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Die Abgrenzung reaktiv-entziindlicher

von neoplastischen pleuralen Prozessen
ist oft im tdglichen Einsendegut bei klei-
nen feinnadelbioptisch oder thorakosko-
pisch gewonnenen Proben problematisch.
Dabei sind epitheloide und mesenchyma-
le Lisionen zu trennen. Vor dem Hinter-
grund diagnostischer und therapeutischer
sowie auch versicherungsmedizinischer
Implikationen stellen wir einen Vorschlag
zur Nomenklatur frither Entwicklungspha-
sen epitheloider mesothelialer Neoplasien
unter Beriicksichtigung morphologischer
und immunhistochemischer Befunde vor.

Die morphologische Abgrenzung zwi-
schen Pleuraschwarten und sarkomatoi-
den Pleuramesotheliomen oder anderwei-
tiger Sarkomatosen soll hier nicht erortert
werden.

Aufgrund eines vielversprechenden Li-
teraturhinweises [5] sollte gepriift werden,
ob die immunhistochemische Detektion
der Telomerase bei der Differenzialdiagno-
stik pleuraler Neoplasien gegeniiber reak-
tiven Mesothelverdnderungen genutzt wer-
den kann. Hierfiir musste vor geplanter im-
munhistochemischer Anwendung im Kol-
lektiv mit frithen Lisionen die Reaktion
in eindeutigen malignen Mesotheliomen
und in gesicherten reaktiven mesenchyma-
len Lasionen gepriift werden.

Das Ribonukleoprotein-Enzym Telo-
merase mit seiner 127 kD schweren und
1132 AS umfassenden katalytischen Un-
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Morphologische und immunhistochemische Befunde

tereinheit der humanen ,telomerase re-
verse transcriptase (TERT) addiert re-
petitive telomerische DNA-Sequenzen
(5°-TTAGGG-3%) an das chromosomale
Ende unter Verwendung eines RNA-Tem-
plates, das durch das Gen TERC (,.telo-
merase RNA component®) kodiert wird.
TERC besitzt eine Lange von 450 Nukleo-
tiden. Die Enzymaktivitat korreliert mit
der Expression des TERT-Gens. Mit Hil-
fe der Telomerasefunktion bewahren Zel-
len auch nach mehrmaligem Replikations-
zyklus ihre strukturelle Integritat und um-
gehen somit das so genannte End-Replika-

KO, Hamburg) sowie dem thyreoidalen

bach) untersucht. Zusitzlich wurde das

gativ) und neoplastischen mesothelialen

wir einen Nomenklaturvorschlag erarbei-
tet. Die Lasionen wurden immunhistoche-
misch mit den Antikérpern Panzytokera-
tin (MNF 116), Ck 5/6, Calretinin, HEA,
dem Poliferationsmarker MiB-1 (alle DA-

Transkriptionsfaktor 1 (T'TF-1; Dunn, As-
epitheliale Membranantigen (EMA, DA-

KO) gepriift, welches als moglicher diskri-
minativer Marker zwischen reaktiven (ne-

tions-Problem und die replikative Senes-
zenz. Trotz hoher Proliferationsgeschwin-
digkeit erreichen Zellen mit Telomeraseak-

Herrn Prof. Dr. Klaus-Michael Miiller zum
65. Geburtstag gewidmet.

tivitdt keine kritische Telomerldnge, entge-
hen auf diese Weise der Apoptose und er-
moglichen somit eine Immortalisierung.
Aufgrund seiner Seneszenz-kontollieren-
den und Zellzyklus-regulierenden Féhig-
keiten kommt dem Enzym in der forma-
len Pathogenese verschiedener Tumoren
eine wichtige Rolle zu.

Tabelle1

Verwendeter immunoreaktiver
Score (IRS) fiir die Reaktion mit
dem Telomeraseantikorper: Der

IRS ergibt sich als Produkt aus
Werten fiir Farbeintensitat und
Prozentsatz positiver Zellen

. Farbung Positive Zellen
Material und Methode Grad Intensitdt Grad Anteil [%]
0 - 0 -

Aufgrund der im Deutschen Mesothe-

liomregister seit 1987 gesammelten Erfah- 1 Schwach 1 <10
rungen an mehr als 7000 gesicherten ma- 2 MaBig 2 10-50
lignen Mesotheliomen und durch die Kor- 3 Stark 3 51-80
relation pra- und postoperativer Befunde 4 >80

zur Abklidrung von Pleuraergiissen haben
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Abb.1 A Morphologische Befunde. a Normales Mesothel (Ck MNF 116). b Reaktive Mesothel-
hyperplasie (HE-Farbung). c Mesotheliale Inklusion (Ck 5/6). d Atypische Mesothelprolifera-
tion mit deutlichen Atypien, jedoch fehlender Stromakomponente und fehlender papillarer
Komponente (HE-Farbung). e Flaches Mesothelioma in situ (HE-Farbung), kompakte Schicht
atypischer epitheloider Mesothelzellen. f Papilldres Mesothelioma in situ (Ck MNF 116).

g Immunhistochemischer Befund: EMA bei papillirem Mesothelioma in situ: charakteristische
kraftig positive membrangebundene Positivitat. h Frilhmesotheliom: friiheste Form der
Invasivitdt, ggf. auch an sehr kleinen Biopsien zu detektieren (E.v.G.-Farbung)
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Abb.1 A Fortsetzung

Lisionen (mit positiver Reaktion) disku-
tiert wurde [1, 2, 3, 7].

Vergleichend wurden Formalin-fixier-
te und Paraffin-eingebettete Proben von
70 Pleuramesotheliomen (je 35 epitheloid
und sarkomatoid) und 7o reaktiven Meso-
thelveranderungen (64 Pleuritiden, 3 Pla-
ques, 3 Schwarten) immunhistochemisch
mit dem Antikérper gegen TERT unter-
sucht (ABC-Methode). Epitheloide und
mesenchymale Zellen der reaktiven Lasio-
nen wurden getrennt ausgewertet. Nach
hitzeinduzierter Antigendemaskierung
(EDTA-Puffer) wurde der monoklonale
Primérantikorper gegen die katalytische
Untereinheit TERT (Ncl-h TERT, Maus,
Klon 44F12, Typ IgG2a kappa, Verdiin-
nung 1:25; Novocastra, Newcastle, UK) ap-
pliziert. Die Ergebnisse wurden lichtmi-
kroskopisch mit Hilfe eines immunoreak-

Hier steht eine Anzeige.

@ Springer

tiven Scores (IRS) in Anlehnung an den
bei der Hormonrezeptor-Auswertung be-
kannten Score nach Remmele und Stegner
sowohl nach Quantitit der Telomerase-po-
sitiven Zellen als auch nach Firbeintensi-
tit evaluiert (B Tabelle 1).

Ergebnisse

Die mesotheliale Herkunft der untersuch-
ten Lasionen wurde immunhistochemisch
durch positive Reaktionen mit den Antise-
ren gegen Calretinin und Ck 5/6 sowie ne-
gative Reaktionen mit HEA und TTF-1be-
stitigt.

Die reaktive Mesothelhyperplasie (RMH;
O Abb. 1b) ist gekennzeichnet durch Ein-
schichtigkeit der kubischen, im Vergleich
zu normalen Mesothelien (8 Abb. 1a) ge-
ring vergroflerten Mesothelzellen, welche

Ck MNF 116, Calretinin sowie Ck 5/6 ex-
primieren. Eine EMA-Positivitit findet
sich in diesen Lésionen nicht.
Mesotheliale Inklusionen (8 Abb. 1c)
weisen eine oberfldchenparallele Ausrich-
tung ohne Verzweigungsmuster auf (kein
»Abtropfen!) und zeigen weder Atypien
noch eine gesteigerte Proliferationsaktivi-
tat. Die Zellen reagieren positiv mit den An-
tikdrpern gegen Ck MNF-116, Ck 5/6 sowie
Calretinin. MiB-1 ist in diesen Lésionen in
weniger als 5% der Zellen und EMA nicht
nachweisbar. Mesotheliale Inklusionen ent-
stehen in bindegewebigen Organisations-
fronten bei rezidivierend ablaufenden Pleu-
ritisschiiben und kénnen in kleinen Biopsi-
en ein infiltratives Wachstum vortduschen.
Atypische Mesothelproliferationen
(B Abb. 1d) sind hingegen Lésionen mit
nukledren Atypien und/oder lockerer
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Abb.2 A Immunhistochemische Befunde fiir Telomerase bei malignen Mesotheliomen und in
reaktiven Serosaldsionen. Eine positive Farbung findet durchweg in allen Mesothelverdande-
rungen in unterschiedlich starkem AusmaB statt, auch in den mesenchymalen Anteilen
reaktiver Alterationen. Das Enyzm ldsst sichimmunhistochemisch sowohl nukleér als auch
zytoplasmatisch lokalisieren. Bei Telomerasepositivitét unterscheiden sich im Einzelfall weder
Anfarbbarkeit noch Quantitat exprimierender Zellen in neoplastischen und reaktiven
Lasionen. a,b Epitheloides Mesotheliom. c,d Reaktive Hyperplasie. e,f Sarkomatoides
Mesotheliom. g h Mesenchymale Zellen bei fibrosierender Pleuritis

Mehrschichtigkeit des Mesothels ohne ei-
gene Stromaentwicklung. Vereinzelt kann
eine diskrete EMA-Positivitit vorhanden
sein, die aber nicht so stark ausgeprigt
ist wie bei sicheren Mesotheliomen und
meist nur wenige Zellen betrifft.

Das Mesothelioma in situ ist entweder
durch eine kompakte Mehrschichtigkeit
mit deutlichen zelluldren Atypien und ge-
steigerter Proliferationsaktivitit sowie ein-
zelne atypische Mitosen (8 Abb. 1e) oder
durch ein papilldres Verzweigungsmuster
mit Stromaentwicklung (8 Abb. 1f) und
in der Regel durch eine membrangebunde-
ne EMA-Positivitit (8 Abb. 1g) charakte-
risiert. Eine invasive Komponente findet
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man jedoch nicht. In der Nachbarschatft,
gef. erst in spéteren Biopsien, ist dann oft
bereits eine Invasion zu belegen (bestati-
gend zu [3]).

Friihmesotheliome (8 Abb. 1h) sind be-
reits infiltrativ wachsende, auf die Pleura
parietalis begrenzte Mesotheliome enspre-
chend einem Stadium pT1 der 6. Auflage
der TNM-Klassifikation [8]. Es konnen
flach invasive oder gemischt exophytisch/
invasive Formen gefunden werden.

Telomerase

Das Patientenkollektiv mit malignen Me-
sotheliomen bestand aus 67 Mannern und

3 Frauen mit einem Durchschnittsalter von
67 Jahren (Bereich: 42-85 Jahre). Eine nu-
kledre Anfirbung mit dem Telomerasean-
tikorper fand sich in >90% der malignen
Mesotheliome, und zwar in 97% der epi-
theloiden (B Abb. 2a,b) und 91% der sar-
komatoiden Mesotheliome (8 Abb. 2g,h)
und in >40% der reaktiven Mesothelver-
anderungen (8 Abb. 2¢,d). Teilweise wur-
den auch zytoplasmatische Lokalisatio-
nen der Telomerase detektiert. In >50%
der nichtneoplastischen Mesenchyman-
teile in Pleuritiden fand sich ebenfalls ei-
ne betrichtliche Expression des Enzyms
(8 Abb. 2e,f). Die Firbeintensitit Telo-
merase-positiver Zellen differierte abhén-
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Abb.2 A Fortsetzung

gig von der Art der Lision (neoplastisch
vs. reaktiv) deutlich. Neoplastische Lasio-
nen zeigten in fast 70% eine stark positive
Reaktion, wihrend dies nur in knapp 20%
der reaktiven Mesothelhyperplasien zu be-
legen war (B Tabelle 2). Der Anteil posi-
tiv markierter Zellen betrug in der Grup-
pe der Neoplasien in >70% der Tumoren,
jedoch nur in 17% der reaktiven Lasionen
mehr als 50% (B Tabelle 3).

Diskussion

Auf konventionell-lichtmikroskopischer
Basis konnen in Kombination mit immun-
histochemischen Zusatzbefunden s ver-
schiedene mesotheliale Lasionen vor dif-
ferenzialdiagnostischem und pathogeneti-
schem Hintergrund definiert werden, die

das Spektrum zwischen benigner Hyper-
plasie und dem bereits invasiven Frithme-
sotheliom erfassen:

== die reaktive Mesothelhyperplasie,
== die mesothelialen Inklusionszysten,
== die atypische Mesothelproliferation,
== das Mesothelioma in situ,

== das Frithmesotheliom.

Dabei ergdnzt der Einsatz des (monoklo-
nalen) Antikérpers EMA Befunde zur Ab-
grenzung reaktiver von neoplastischen L4-
sionen, er darf aber nicht kritiklos als aus-
schlieflliches Kriterium zur Beurteilung
der Dignitdt gewertet werden. Eine krf-
tige membrangebundene EMA-Positivi-
tét zahlreicher Zellen spricht im Zweifels-
fall fiir eine neoplastische Mesothelverin-
derung.

Verwertbarkeit der Telomerase
Obwohl der immunhistochemische Nach-

weis der Telomerase mit dem hTERT-Anti-
korper in der ABC-Methode mit einer Sen-

sivitét von >90% gut und zuverlssig gelingt,
ist die Expression des Enzyms kein charak-
teristisches Merkmal einer malignen Trans-
formation von Mesothelzellen. Eine in der
Literatur postulierte enge Korrelation zwi-
schen Telomeraseaktivtit und zelluldrer
Transformation/Proliferation ldsst sich in
unserer Untersuchung nicht belegen.

Ein Grund hierfiir liegt moglicherwei-
se in einem erheblich grofieren Kollektiv
von Vergleichsfillen in unserer Untersu-
chung bei nahezu identischer Anzahl an
Tumorproben im Vergleich zu der Arbeit
von Kumaki et al. (70 vs. 19 Vergleichsfil-
le, 70 vs. 68 Neoplasien) [5]. Der verwen-
dete Antikorper ist unterschiedlich. Wir
hatten zunichst den in der Publikation
beschriebenen Antikérper (Novus Biolo-
gicals, Littleton, USA) getestet, konnten
aber auch nach aufwéndigen Priifungen
eine starke unspezifische Hintergrundfir-
bung nicht verhindern. Daher wurde zu

Der Pathologe 2 - 2006 ‘ 103



Zusammenfassung - Abstract

Pathologe 2006 - 27:99-105
DOI 10.1007/500292-005-0815-9
© Springer Medizin Verlag 2006

M. Krismann - P. Thattamparambil - F. Simon - G. Johnen

Praktische Differenzialdiagnose praneoplastischer Veranderungen
der Pleura und frither mesothelialer Neoplasien.
Morphologische und immunhistochemische Befunde

Zusammenfassung

Die morphologisch begriindete Diagnos-
tik kleiner mesothelialer Lasionen im biop-
tischen Einsendegut gewinnt vor der zu-
nehmenden therapeutischen und bekann-
ten berufsgenossenschaftlichen Relevanz
im Falle maligner Mesotheliome an Bedeu-
tung. Es wird eine konventionell lichtmi-
kroskopisch und immunhistochemisch be-
griindete Klassifikation zur Planung des
weiteren klinischen Procedere vorgestellt.
Die reaktive Mesothelhyperplasie heilt ad
integrum. Mesotheliale Inklusionen kom-
men bei rezidivierenden Pleuritisschiiben
regelmafBig vor und diirfen nicht mit epi-
theloiden Mesotheliomen verwechselt wer-
den. Bei der atypischen Mesothelprolife-
ration muss sich eine weitere Abkldrung

zum Malignomnachweis anschlieen, wéh-
rend das Mesothelioma in situ die friihes-
te morphologisch eindeutige maligne Me-
sothelverdnderung darstellt, die auch als
Sicherung eines Mesothelioms vor versi-
cherungsmedizinschem Hintergrund gilt.
Beginnendes invasives Wachstum kenn-
zeichnet das Friihmesotheliom. Immunhis-
tochemisch hat sich in der Differenzialdia-
gnose neben Panzytokeratin, Ck 5/6, Cal-
retinin und MiB-1 das EMA als hilfreich er-
wiesen, wohingegen Telomerase nicht ver-
wertbar ist.

Schliisselworter
Mesothelhyperplasie - Mesotheliom -
Pleura - Immunhistochemie

Differential diagnosis of preneoplastic lesions of the pleura
and of early mesothelioma: immunohistochemical and

morphological findings

Abstract

The morphological diagnosis of small me-
sothelial lesions in pleural biopsies is gain-
ing importance in view of more aggressive,
multimodal therapeutic options and of
medicolegal aspects if a malignant meso-
thelioma is diagnosed. We present a light
microscopically and immunohistochemi-
cally based morphological classification for
the planning of further clinical follow-up
procedures. A reactive mesothelial hyper-
plasia heals without scars. Mesothelial in-
clusions in pleuritic scars are common in re-
current pleuritis and must not be confused
with an epithelioid component of a desmo-
plastic mesothelioma. In case of atypical
mesothelial proliferations, further diagnos-
tic procedures have to be performed to ob-
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tain a clear diagnosis of malignancy. Meso-
thelioma in situ is the first morphological
step in neoplastic mesothelial changes, al-
so with regard to medicolegal aspects for
the unambiguous diagnosis of a mesothe-
lioma. Early infiltrative growth is character-
istic of so called early mesothelioma. A use-
ful immunohistochemical panel for the
differential diagnosis consists of anti-cyto-
keratin, Ck 5/6, calretinin, EMA and MiB-1,
whereas the immunohistochemical detec-
tion of telomerase is not helpful.

Keywords
Mesothelial hyperplasia - Mesothelioma -
Pleura - Immunohistochemistry

dem beschriebenen Antikorper (Novo-
castra) gewechselt, mit dem eine Hinter-
grundfirbung nicht zu verzeichnen war.
Da eine einfach durchzufithrende Metho-
de auf immunhistochemischer Basis ge-
wihlt werden sollte, die im Alltag in nahe-
zu jedem Institut verfiigbar ist, wurde auf
die Priifung einer Fluoreszenz-in-situ-Hy-
bridisierung verzichtet.

Eine Expression des Telomersaseen-
zyms findet man nach unseren Befun-
den in reaktiven Mesothelverdnderungen
(43%) ebenso wie in Stromaanteilen (57%),
jedoch am hiufigsten in epitheloiden (97%)
und sarkomatoiden Mesotheliomen (91%).
Die Tendenz einer stirkeren Expression
der Telomerase in neoplastischen Trans-
formationen kann grundsitzlich zwar be-
stétigt werden, jedoch ist im Einzelfall der
Reaktionsausfall wegen der geringen Spe-
zifitit der positiven Reaktion differenzial-
diagnostisch nicht verwertbar. Mesothel-
zellen unterliegen in ihrer neoplastischen
Transformation einem komplexen Prozess,
der nicht allein durch eine Aktivierung des
Telomeraseenzyms begriindet ist.

Die immunhistochemische Detektion
der Telomerease ist zusammenfassend auf-
grund mangelnder Spezifitit in der tégli-
chen Begutachtungspraxis als differenzial-
diagnostischer Marker mesothelialer La-
sionen nicht zu empfehlen.

Schwierige Differenzialdiagnose

Zweifellos existieren in praxi gelegentlich
Uberginge insbesondere zwischen der aty-
pischen Mesothelproliferation und dem
Mesothelioma in situ. Auch in Féllen mit
bioptisch nachgewiesenem Mesothelioma
in situ sind oft in anderen Biopsieanteilen
bzw. bei der Kontrolluntersuchung weiter
fortgeschrittene neoplastische Mesothel-
verdnderungen nachweisbar. Insbesondere
kann die Diagnose eines ausschlieflichen
Frithmesothelioms selbstverstandlich erst
am groflen Resektat (z. B. Pleuropneumo-
nektomie mit Perikard- und Diaphragma-
resektion, so genannte P3D-Operation) pa-
thologisch-anatomisch gestellt werden. Die
vorgelegte Klassifikation stellt jedoch im di-
agnostischen Alltag eine morphologisch
gestiitzte Hilfe mit konkreten Vorschldgen
fiir klinische Handlungsanweisungen bei
schwierig einzuordnenden mesothelialen
Lisionen in kleinen Biopsien dar.



Tabelle2

Farbeintensitdt der Telomeraseexpression (nach IRS)

Mesothelveranderung Telomeraseexpression (%) Farbeintensitat

Gruppe [n] - + 0 2 3
Epitheloide Mesotheliome 35 1(2,9) 34(97,1) 1(2,9) 4(11,4) 6(17,1) 24 (68,6)
Reaktive Hyperplasie 70 40(57,1) 30(42,9) 40 (57,1) 5(7,1) 12(17,1) 13 (18,6)
Sarkomatoide Mesotheliome 35 3(8,6) 32(91,4) 3(8,6) 10(28,6) 5(14,3) 17 (48,6)
Mesenchymanteile 70 30(42,9) 40 (57,1) 30(42)9) 40 (57,1)

0: keine Anfédrbung, 1: schwache Anférbung, 2: mdBige Anféirbung, 3: starke Anfdrbung. Mesenchymanteile der reaktiven Mesothelverdnderungen wurden
nur nach der generellen immunhistochemischen Positivitdt evaluiert. Reaktionen in den mesothelialen und mesenchymalen Anteilen in den benignen
Verdnderungen wurden getrennt bewertet (Gesamtkollektiv: 70 Fdlle).

Tabelle3

Anteil telomerasepositiver Zellen in verschiedenen Mesothelveranderungen

Mesothelverianderung Telomeraseexpression (%)

Gruppe [n] - + 0%
Epitheloide Mesotheliome 35 1(2,9) 34(97,1) 1(2,9)
Reaktive Hyperplasie 70 40(57,1) 30(42,9) 40(57,1)
Sarkomatoide Mesotheliome 35 3(8,6) 32(91,4) 3(8,6)
Mesenchymanteile 70 30(42,9) 40(57,1) 30(42,9)

Telomerase-positive Zellen (%)

<10%
2(5,7)
6(8,6)

10(28,6)

10-50% 51-80% >80%
7(20) 12(34,3) 13(37,1)
12(17,1) 7(10) 5(7,1)
10(28,6) 5(14,3) 7 (20)
40(57,1)

Mesenchymanteile der reaktiven Mesothelverdnderungen wurden nur nach der immunhistochemischen Positivitdt evaluiert. Mesotheliale und mesenchymale
Reaktionen in den reaktiven Verdnderungen wurden getrennt bewertet (vgl. Tabelle 2).

Zusatzuntersuchungen mit der kom-
parativen genomischen Hybridisierung
(CGH) konnten in einer atypischen Meso-
thelproliferation bereits genomische De-
fektmuster nachweisen, die auch bei Me-
sotheliomen in dhnlicher Form bekannt
sind (4, 6].

Fazit fiir die Praxis

Folgende klinische Konsequenzen erge-
ben sich aus der morphologisch gestiitz-
ten Einteilung: Wahrend die reaktive Me-
sothelhyperplasie bei Pleuritiden folgen-
los abheilt und keiner weiteren Beobach-
tung bedarf, muss das Biopsiegut bei der
atypischen Mesothelproliferation weiter
aufgearbeitet werden. Bei klinisch fortbe-
stehendem Tumorverdacht ist eine Thora-
koskopie mit gezielter Probenentnahme
dringend erforderlich. Das Mesothelioma
in situ ist die bislang friiheste morpholo-
gisch eindeutig definierte Mesotheliom-
phase. Bei Frilhmesotheliomen muss ein
ausgiebiges Staging mit der Option einer
mdglichen ausgedehnten, ggf. multimo-
dalen Therapie durchgefiihrt werden.

Vor versicherungsmedizinischem Hinter-
grund kann bei der atypischen Mesothel-
proliferation noch nicht von einer Lasion
im Sinne einer Berufskrankheit nach Zif-
fer 4105 der derzeit giiltigen Berufskrank-
heitenverordnung ausgegangen werden,
hingegen liegen ab dem Befund eines
Mesothelioma in situ die medizinischen
Voraussetzungen vor.
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