die Untersuchungen mit einbezo-
gen.

Basierend auf den Ergebnissen der ei-
genen Studie kann vermutet werden, dass
die multiplen Mastzelltumoren Grad I trotz
ihrer Multiplizitét haufig besser differen-
ziert sind (88,2 % c-Kit 1) als solitdre Mast-
zelltumoren.

Im Gegensatz dazu kommen aber
Tumoren Grad III bei den multiplen Mast-
zelltumoren héufiger vor, als bei den soli-
tdren MTC, und sie sind im Vergleich zu
den solitdren MCT Grad III offenbar deut-
lich schlechter differenziert (81,8% c-Kit
3).

Es ist daher nicht auszuschlieen, dass
die relativ hédufiger vorkommenden und
schlechter differenzierten Mastzelltumo-
ren Grad Il eine Statistik, die die histolo-
gischen Grade nicht beriicksichtigt, ver-
falschen. Dies bedeutet, dass moglicher-
weise ein Umdenken bzw. ein differenzier-
teres Staging und Grading bei multiplen
Mastzelltumoren notwendig ist, um die
Prognose fallbezogener einschitzen zu
konnen.

Die Proliferationsaktivitat innerhalb
eines Mastzelltumors kann auf verschie-
dene Arten ermittelt werden:

Zum einen kann man die Anzahl der

Mitosenzihlen. Hier gelten > 5

Mitosen je Gesichtsfeld als prognos-

tisch ungiinstiger (Romansik et al.

2007).

Das Proliferating cell nuclear

antigen (PCNA) wird nicht nur

wihrend der Mitose, sondern auch im

Rahmen von Reparationsprozessen

exprimiert. Fiir die PCNA-Expression

konnte bislang keine signifikante
prognostische Relevanz ermittelt

Immunhistologische Expressionsmuster des c-Kit-Rezeptors: normales, perimembrandses c-Kit-Muster 1 (a); atypisches, ,stippchenartiges" c-Kit-
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Abb. 4 Expression von Ki-67 Antigen in Mastzelltumoren: geringe Proliferationsaktivitat (a); hohe Proliferationsaktivitat (b). © Dr. Heike Aupperle.

werden (Romansik et al. 2007,
Webster et al. 2007).

Mittels einer Versilberungsmethode
konnen die sog. Nuclear Organizer
regions (AgIMORs) markiert werden,
in denen ribosomale RNA kodiert ist.
Sie sind Ausdruck der Transkriptions-
aktivitdt und korrelieren mit der
Proliferationsaktivitdt. Hier wurde
ein Grenzwert von 4 AgNORs/Kern
festgestellt (Bostock et al. 1989,
Webster et al. 2007).

Ki-67 Antigen ist ein nukledres
Protein, das sehr eng mit den Mito-
sephasen assoziiert ist. Es wird
ausschlielich wiahrend der Zell-
teilung, nicht aber im Rahmen von
Reparaturvorgidngen exprimiert. Die
Ki-67 Antigen-Expression korreliert
mit dem histologischen Grad der
Mastzelltumoren (Romansik et al.
2007). Die Prognose bei mehr als 23
positiven Zellen je 1 cm? ist schlechter
(med. Uberlebenszeit < 24 Monate) als
bei einem MCT mit geringerer Prolife-
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rationsaktivitit (med. Uberlebenszeit
> 24 Monate) (Webster et al. 2007).

Die immunbhistologische Bestimmung der
Ki-67 Antigen-Expression hat sich mitt-
lerweile aufgrund der besten Durchfiihr-
barkeit und Aussagekraft in der Routine
durchgesetzt (- Abb. 4). Die eigenen
Untersuchungen zeigten, dass sowohl bei
den solitdren als auch bei den multiplen
Mastzelltumoren etwa die Hélfte der Fille
eine erhohte Ki-67 Antigen-Expression auf-
wiesen. In beiden Gruppen war der Anteil
der Tumoren mit einer hohen Prolifera-
tionsaktivitét bei schlechter differenzier-
ten Mastzelltumoren (Grad II und III) sig-
nifikant erhoht.

Zum Vorkommen von
Mutationen des c-Kit-
Rezeptors in Deutschland
Mutationen des c-Kit-Rezeptors haben un-

terschiedliche Folgen, da diese entweder
eine Hemmung (,,loss of function") oder
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eine Verstiarkung (,,gain of function") der
Rezeptorwirkung zur Folge haben, die zu
Pigmentierungsstérungen, Sterilitdt oder
Melanomen auf der einen Seite und Mas-
tozytose, myeloischen Leukdmien und An-
amien auf der anderen Seite fithren kon-
nen (Konieczny 2003, Fridrich 2004).

Beim Menschen wurde festgestellt, dass
der iiberwiegende Teil aller erwachsenen
Patienten mit Mastozytose innerhalb des
c-Kit-Gens eine somatische KIT-Mutation
in dem Exon 17 tragt. Der Aminosduren-
austausch fiihrt dann zu einer Konforma-
tionsédnderung des aktiven Zentrums der
Tyrosinkinase. Daraus resultiert eine
Autostimulation, die eine ligandenun-
abhéngige Mastzellproliferation induziert
(Fridrich 2004).

Beim Hund wurden mittlerweile Punkt-
mutationen, Deletionen und Duplikatio-
nen auf dem Exon 11 (London 1999, Ma
1999, Riva 2005, Webster et al. 2006, Zemke
2002) sowie den Exons 8 und 9 (Letard et
al. 2008) nachgewiesen. Allerdings konn-
ten keine Mutationen in den Exons 16 bis
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20 nachgewiesen werden, die fiir die Phos-
pho-Transferase Domaine kodieren und die
beim Menschen die Mastzellproliferation
auslosen (Webster et al. 2007).

In einigen amerikanischen Studien an
kaninen Mastzelltumoren wurde eine Kor-
relation zwischen dem histologischen Grad
und der Héufigkeit der Mutationen festge-
stellt. Mutationen der Exons 11/12 fanden
sich in 0-8% der Mastzelltumoren Grad 1,
in 13-35 % der Grad-1I-und in 33-66 % der
Grad-III-Tumoren (Downing et al. 2002,
Zemke et al.2002).

Der Nachweis von Mutationen korre-
liert mit dem immunbhistologischen c-Kit-
Expressionsmuster. Mutationen wurden
am héufigsten bei Fillen mit c-Kit-Muster
3 und nur selten bei c-Kit-Muster 1 gefun-
den (Webster et al. 2006). Bei Vorliegen
einer Mutation soll die Prognose kaniner
Mastzelltumoren schlechter sein als bei
Fillen ohne Mutation (Webster et al.
2006).

Die Tatsache, dass Mutationen auch bei
Fallen mit c-Kit-Muster 1 gefunden wur-
den, zeigt aber, dass die Zusammenhinge
zwischen Mutationen, immunhistologi-
schem Expressionsmuster und Tumorent-
stehung noch nicht vollstindig verstanden
sind. Daher basiert der Einsatz der Tyro-
sinkinase-Inhibitoren bei kaninen Mast-
zelltumoren zurzeit eher auf der Lokalisa-
tion, dem klinischen Verlauf und dem his-
tologischen Grad als auf dem Nachweis von
Mutationen oder c-Kit-Expressionsmus-
tern (Kessler 2010).

Eigene Untersuchungen

Die eigenen molekulargenetischen Unter-
suchungen hatten das Ziel, eben diese Kor-
relation von histologischem Grad, Immun-
histologie und Mutationen zu untersuchen
und zu analysieren, ob und inwieweit diese
Mutationen zwischen solitiren und mul-
tiplen Mastzelltumoren variieren. Wie auch
in der Literatur beschrieben, wurde die
DNA aus dem paraffin-eingebetteten
Material isoliert und die entsprechenden
Genabschnitte sequenziert und ausgewer-
tet.

Zu unserer groBen Uberraschung war
bei den 65 untersuchten Hunden nur ein
positiver Fall mit einer Duplikation im Exon
11 dabei. Es handelt sich dabei um einen
solitdren Mastzelltumor Grad III von einem
7-jahrigen Labrador.

Bei keinem der iibrigen untersuchten
solitdren (n = 38) und multiplen (n = 27)
Mastzelltumoren war eine biologisch re-
levante Mutation nachweisbar.

Lediglich zahlreiche stumme ,,Single
Nucleotide Polymorphisms" (SNPs) in den
Introns 10 und 11 und den Exons 8 und 11
wurden identifiziert, die auch in der Lite-
ratur beschrieben sind (Zemke et al. 2002).
Dies zeigt eindeutig, dass nicht methodi-
sche Fehler die Ursache fiir die geringe An-
zahl identifizierter Mutationen sind. Da es
bislang nur aus den USA Studien gibt, die
hinsichtlich der Auswahl von Patienten-
gut und Methodik der eigenen Studie ver-
gleichbar sind, konnte spekuliert werden,
ob und inwieweit moglicherweise geneti-
sche Unterschiede zwischen den Popu-
lationen in den USA und Deutschland
fir diese Unterschiede verantwortlich
sind.
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Fazit

Zusammenfassend kann festgestellt wer-
den, dass das aktualisierte histologische
Graduierungssystem (Kiupel et al. 2011)
und die immunhistologische Charakteri-
sierung des c-Kit-Rezeptors und der Ki-67
Antigen-Expression zur prézisierenden Ein-
schitzung der Prognose von Mastzell-
tumoren beitragen.

Insbesondere bei multiplen Mastzell-
tumoren erscheint die immunhistologi-
sche Untersuchung sinnvoll, auch wenn
aktuell noch keine prézisierenden Anga-
ben zu den korrelierenden Uberlebenszei-
ten vorliegen. Hierzu sind umfangreiche
weitere Untersuchungen notwendig.

Molekularbiologische Untersuchungen
zur Identifikation einer c-Kit-Rezeptor-
Mutation in kaninen Mastzelltumoren
scheinen in dem von uns untersuchten Tier-
gut hingegen keine diagnostische Bedeu-
tung zu haben.

Online zu finden unter
http://dx.doi.org/10.1055/s-003I-1275551
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