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Die histopathologische Untersuchung ist nach wie vor der Goldstandard fiir die Diagnose der Tumorart und

ihrer Dignitat und die Angabe der Proliferationsaktivitat ist oftmals von prognostischer Relevanz. Die Histo-

pathologie ermoglicht dariiber hinaus die Detektion von Metastasen im Lymphknoten und die Beurteilung

der Resektionsgrenzen des Tumors. AuBerdem stehen prazisierende immunhistologische Verfahren zur

Charakterisierung von Histogenese, Differenzierung und Subtypisierung der Tumorzellen zur Verfiigung.
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Einleitung

Die histopathologische Untersuchung
dient neben der eigentlichen Tumor-
diagnose nach WHO-Klassifikationen
auch der detaillierten Charakterisierung
der jeweiligen Neoplasie. Ein wesentli-
cher Bestandteil der Beurteilung der Dig-
nitdt vieler Tumoren ist u.a. die Anzahl
der Mitosefiguren, die in verschiedene
histopathologische Tumorgradings ein-
flie3t (Avallone et al. 2021, Meuten et al.
2021). Entsprechend der internationalen
Guidelines (Meuten et al. 2021) umfasst
die histopathologische Deskription auch
Angaben zur Invasivitit, die Beurteilung
der Resektionsridnder (Liptak 2020) und
ggf. die Untersuchung der regioniren
Lymphknoten (Tuohy et al. 2009, Marco-
nato et al. 2017, Beer et al. 2018, Lapsley
et al. 2021).
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Bei schlecht differenzierten Neoplasien,
deren histogenetischer Ursprung mittels
konventioneller Lichtmikroskopie nicht
sicher zu identifizieren ist, gelingt die ge-
nauere Charakterisierung in vielen Fillen
mittels Immunhistologie (Sandusky et al.
1987, Bahrami et al. 2008, Bellizzi 2020).
Eine weiterfiihrende immunhistologische
Charakterisierung kann z.B. bei Mast-
zelltumoren (Mallett et al. 2013, Freytag
et al. 2021), Lymphomen (Day 1995,
Gabor et al. 1999) oder Melanomen
(Ramos-Vara et al. 2000) prognostische
und zum Teil auch therapeutisch relevante
Informationen liefern.

Ziel dieses Artikels ist es, einen aktuel-
len Uberblick iiber verschiedene Aspekte
der konventionellen Tumordiagnostik in
der Veterindrmedizin zu geben und auch
kritische methodische Punkte aufzuzei-

gen.

Beurteilung von
Tumor-Resektionsrandern

Die Guidelines fiir den Zuschnitt von
Tumorproben wurden bereits vor Jahren
publiziert (Kamstock et al. 2011) und
gehoren zum Standard in der Veterinér-
Pathologie. Ein besonderes Augenmerk
liegt dabei auf der umfangreichen Aufar-
beitung der Resektionsrinder (Meuten
et al. 2021), insbesondere bei Mastzell-
tumoren und Sarkomen (Blackwood et al.
2012, Liptak 2020, Abrams et al. 2021).
Falls eine solche Tumordiagnose bereits
praoperativ (zytologisch oder durch eine
Biopsie) gestellt wurde, ist es wichtig,
dies auf dem Einsendeformular fiir die
Pathologie zu vermerken, so dass beim
Zuschnitt der Proben der Fokus richtig
gesetzt wird (Abb. 1 A+B).

Makroskopisch unklare Resektionsriander




EBO® Schematische Darstellung der Schnittfiihrung zur
standardisierten Aufarbeitung der Resektionsrander,
um reprasentative Lokalisationen histopathologisch
untersuchen zu konnen. (Fibrosarkom einer 12 Jahre alten
Katze, formalinfixiertes Praparat).

EB® Der sehr knappe seitliche Resektionsrand wird mit
Gewebefarbe markiert, um spater die Orientierung im
histologischen Schnitt zu erleichtern (Fibrosarkom am Ohr
einer 5 Jahre alten Katze, formalinfixiertes Praparat).

konnen von Chirurgen intra operationem
oder in der Pathologie wihrend des
Zuschnittes mit Gewebefarbe (,,Markie-
rungsfarbe fiir die Histologie* am besten
schwarz oder blau) markiert werden. Die
farbliche Markierung ist dann im histolo-
gischen Schnitt erkennbar und erleichtert
die mikroskopische Beurteilung der
Resektionsrander (Kamstock et al. 2011)
(Abb. 1 C+D). Diese Form der farblichen
Kennzeichnung relevanter Gewebelokali-
sationen ist auch bei verschiedenen inter-
disziplindren Forschungsansétzen (Korre-
lation der bildgebenden Befunde mit den
pathologischen Priparaten) von Bedeu-

EBQ Schnittfliche des Tumors von Abb. 1A: Trotz der weiten
seitlichen Rander ist eine sehr knappe Abgrenzung des
Fibrosarkoms in die Tiefe auffallig (Pfeil).

EB® Die Gewebefarbe markiert den Resektionsrand in der
Tiefe (blauer Pfeil). Der Tumor (T) infiltriert die tiefere
Muskelschicht (M) nicht - der Resektionsrand ist an dieser
Stelle also tumorfrei (Mammakarzinom eines 13 Jahre alten

Hundes, HE-Farbung).

tung (Ballke et al. 2021). Wichtig ist auch,
dass es durch die Formalinfixierung zu
teils erheblichen Schrumpfungen des
Gewebes kommt, so dass die makroskopi-
schen GroBenangaben des Labors von
denen des Nativmaterials in der Operation
abweichen konnen (Morrice et al. 2019).
Mikroskopisch wird z.B. bei Weich-
teilsarkomen der Abstand zum gesunden
Gewebe an der engsten Stelle dokumen-
tiert (nicht vorhanden; sehr knapp / frag-
lich < 1 mm; knapp <3 mm; sauber >3 mm)
(Dennis et al. 2011). AuBerdem wird
angegeben, ob noch eine Faszien- oder
Muskelschicht als Barriere in der Tiefe

vorhanden ist (Meuten et al. 2021). Zu
beachten ist: Chirurgisch werden z.B. bei
Mastzelltumoren in Abhingigkeit von der
GroBe des Tumors 2cm bis zu 3cm
Abstand zur klinisch darstellbaren Masse
empfohlen (Selmic und Ruple 2020) —
dies wird im intraoperativen Befund bzw.
der makroskopischen Beschreibung reflek-
tiert (Liptak 2020). Histologisch sind sol-
che Abstinde jedoch nicht darstellbar
(Limitation durch die Grofle der Standard
Einbettkassette: 3,0 x 2,5 x 0,5c¢m) und
auch nicht gemeint. Histologisch geht es
vielmehr um die Beurteilung der Tumor-
auslaufer, die klinisch palpatorisch nicht
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H Nachweis von Tumorzellen im Lymphknoten:
O Mittels Giemsafarbung sind Nester von Mastzellen (violett) im Lymphknoten gut erkennbar, die in dieser Anzahl als Metastase zu
werten sind (5 Jahre alter American Staffordshire Terrier);
 Die immunhistologische Expression von Zytokeratin (braun) identifiziert die Karzinommetastasen im Lymphknoten (8 Jahre alte
Boerboelhiindin)

erfassbar sind — auf diese beziehen sich
dann die histologischen Angaben in Milli-
meter (Bray 2017, Meuten et al. 2021).

In der Humanmedizin wird die Art und
Weise der Dokumentation der Tumorrin-
der standardisiert durchgefiihrt. Dies hat
sich in der Veterindrmedizin noch nicht
durchgesetzt, es gibt aber Bestrebungen,
ein standardisiertes Vorgehen zu etablie-
ren. (Ranganathan et al. 2018, Liptak 2020,
Abrams et al. 2021). Allerdings sollte man
sich der Tatsache bewusst sein, dass trotz
allen Aufwandes letztendlich von einem
groflen dreidimensionalen Gewebe nur
wenige 2-3um dicke histologische
,-Schnitte* zur histopathologischen Begut-
achtung vorliegen (Meuten et al. 2021).

Der intra operativen Entnahme und Unter-
suchung von Biopsien aus dem Wundbett
des Tumors (Tumorbettbiopsien) kommt
insbesondere bei Mastzelltumoren und
Sarkomen eine besondere Bedeutung zu.
Mit Tumorbettbiopsien konnen grofere
Wundbereiche représentativ erfasst und
chirurgisch fragliche Areale gezielt unter-
sucht werden. Der diagnostische und
somit auch klinische Nutzen solcher
Tumorbettbiopsien wurde bereits friih bei
der Resektion von Mammatumoren der
Frau beschrieben (Taylor et al. 1998). Die
Tumorbettbiopsien sollten in einem sepa-
raten beschrifteten Formalingefa$ zusétz-
lich zur Tumorprobe eingesandt werden.
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Untersuchung von Lymph-
knoten auf Tumorzellen

Fiir die histologische Untersuchung von
Lymphknoten auf das Vorliegen von
Tumorzellen werden bevorzugt solche aus
dem tributdren Gebiet (van Diest et al.
1999, Beer et al. 2018) oder solche, die
mittels klinischer bzw. bildgebender Ver-
fahren auffillig erscheinen, eingesandt
(Lawrence et al. 2010). Als ,,Wichter-
lymphknoten* (Sentinel-Lymphknoten)
wird der erste Lymphknoten im Lymph-
abflussgebiet eines Tumors bezeichnet.
Diese regiondren Lymphknoten werden in
der Veterindrmedizin vor allem bei der
Resektion von Mammatumoren (Sorenmo
2003, Aratjo et al. 2015), Darmtumoren
(Kehl et al. 2022), bei der Amputation von
Gliedmafen mit Tumor, aber auch fiir das
klinische Staging von Mastzelltumoren
(Marconato et al. 2008, Lapsley et al.
2021) und Melanomen (Grimes et al.
2017) regelmiBig zur histopathologi-
schen Diagnostik eingesandt.

Dabei ist die histologische der zytologi-
schen Untersuchung von Lymphknoten-
aspirationen (z.B. bei Mastzelltumoren)
deutlich iiberlegen (Grimes et al. 2017).
Serien- oder Stufenschnitte von dem
jeweiligen Paraffinblock und die Verwen-
dung von Spezialfirbungen werden in
unklaren Fillen bei der Suche nach Mast-
zelltumormetastasen (Abb. 2A) empfoh-

len (Sabattini et al. 2022). Serienschnitte
bezeichnen eine Kette aufeinander fol-
gender Schnittstufen wihrend Stufen-
schnitte bedeuten, dass zwischen einzel-
nen Schnittstufen Material verworfen
wird. Fiir die Detektion von Karzinomme-
tastasen (Abb. 2B) kann eine immunhisto-
logische Untersuchung (Detektion von
Epithelzellen mittels Zytokeratin s.u.) die
Sensitivitit deutlich erhohen (van Trap-
pen und Pepper 2002).

Grundsitzlich muss zwischen Tumor-
zellemboli und echten Metastasen (einem
Anwachsen der Tumorzellen im Lymph-
knoten) unterschieden werden — was
zytologisch nicht moglich ist. Einzelne
Tumorzellen konnen im Rahmen der lym-
phatischen Drainage in den Lymphknoten
gelangt sein (Emboli) und liegen dann
meist in den Sinusoiden. Ob sie dort eine
biologische Aktivitit im Sinne eines
Heranwachsens einer neuen Tumormasse
(Metastase) entfalten werden, ldsst sich in
der Momentaufnahme der Probenent-
nahme nicht vorhersagen. Tumorzell-
emboli zeigen aber an, dass es bereits zu
einer Verbreitung von Tumorzellen
gekommen ist (Sleeman 2000). Liegen
grofere Zellcluster im Lymphknoten vor,
so ist von einer Metastasierung auszugehen
(Sleeman 2000, van Trappen und Pepper
2002). Fiir einige Tumorarten gibt es dia-
gnostische Scoringsysteme der Lymph-
knoten, um diesem Punkt Rechnung zu



El Proliferationsaktivitat:
O Zahlreiche Mitosefiguren (Kreise) in der Milz eines Hundes mit maligner Histiozytose (HE-Farbung);

® Expression von Ki-67 Antigen (braun) in den mitotisch aktiven Lymphozyten im Zentrum eines Lymphfollikels in einem aktivierten
Lymphknoten (Immunhistologie).

Lymphom Hund

Mammakarzinom Hund

Mammakarzinom Katze

Mastzelltumor Hund

Mastzelltumor Hund

Mastzelltumor Katze

Melanom Hund

Osteosarkom Hund

Weichteilsarkom Hund

Wertung der Mitosezahl

Grad 1 (low-grade): 0-5 / HPF
Grad 2 (medium-grade): 6-10 / HPF
Grad 3 (high-grade): >10 / HPF

Score 1: 0-9 / 10 HPF
Score 2: 10-19 / 10 HPF
Score 3: >20 / 10 HPF

Score 1: 0-8 / 10 HPF
Score 2: 9-16 / 10 HPF
Score 3: > 16 / 10 HPF

Score 1: 0 / HPF
Score 2: 0-2 /| HPF
Score 3: 3-6 / HPF

low-grade <7 / 10 HPF
high-grade > 7 / 10 HPF

low-grade < 5 / 10 HPF
high-grade > 5 / 10 HPF

Schlechtere Prognose bei
>3/ 10 HPF (Haut)
> 4/ 10 HPF (Maul, Lippe)

Score 1: <10 / 3 HPF
Score 2: 10-20 / 3 HPF
Score 3: >20 / 3 HPF

Score 1: 0-9 / 10 HPF
Score 2: 10-19 / 10 HPF
Score 3: 20 / 10 HPF

Bezugsgrole

Mittelwert
aus 10 HPF

Summe
von 10 HPF

Summe
von 10 HPF

Mittelwert
aus 10 HPF

Summe
von 10 HPF

Summe
von 10 HPF

Summe
von 10 HPF

Summe
von 3 HPF

Summe
von 10 HPF

Literaturstelle

(valli et al. 2011)

(Pena et al. 2013)

(Mills et al. 2015)

(Patnaik et al. 1984)

(Kiupel et al. 2011, Meuten 2017)

(Sabattini und Bettini 2010)

(Smedley et al. 2011,
Smedley et al. 2022)

(Kirpensteijn et al. 2002)

(Dennis et al. 2011)

Tabelle 1: Beispiele fiir die unterschiedliche Zahlweisen von Mitosen bei verschiedenen Tumorgradings in der Literatur;
HPF: high power field, 40x Objektiv
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tragen. So werden beispielsweise einzelne
Mastzellen in einem Lymphknoten als
,,hon-metastatic, wenige Mastzellen als
,pra-metastatic” und die Formation von
Clustern oder eine entsprechend hohe
Zellzahl als Metastase gewertet (Weishaar
et al. 2014).

Mitosen und andere
Proliferationsmarker

In Abhéngigkeit von der Tumorart kann
die Anzahl der Mitosefiguren ein wesent-
licher Bestandteil bei der Beurteilung der
Dignitit eines Tumors sein (Meuten et al.
2021) (Abb. 3A). Dabei gibt es erhebliche
Unterschiede in der Bedeutung der Mito-
sen: in den gutartigen kaninen kutanen
Histiozytomen findet man stets zahlreiche
Mitosen, wihrend bereits relativ wenige
Mitosen in melanozytdaren Tumoren ein
schwerwiegendes Malignititskriterium
darstellen (Tab. 1).

Zu beachten ist, dass Mitosefiguren nur
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EA Thymom einer British Kurzhaar Katze: Der immunhistologische
Nachweis der Epithelzellen ist entscheidend fiir die Diagno-
se des Thymoms, das vom epithelialen Anteil des Thymus

ausgeht.

O Das histologische Bild wird von kleinen Lymphozyten domi-

niert (HE-Farbung)

® Immunhistologische Detektion zahlreicher T-Lymphozyten
(CD3, braun), die fiir den Thymus typisch sind.

® Immunhistologische Detektion des hohen Anteils epithelialer
Tumorzellen (Zytokeratin, braun), die von den Lymphozyten

uberlagert wurden.

dann zu finden sind, wenn das Gewebe
unverziiglich nach der Entnahme in aus-
reichend konzentriertem Formalin
(10%iges Formalin entspricht 4 %iger
Formaldehydlosung) fixiert und die Auto-
lyse gestoppt wird. Kann eine schnelle
Fixierung nicht gewéhrleistet werden, so
kann dies Einfluss auf die Bewertung der
Malignitit im Rahmen der histopatholo-
gischen Tumorgraduierung haben. Bei
humanen Mammakarzinomen sank im
nativen Zustand schon nach zwei Stunden
die Zahl der nachweisbaren Mitosen um
30 %, nach sechs Stunden war nur noch
die Hilfte der Mitosen nachweisbar
(Cross et al. 1990). Dies ist jedoch abhén-
gig vom untersuchten Gewebe, so dass
keine allgemeingiiltige Aussage zum Aus-
malf} des Verlustes von Mitosen iiber die
Zeit moglich ist (Donovan et al. 2021).

Wihrend in der dlteren Literatur oft ein
Mitose-Index angegeben wird (bei
1000 Tumorzellen das Verhiltnis von
Mitosefiguren zu der Zahl der Zellen, die

nicht in Mitosephasen sind), wird heute
der Mitotic Count (MC) / die Mitosezahl
angegeben (Meuten et al. 2021). Hierzu
wird die Anzahl der Mitosefiguren inner-
halb eines definierten Gesichtsfeldes
(10 HPF = 2,73 mm?) gezihlt. Vereinba-
rungsgemifl wird bei kleiner Vergrofe-
rung (10er Objektiv) zunichst die Tumor-
region mit der hochsten mitotischen
Aktivitdt identifiziert.
10 Gesichtsfelder in diesem Bereich aus-
gezidhlt (bei einer Okular Sehfeldzahl
FN22 und 40er Objektiv) (Meuten 2017,
Meuten et al. 2021). Ein solches Gesichts-
feld im 40er Objektiv wird als high power
field (HPF) bezeichnet. Es wird je nach
Tumorart die Summe der Mitosefiguren in
10 HPFs oder der Mittelwert der Mitose-
figuren aus mehreren HPFs angegeben
(Tab. 1). Leider sind in vielen Studien die
Angaben zur Methodik (wie genau die

Dann werden

Mitosefiguren ermittelt wurden) unvoll-
standig oder sie erscheinen willkiirlich
(Smedley et al. 2011, Avallone et al. 2021,



Meuten et al. 2021). AuBlerdem muss die
Probe grof} genug sein, damit von einem
repriasentativen Ergebnis ausgegangen
werden kann, was bei kleinen Tumor-
biopsien nicht der Fall ist.

Wihrend die Anzahl der Mitosefiguren
einen Eindruck von der Proliferations-akti-
vitit vermittelt, spielt die Erfassung atypi-
scher Mitosefiguren eine Rolle bei der
Bewertung der nukledren Atypien, die ein
weiteres Malignitétskriterium darstellen
(Donovan et al. 2021, Meuten et al. 2021).
Neben dem Zihlen von Mitosefiguren
werden bei einigen Tumoren zusitzlich
verschiedene Proliferationsmarker be-
stimmt (Madewell 2001). Am gebréuch-
lichsten ist der immunhistologische
Nachweis von Ki-67 Antigen (Kreipe
2018). Ki-67 Antigen ist ein nukledres
Protein, das sehr eng mit den Mitosepha-
sen assoziiert ist (Sun und Kaufman 2018)
und eine Halbwertzeit von ca. einer
Stunde hat. Es wird ausschlielich wih-

rend der Zellteilung normaler Zellen

H Immunhistologische Expressionsmuster des KIT-Rezeptors in
kaninen Mastzelltumoren, die von prognostischer Relevanz
sind (Mastzelltumore mit atypischer KIT-Expression gehen mit
einer kiirzeren Uberlebenszeit einher):

O Muster 1: Membranstandige Expression (physiologisch)

( Muster 2: Perinukleare punktformige Expression (atypisch)

® Muster 3: Diffuse intrazytoplasmatische Expression (atypisch)

(Abb. 3B) oder in proliferierenden Tumor-
zellen exprimiert, nicht aber im Rahmen
von nukledren Reparaturvorgingen
(Madewell 2001). Die Anzahl Ki-67 Anti-
gen exprimierender Tumorzellen gibt Aus-
kunft iiber die Proliferationsaktivitit einer
Neoplasie (Webster et al. 2007, Black-
wood et al. 2012, Vascellari et al. 2013).
Wihrend fiir einzelne Tumorarten eine
Assoziation von Ki-67 Antigen Nachweis
mit der Prognose gegeben ist, besteht
keine klinisch relevante Assoziation zu
Alter und Geschlecht des Hundes oder der
TumorgroBe (Firsching et al. 2022).

Der Nachweis von Ki-67 Antigen
kommt routineméBig bei kaninen Mast-
zelltumoren (Kandefer-Gola et al.
2015a) oder Melanomen (Smedley et
al. 2022) zum Einsatz. Kanine Mast-
zell-tumoren, die mehr als 10 Ki-67
positive Zellen/100 Zellen aufweisen
(Vascellari et al. 2013) oder mehr als 23
Ki-67 positive Zellen /1 ocular grid area
(Webster et al. 2007), gehen mit einer

kiirzeren Uberlebenszeit einher.
Bei kutanen Melanomen sind mehr als
15% Ki-67 Antigen positive Tumorzellen
in der Summe aus 10 ocular grid areas und
bei oralen Melanomen mehr als 19,5 posi-
tive Zellen / 1 ocular grid area (Mittelwert
aus 5 gemessenen Feldern) mit einer kiir-
zeren Uberlebenszeit assoziiert (Bergin
etal. 2011, Smedley et al. 2022).

Bei der ocular grid area handelt es sich um
ein Raster auf einer Glasscheibe, die in
das Okular des Mikroskops eingesetzt
wird, um eine definierte Fliche auszuwer-
ten (1cm? ocular grid area im HPF ent-
spricht dabei 0,0625 mm? im Gewebe)
(Smedley et al. 2022).

Die Limitationen (Autolyse, Probengrofie
etc.) gelten auch fiir andere Proliferati-
onsmarker, z.B. proliferating-nuclear-
antigen (PCNA) oder argyrophilic nuc-
leolar organizer regions (AGNORs) (Scott
et al. 1991, Lohr et al. 1997, Mukaratirwa
2005, Ettinger et al. 2006, Scase et al.
2006, Kandefer-Gola et al. 2015a).

KTM 5/2023 61



Immunhistologisch nachgewiesenes
Antigen

Zell-/Gewebetyp
(Beispiele)

Literatur
(Beispiele)

Tumortypen
(Beispiele)

CD3

CD20, CD79a

PAX-5

Lambda light chain

Multiple Myeloma
Oncogene 1 (MUM-1)

CD18

Lysozym

MAC 387 (syn. Calpro-
tectin, L1 Antigen,)

MHC I

IBAT (syn. AIF-1,
Allograft Inflammatory
Factor 1)

c-kit (syn. CD117, KIT)

Melan A

Ki-67 Antigen

Oberflachenantigen

Oberflachenantigen

Transkriptionsfaktor

Teil der Immun-
globuline

Onkogen
(Interferon-Regulati-
onsfaktor)

Oberflachenantigen

Enzym

Intrazytoplas-
matisches Protein

Oberflachenantigen

jonisiertes kalzium-
bindendes Adapter-
molekul 1 (IBA1);

Oberflachenantigen

Oberflachenantigen

nukledres Protein

T-Lymphozyten (alle)

B-Lymphozyten (alle)

B-Lymphozyten

Antikorper produzie-
rende B-Lymphozyten

B-Lymphozyten

Zellen des Makro-
phagensystems,
Leukozyten

Histiozytare Zellen,
einige Epithelzellen

Makrophagen,
Granulozyten

Antigen-
prasentierende Zellen,
Lymphozyten

Histiozytare Zellen,
Mikroglia

Mastzellen, epitheliale
Gewebe, Melanozyten
uv.a.m.
Melanozytare Zellen;

Nebennierenrinde

Proliferationsmarker

(Burkhard und

U=zl L e Bienzle 2013)

(Burkhard und

Bzl Wy o Bienzle 2013)

) (Willmann
B-Zell Lymphom, nur Hund et al. 2009)
Plasmazelltumor, (Sandusky
B-Zell Lymphom et al. 1987)

(Ramos-Vara et al.
2007, Wachowiak
et al. 2022)

Plasmazelltumor, nur Hund

(Fulmer und

Histiozytare Tumoren Mauldin 2007)

- (Thoolen
Histiozytare Tumoren et al. 1992)
o ) (Morris
Histiozytare Tumoren et al. 2002)

(Burkhard und

Histiozytare Tumoren Bienzle 2013)

Histiozytare Tumoren, (Pierezan
Gliome et al. 2014)

Mastzelltumor, Gastro- (Morini
intestinaler Tumor (GIST) et al. 2004).

u.v.a.m.

(Zhang et al. 2003,
Ramos-Vara und
Miller 2011)

Melanom, Nebennieren-
rindenkarzinom

Kandefer-Gola et al.
20153, Smedley et
al. 2022

Mastzelltumor, Melanom

Tabelle 2A: Beispiele fiir immunhistologische Marker zur Diagnostik von Rundzelltumoren

Immunhistologische ist eine immunhistologische Untersuchung
Untersuchungen sinnvoll, weil eine Subtypisierung z.B. bei
Mastzelltumoren oder Lymphomen

Bei bestimmten Neoplasien konnen im-
munhistologische Verfahren zur weiteren
Charakterisierung der Tumordifferenzie-
rung beitragen. Dies kann notwendig wer-
den, wenn die Tumorart mit Hilfe der klas-
sischen Fiarbemethoden nicht eindeutig
identifiziert werden kann. In einigen Fillen

62 KTM 5/2023

klinisch relevant ist (Tabelle 2A), oder die
Abgrenzung eines Himangiosarkoms von
anderen Sarkomen von prognostischer oder
therapeutischer Bedeutung wére (Tabel-
le 2B). Auch die Identifikation (neuro)
endokriner Tumoren bedarf regelmiafig der

immun-histologischen  Absicherung

(Tabelle 2C). Auf die Moglichkeit und
Sinnhaftigkeit einer solchen Untersuchung
wird i. d. R. im pathologischen Bericht hin-
gewiesen.

Die Immunhistologie (syn. Immunhisto-
chemie) stellt eine Technik dar, bei der
mittels spezifischer Antikorper das ge-
suchte Tumorantigen (z.B. Zytokeratin in
Epithelzellen) im Gewebe detektiert und
farblich markiert werden kann. Erst nach



Immunhistologisch nachgewiesenes
Antigen

Zell-/Gewebetyp
(Beispiele)

a-Aktin (SMA)

Desmin

Glial fibrillary
protein (GFAP)

Vimentin

Mikrofilament

Intermediarfilament

Intermediarfilament

Intermediarfilament

Glatte Muskulatur,
Myoepithelzellen

Glatte und querge-
streifte Muskulatur

z.B. Astrozyten

Mesenchymale

c-kit
(syn. CD117, KIT)

CD31 (Syn. PECAM-1,
platelet-endothelial cell
adhesion molecule 1)

Oberflachenantigen

Oberflachenantigen

Zellen

Mastzellen, Nerven-
zellen uv.a.m.

Tumortypen Literatur
(Beispiele) (Beispiele)

: i (Folpe und
Leiomyom/-sarkom Cooper 2007)
Rhabdomyom/ (Folpe und
-sarkom Cooper 2007)
Gehirn-/Nerven- (Folpe und
tumoren Cooper 2007)
(Folpe und
Alle Sarkome Cooper 2007)

Gastrointestinaler (Morini

Tumor (GIST), Mast- et al. 2004).

zelltumor uv.a.m.

Endothelzellen,
Leukozyten

Tragerprotein des

v. Willebrandt Faktor
VIII

Blutgerinnungsfaktors

Endothelzellen

Tabelle 2B: Beispiele fiir immunhistologische Marker zur Diagnostik von Sarkomen

einer histologischen Untersuchung kann
die Immunbhistologie zielgerichtet an den
paraffin-eingebetteten Gewebeproben
erfolgen.

Die Spezifitit der immunhistologischen
Markierung hingt davon ab, wie gut das
nachzuweisende Antigen (Protein) charak-
terisiert ist, und wie selektiv es im Tumor
exprimiert wird (z.B. genau definierter
Zelltyp). AuBlerdem ist die Qualitit eines
immunhistologischen Tests immer von der
Qualitit des priméren Antikorpers (Kreuz-
reaktivitdt der Spezies; monoklonal oder
polyklonal) abhingig (Webster et al.
2021). Leider stehen fiir die Veterinar-
Pathologie deutlich weniger spezifische
Antikorper fiir die Immunhistologie zur
Verfiigung, als in der humanmedizini-
schen Diagnostik (Bahrami et al. 2008),
denn auf Grund fehlender Kreuzreaktivi-
tit konnen nicht alle Antikorper bei jeder
Tierart angewandt werden. Dies gilt ins-
besondere fiir die Subtypisierung von
Lymphomen und von Karzinomen unter-
schiedlichen Ursprungs.

Folgende Einschrinkungen der immun-
histologischen Nachweisbarkeit der Anti-

gene und der Auswertbarkeit des Reak-
tionsmusters sind zu beachten:

* Einige Antigene zerfallen im unfixier-
ten Gewebe, so dass es zu falsch
negativen Ergebnissen kommen kann,
wenn der Tumor unzureichend in
Formalin fixiert wird (groe Probe,

Formalin zu stark verdiinnt).

* Zu lange Fixationszeiten in Formalin
(ldnger als 10 Tage) konnen bei
bestimmten Antigenen zu einem
Verlust der immunhistologischen
Reaktionsfahigkeit des Gewebes
fiihren.

* In anaplastischen Tumoren wird in
Einzelfillen eine atypische Koexpres-
sion oder eine fehlende Expression
bestimmter Antigene festgestellt, da
sich im Rahmen der neoplastischen
Entartung auch gewebetypische
Charakteristika verindern konnen, so
dass die Diagnose trotz der immun-
histologischen Untersuchungen unklar
bleibt (Bahrami et al. 2008).

Hamangiosarkom

Hamangiosarkom

(Gamlem und
Nordstoga 2008,
Ramos-Vara et al. 2018)

(Beust et al. 1988, Sa-
battini und Bettini 2009,
Ramos-Vara et al. 2018)

Beispiele fiir die Einsatz-
bereiche der immunhistolo-
gischen Tumordiagnostik

Um eine Aussage hinsichtlich der Pro-
gnose und Therapie bei undifferenzierten,
anaplastischen Tumoren treffen zu kon-
nen, ist es hilfreich, den histogenetischen
Ursprung (z.B. epithelial, mesenchymal,
melanozytir, himatopoetisch) zu ermit-
teln (Bahrami et al. 2008). Die Tabellen
2A-C fassen einige in der Veterinir-
Pathologie gingige immunhistologische
Marker mit ihrem physiologischen Vor-
kommen sowie die daraus resultierenden
Einsatzbereichen in der Tumordiagnostik
zusammen. Es gibt jedoch noch zahlrei-
che andere etablierte Marker, die aber aus
Griinden der Ubersichtlichkeit hier nicht
aufgefiihrt sind.

Die Bedeutung des immunhistologischen
Nachweises der Zytokeratine liegt z. B. in
der Detektion von kleinen Karzinom-
metastasen in Lymphknoten (Abb. 2B)
oder von ,maskierten” epithelialen
Tumorzellen z.B. in skirrhosen Karzino-
men oder bei Thymomen (Abb. 4). Es gibt
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Immunhistologisch
nachgewiesenes Antigen

Zell-/Gewebetyp
(Beispiele)

Tumortypen
(Beispiele)

Literatur
(Beispiele)

Zellen, Melanozyten, Chondrozyten

Chromo- Matrix der
granin A Sekretgranula
Melan A Oberﬂgchen—
antigen
Neuronen- Enzvm der
spezifische al iol se
Enolase (NSE) yKoly
Calcium-
S100 Protein bindendes Pro-
tein
. Intermediar-
Zytokeratine fAlamente

endokrine Zellen

Nebennierenrinde,
Melanozytare Zellen

Neuroendokrine Zellen
und neuronale Gewebe

Gliazellen, Schwann-Zellen,
Satellitenzellen des Neben-
nierenmarks, myoepitheliale

Epitheliale Zellen

Endokrine Tumoren

Nebennierenrinden-
karzinom, Melanom

Neuroendokrine
Tumoren uv.a.m.

Karzinome

(Doss et al. 1998)

(zhang et al. 2003,
Ramos-Vara
und Miller 2011)

(Patnaik und
Lieberman 1991,
Barnhart et al. 2002).

Melanom,
Schwannom, Gliom,
Chondrom/-sarkom,
Phaochromozytom

(Folpe und
Cooper 2007)

(Rickmeyer
et al. 2019).

Tabelle 2C: Beispiele fiir immunhistologische Marker zur Diagnostik von (neuro)endokrinen Tumoren

iiber 20 Zytokeratine, die in gewebespezi-
fischen Kombinationen in den Epithel-
zelltypen vorkommen (Rickmeyer et al.
2019), daher wird meist ein iibergreifen-
der pan-Zytokeratin-Antikorper (clone
AE1/AE3) verwendet.

Die immunhistologische Differenzierung
in T- bzw. B-Zell-Lymphome (Tab.2A)
kann von prognostischer und therapeuti-
scher Relevanz sein (Valli et al. 2011). Fiir
die meisten Lymphomsubtypen funktio-
niert dies gut, bei follikuldren Lympho-
men hingegen ist immunhistologisch
keine Aussage moglich, ob die B-Lym-
phozyten in den prominenten Follikeln
wirklich monoklonal neoplastisch oder
doch polyklonal hyperplastisch sind. In
solchen Fillen kann eine Abkldrung mit-
tels Klonalitdtsanalyse (PARR) hilfreich
sein, auch, wenn diese Methode ebenfalls
Limitationen hat (Burkhard und Bienzle
2013). In Korperfliissigkeiten (z.B. Blut,
Liquor, Ergilisse) kommt hingegen eine
Flowzytometrie (FACS) zur Anwendung,
die die Zell-populationen detailliert sub-
typisieren kann (Burkhard und Bienzle
2013).

Histiozytire Zellen konnen mittels ver-
schiedener Makrophagenmarker (Tab.
2A) charakterisiert werden. Eine Unter-
scheidung zwischen histiozytdrem Tumor
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oder granulomatoser Entziindung ist aber
auch damit nicht in allen Féllen moglich
(Fulmer und Mauldin 2007).

KIT (CD117, c-KIT) ist ein Tyrosinkinase
Rezeptor Typ III, der physiologischer-
weise auf vielen Zellen unterschiedlicher
Gewebe vorkommt: z.B. Mastzellen,
hidmatopoetische Stammzellen, epitheli-
ale Gewebe, Melanozyten, Hoden, Ova-
rien, ZNS (Morini et al. 2004). Eine KIT-
Expression wird dementsprechend nicht
nur in Mastzelltumoren nachgewiesen,
sondern z.B. auch in gastrointestinalen
stromalen Tumoren (GIST) (Morini et al.
2011), was diese von Leiomyomen/-sar-
komen unterscheidet (Maas et al. 2007,
Hayes et al. 2013). Eine Besonderheit bei
kaninen Mastzelltumoren ist, dass drei
unterschiedliche KIT-Expressionsmuster
mittels Immunhistologie dargestellt wer-
den konnen (Abb. 5), wobei der Nachweis
eines atypischen KIT- Expressionsmus-
ters (Typ 2 oder 3) mit einer schlechteren
Prognose einhergeht (Kandefer-Gola
et al. 2015b, Freytag et al. 2021). Grund-
sétzlich finden sich auch bei felinen Mast-
zelltumoren die drei vom Hund bekannten
KIT Expressionsmuster (Sabattini et al.
2013), aber interessanterweise exprimie-
ren nicht alle felinen Mastzelltumoren
KIT (Mallett et al. 2013).

Fazit fiir die Praxis

Fiir eine prézise Diagnostik und individu-
elle Therapieplanung sollte eine enge Ver-
kniipfung von Ergebnissen der klinischen
Untersuchung (inklusive Tumorstaging),
der bildgebenden Untersuchungsmetho-
den (Ultraschall, Rontgen, evtl. CT oder
MRT) sowie der Ergebnisse der histologi-
schen Untersuchungen (ggf. auch zytolo-
gischen Untersuchungen) erfolgen.

Die Immunbhistologie kann ein wichtiger
Bestandteil der histopathologischen
Tumordiagnostik mit klarem klinischen
Nutzen sein. Die Kenntnis der Moglich-
keiten und Grenzen der histopathologi-
schen und immunhistologischen Untersu-
chungsmethoden ist fiir die optimale
Probenentnahme sowie die Interpretation
des Pathologiebefundes von gro3em Wert.
Aussagekriftige Vorberichte, zielfiih-
rende Probenentnahme sowie ziigige und
vollstidndige Fixierung des Gewebes sind
die Voraussetzungen fiir eine aussagefi-
hige Befunderhebung und garantieren die
Anwendbarkeit weiterfiithrender Metho-
den, wie der Immunhistologie und eine
optimale Zusammenarbeit von Klink und
Pathologie.
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