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Das histiozytäre Sarkom (HS) kommt in einer lokalen sowie 
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Krebserkrankung dar. Insbesondere Berner Sennenhunde und 
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2. Wissenschaftlicher Hintergrund 

2.1. Einleitung 

Histiozytäre Sarkome (HS) sind aggressive Tumore der histiozytären Zellen (Dendritische Zellen, 

Makrophagen), die in einer soliden oder disseminierten Form sowohl beim Hund als auch beim 

Menschen vorkommen können.1-4 Obwohl HS bei verschiedenen Rassen beschrieben ist, sind 

insbesondere Berner Sennenhunde (Inzidenz 25%) und Flat Coated Retriever  (Inzidenz 20%) 

besonders häufig betroffen.1,5,6 Die große Bedeutung der Erkrankung in beiden Rassen wird auch an 

den Kennzahlen zur Rassesterblichkeit deutlich: so konnte in den Niederlanden nachgewiesen 

werden, das 46% der Flat Coated Retriever Population, und 50% der Berner Sennenhunde HS 

assoziiert sterben.7 Die Übersterblichkeit hat in dieser Studie zu einer Reduktion der 

Lebenserwartung von 2 Jahren beim Flat Coated Retriever, und 3 Jahren beim Berner Sennenhund 

im Vergleich zu anderen Rassen geführt.7   

Während beim Berner Sennenhund die disseminierte Form häufiger auftritt (60% der Fälle), zeigen 

Flat Coated Retriever häufiger (60% aller Fälle) eine solide Form im Bereich der Unterhaut oder der 

Gelenke, die sich meist zuerst in einer Lahmheit äussert.1,4 Aufgrund der hohen Prävalenz der 

disseminierten Form beim Berner Sennenhund werden diese Tiere in der Regel eher wegen 

unspezifischen Symptomen (Apathie, Anorexie, Gewichtsverlust, Ikterus, Dyspnoe, Diarrhoe, 

Neurologische Symptome) vorgestellt. Zudem sind Berner Sennenhunde in der Regel jünger als Flat 

Coated Retriever (im Schnitt 6 vs. 8 Jahre), wenn die Erkrankung auftritt.1 Die häufigsten 

betroffenen Organe beim Berner Sennenhund sind Weichteile des Kopf/Halsbereiches, Milz, Leber 

und Lunge, während Flat Coated Retriever häufig Läsionen im Bereich der Gelenke, und seltener 

Lungenläsionen zeigen.1,8 

Obwohl in den letzten Jahren viele Studien insbesondere die Genetische Grundlage der Erkrankung 

untersucht haben, bleibt HS bis dato eine fatale Erkrankung, die unbehandelt schnell zum Tod 

führt.1-4,9 Resistenz gegenüber üblichen Chemotherapien ist häufig, und bislang sind- weder bei 

Hund noch beim Menschen- überzeugende Therapieansätze bekannt, die eine zuverlässige und 

nachhaltige Kontrolle der Erkrankung ermöglichen.1-4,9 Mono-Chemotherapie Protokolle mit 

Doxorubicin. Lomustin, Dacarbacine oder Epirubicin sowie Kombinationstherapien verschiedenster 

anderer Chemotherapeutika (Vincristine, Etoposide, Cyclophosphamid, Mitoxantrone, Dacarbacin 

Lomustine, Procarbazin, Acinomycin, Epirubicin) wurden beschrieben.1,2,9-12 Selbst die 

erfolgreichsten Chemotherapie Protokolle  erzielen bislang jedoch nur bei 26-58% aller Hunde einen 

kurzweiligen Effekt (partial response), komplette Remissionen (complete response) sind äußerst 

selten.1-4,9 Die meisten betroffenen Hunde versterben an der Erkrankung, die mittlere 

Überlebenszeit mit Chemotherapie liegt bei Hunden mit disseminierter HS bei 120-185 Tagen.1-3,13  

Bisherige systemische Therapieansätze bei disseminierter HS sind ungenügend, eine Krankheitskontrolle 

gelingt nur selten, und die meisten Hunde versterben in kurzer Zeit an der Erkrankung. Neue Ansätze zur 

Therapie werden dringend benötigt, um diese fatale Erkrankung in Zukunft besser zu behandeln.    
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Die fokale Form lässt sich etwas besser behandeln, mit Kombinationen aus chirurgischer Resektion 

und Chemotherapie können mittlere Überlebenszeiten von 432-568 Tagen erreicht werden.1,8 Bei 

lokaler periartikulärer HS wurde zudem 2020 eine Studie veröffentlicht, in der ein vergleichbarer 

Effekt von Amputation und Chemotherapie (MST 398 Tage) sowie Strahlentherapie in Kombination 

mit Chemotherapie (MST 240 Tage) als Alternative bei 49 Hunden beschrieben wurde.14  In der Regel 

versterben auch Hunde mit fokaler Form jedoch im Verlauf der Erkrankung an den Folgen 

systemischer Metastasen.3,15 

HS bleibt eine fatale Krankheit. Die bislang beschriebenen Ergebnisse zeigen deutlich, dass dringend 

weitere Studien benötigt werden, um die Prognose für betroffene Hunde in Zukunft verbessern. Aus 

diesem Grund wurden in den letzten Jahren vermehrt Studien an Tiermodellen, und Zellinien,15-20 

sowie Untersuchungen zu den molekularen Grundlagen der Erkrankung durchgeführt.5,6,21-28 So 

wurden unter anderem Mutationen im MAPK (KRAS, NF1, MAP2K1, BRAF, PTPN11) und PI3K 

Signalweg und ein Polymorphismus im FANCG Allel beschrieben.5,6,18,20,25,26,29,30  

Basierend auf dem Nachweis möglicher prädisponierender Mutationen wurde durch die Firma 

Angene ein Gentest entwickelt, der aktuell in der Schweiz vom Berner Sennenhunde Klub genutzt 

wird, um bei Verpaarungen Risiko Kombinationen zu vermeiden. Zuletzt konnte eine 

niederländische Gruppe Unterschiede in den Mutationen bei dissiminierter (vsizeraler) und 

lokalisierter Form bei Flat Coated Retrievern nachweisen.24 Basierend auf diesen Daten erscheint es 

sinnvoll, diese Formen auch bezüglich des Therapieansatzes isoliert zu betrachten. 

Obwohl die Ergebnisse der genetischen Analysen diese wichtigen Grundlagen etabliert haben, 

konnten bislang daraus noch keine neuen effektiven Therapien für betroffene Hunde abgeleitet 

werden.  Beim Menschen wurden basierend auf den Ergebnissen molekularer Analysen bereits 

zielgerichtete Therapieansätze (targeted small molecules) zur Therapie der HS eingesetzt.31,32 Erste 

Analysen von MAPK/MEK-Inhibitoren (Trametinib/Desatinib/Palbociclip) in HS Zell-linien und 

Mausmodellen der caninen Variante sind vielversprechend,15,19,20,33,34 klinische Studien zur Effizienz 

beim Hund fehlen aktuell jedoch noch vollkommen. 

Wir sind noch weit davon entfernt, die molekularen Grundlagen für mögliche Therapieansätze zu 

verstehen.15 Insbesondere fällt auf, dass bislang Analysen des Proteoms sowohl beim Hund als auch 

beim Menschen vollständig fehlen.   

 

Die fehlende Charakterisierung Tumor spezifischer Proteinsignaturen steht aktuell der Entwicklung 

zielgerichteter Therapieoptionen für Patienten mit HS im Weg.  

 

Überexpremierte Proteine stellen jedoch wichtige Zielstrukturen für Präzisionstherapien dar, und 

können genutzt werden, um mittels spezifischer Liganden Radionuklide, Fluoreszenzfarbstoffe, 

Zytostatika oder CAR-T Zellen selektiv im Tumor anzureichern um Diagnostik oder Therapie zu 

optmieren.35-38  

Eine erste Arbeit, die sich eine Zielspezifische Therapie bei HS angesehen hat, wurde 2015 
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veröffentlicht.39 Hierbei wurde Survivin, ein Apoptose-Hemmer der in neoplastischen Zellen 

überexpremiert ist genutzt um gezielt Lomustin in HS Läsionen anzureichern.39 Die Autoren konnten 

im Mausmodell zeigen, das die zielgenaue Gabe selbst bei Zellen, die zuvor eine Chemoresistenz 

gegen Lomustin gezeigt hatten, im Mausmodell effizient war.39 Diese Studie zeigt den potentiellen 

Wert zielgerichteter Therapieansätze. Kernprinzip dieses neuen Ansatzes ist es aber, die möglichen 

Ziele zu definieren und zu verstehen, welche Proteine HS gegenüber dem normalen Gewebe 

ausmachen. Um diese Information zu erlangen, ist eine genaue Charakterisierung des Proteoms der 

HS-Zellen und des umliegenden gesunden peritumoralen Gewebes notwendig, die bislang bei Hund 

und Mensch vollkommen fehlt. Aufgrund der molekularen und klinischen Homologie der Erkrankung 

bei Hund und Mensch,25,26 sind entsprechende Untersuchungen sowohl für die Weiterentwicklung 

der Therapie beim Hund als auch für die Behandlung vom Menschen relevant. 

 

 

 

 

 

 

hat formatiert: Deutsch
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1.1. Stand der eigenen Forschung 

Unsere Gruppe beschäftigt sich seit drei Jahren mit der präzisen Analyse verschiedener Sarkom 

Typen bei Hund und Katze. Unsere etablierte Methodik erlaubt es uns, hochpräzise Tumor von 

anderen Gewebstypen zu trennen, und zu sequenzieren. Die Analyse des Proteoms nimmt hierbei 

einen besonderen Stellenwert ein, da nicht alle Mutationen (DNA-Level) oder Transkripte (RNA-

Level) auch als Proteinen exprimiert werden. Daher ist es besonders wichtig zu überprüfen welche 

Proteinsignaturen einen besonderen Tumor kennzeichnen. In den letzten 3 Jahren konnten wir 

erfolgreich verschiedene Zielstrukturen sowie das Proteom von Fibrosarkomen bei Hunden 

analysieren und beschreiben. Zudem unterhält die Gruppe eine Kollaboration mit der Charite Berlin, 

um Vergleichende Analysen verschiedener Tumorformen bei Hund und Mensch durchzuführen. 

 

2.2.1. Quantifizierung einzelner Zielstrukturen mittels Immunhistologie 

Um ein einzelnes Protein als mögliche Zielstruktur zu validieren haben wir die IHC-Expression von 

Fibroblasten-assoziiertem Protein (FAP) in verschiedenen Weichteilsarkom Typen bei Hund, Katze 

und Mensch untersucht (Abb. 1). Wir konnten bei allen Spezies eine Überexpression von FAP bei den 

untersuchten Weichteilsarkomen im Vergleich zu normalem Gewebe nachweisen. Das 

entsprechende Manuskript befindet sich aktuell im Review. Die Analyse der Hundedaten im Rahmen 

dieser Studie wurde bereits durch die AHS gefördert (Projekt Nr 146). Eine vergleichbare Analyse 

wird für FAP aktuell auch bei Hunden mit HS durchgeführt. 

Parallel wurde durch unseren Kooperationspartner, Prof. J. Holland, eine FAP spezifische Struktur 

entwickelt, die in weiteren Studien zur intraoperativen Darstellung der Weichteilsarkome genutzt 

wird. 

 

2.2.2 Zielspezifische Fluoreszenzfarbstoffe zur intraoperativen Darstellung von Sarkomen  

Abbildung 1. IHC FAP Färbung wurde für verschiedene Sarkome, nicht betroffenes peritumorales Gewebe und entzündetes Gewebe 
von Menschen, Hunden und Katzen ausgewertet. Mit Hilfe der semiquantitativen und quantitativen Analyse (A) wurde dann der 
TASC-Score bestimmt. Bei allen eingeschlossenen STS wurde ein TASC-Score von 18 oder mehr festgestellt, mit Ausnahme des 
Fibrosarkoms bei Hunden. Damit ist FAP für die untersuchten Weichteilsarkome eine mögliche Zielstruktur. 
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Um den Nutzen zielspezifischer Fluoreszenzfarbstoffe für die intraoperative Darstellung von 

Sarkomen klinisch zu evaluieren, führen wir derzeit eine erste randomisierte klinisch kontrollierte 

Phase-II-Studie zur Bewertung des Nutzens eines kommerziell erhältlichen Anti-α5β3-Integrin-

Farbstoffs (AngiostampTM) bei Hunden mit spontan auftretenden Weichteilsarkomen durch. Bislang 

wurden 18/20 Hunde eingeschlossen, und die Fluoreszenz-basierten Resektionen waren in allen 

Fällen mit sichtbarem Signal vollständig (n=10). Die Fluoreszenz entsprach bei allen Hunden der 

histologischen Tumorausdehnung (Abb. 2).  

Abbildung 2. Der Anti-α5β3-Integrin-Farbstoff wird intravenös injiziert und reichert sich innerhalb von 15 bis 180 Minuten im Tumor 
an. Nach der Anreicherung kann das Fluoreszenzsignal abgebildet werden, um die Tumorausdehnung abzugrenzen. Die Resektion wird 
dann unter NIR-Bildgebungskontrolle durchgeführt (A). Frische gefrorene Gewebebiopsien werden dann verwendet, um die Fluoreszenz 
mit der Targetexpression zu korrelieren (B). Schließlich wird die Fluoreszenzfläche mit der histologisch bestätigten Tumorausdehnung 

verglichen (C). 

Bei ¼ der Hunde wurden die Resektionsränder anhand des NIR-Signals angepasst, und ein 

metastatischer Lymphknoten, der vor der Operation nicht entdeckt worden war, konnte aufgrund 

des NIR-Signals während der Operation identifiziert und reseziert werden. Diese Resultate belegen, 

dass es möglich ist eine Substanz (in diesem Fall ein Farbstoff) mittels einer Zielstruktur präzise im 

Tumor anreichern zu lassen. Des Weiteren zeigen sie eindrücklich auf, dass durch zielgerichtete 

intraoperative Darstellung von Tumoren eine viel präzisere und komplette Tumorentfernung erreicht 

werden kann. Da die komplette Tumorentfernung eines der wichtigsten Kriterien darstellt, welche 

Rezidiv und Metastasierung beeinflusst, birgt diese Herangehensweise grosses Potenzial für die 

zukünftige Behandlung von Krebspatienten. 

Die Visualisierung der genauen Ausdehnung des Tumors kann auch bei Hunden mit einer fokalen 

Form von HS relevant sein, die mittels Chirurgie und Chemotherapie behandelt werden soll. Zudem 

könnte die Visualisierung bei HS-Patienten helfen, eine genauere Einschätzung des 

Krankheitsverlaufes durch genauere Diagnostik (PET/SPECT CT) zu ermöglichen, indem ein Ligand an 

ein Radionuklid anstelle eines Fluorophors gekoppelt wird. 

 

2.2.3 Molekulare Analyse des Proteoms beim Fibrosarkom von Hund und Mensch 

Unter Mithilfe der Unterstützung der AHS konnten wir kürzlich die Charakterisierung der 

Proteinsignatur von Fibrosarkomen (FSA) im Vergleich zu nicht befallenem peritumoralem Gewebe 

(PTT = Muskel, Fett, Bindegewebe)) bei Hunden publizieren.1 Wir konnten eine deutliche 

Überexpression verschiedener extrazellulärer Proteine im Vergleich zum gesunden PTT nachweisen. 
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Eines der interessantesten potenzielle Zielproteine war Tenascin-C (log2(FC) Tumor vs. Muskel 3.44, 

Tumor vs. Fett 3.86, Tumor vs. Bindegewebe 2.62; 10.1016/j.neo.2022.100858 ) 

 

Abbildung 3 A) Heatmap aller detektierten Proteine B) Die wichtigsten kanonischen Pfade, die in T im Vergleich zu AT, CT und SM 
mithilfe der Ingenuity-Pfadanalyse (IPA) entdeckt wurden. C) Die wichtigsten Upstream-Regulatoren, die in Tumor im Vergleich zu 
nicht betroffenem Tumorgewebe mithilfe der Ingenuity Pathway Analysis (IPA) entdeckt wurden. Die obere Hälfte einer Zelle zeigt den 
vorhergesagten Aktivierungsstatus an, und die Werte in Klammern stellen p-Werte dar. D) Aktivierungsstatus der 20 wichtigsten 
kanonischen Stoffwechselwege. 

Zum Zeitpunkt der Erstellung dieses Antrags haben wir bereits die RNA-Sequenzierdaten der selben 

Patientenproben erhalten und sind dabei, die Laser Capture Microdissection (LCM) und LC-MS/MS 

für vergleichbare Weichteilsarkome beim Menschen in Kooperation mit der Charite Berlin 

abzuschliessen. Zusammenfassend ist also die Methodik der Proteom Analyse, wie sie in dem 

vorliegenden Projekt zum Einsatz kommen wird, erfolgreich etabliert.  
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1. Detaillierter Forschungsplan 

1.1. Ziel der Studie 

Ziel dieser Studie ist es, das Proteom von lokalen und disseminierten HS zu bestimmen und mit dem 

Proteom des umliegenden normalen Gewebes zu vergleichen, um mögliche Zielstrukturen für neue, 

Zielspezifische Therapieansätze zu identifizieren. 

1.2. Hypothesen 

Unsere Hypothese ist, dass sowohl lokale als auch dissiminierte HS Tumorspezifische 

Proteinsignaturen aufweist, die in Zukunft für eine Zielgerichtete Therapie eingesetzt werden 

können.  

1.3. Material und Methoden 

Basierend auf Daten von der vorangegangenen Analyse von Fibrosarkomen beim Hund wurde eine 

Sample Size Analyse durchgeführt. Um eine ausreichende Power von 80% bei einem 

Konfidenzintervall von 95% zu erzielen, werden jeweils 30 HS von Hunden mit solider Form (15 

Berner Sennenhunde und 15 andere Rassen), sowie 30 disseminierte HS Läsionen (15 Berner 

Sennenhund, 15 anderer Rassen) analysiert.  

 3.3.1 Laser-Capture-Microdissection (LCM)  

Bei Proben von Hunden mit der soliden Form wird mittels LCM an 5-6 Schnitten à 10µm von 

Formalin fixierten Paraffinblöcken (FFPE) auf speziellen PEN-Membran beschichteten Glasträgern 

Tumor, sowie umgebendes normales Gewebe (Fett, Muskel und Bindegewebe oder Synovialis bei 

Gelenkstumoren) mit dem Arcturus Cellect™ LCM-System isoliert. Bei Hunden mit disseminierter 

Form erfolgt die Analyse von Tumorbefallenen Arealen der Lunge, Milz oder der Leber, sowie von 

nicht betroffenen peritumoralen Arealen der jeweiligen Organe zum Vergleich. Während der LCM 

ermöglicht die mikroskopische Kontrolle eine präzise Unterscheidung zwischen Tumor und dem 

peritumoralen Kontrollgewebe. Die zu isolierenden Bereiche werden durch F. Guscetti 

(Veterinärpathologie) festgelegt und überprüft.  

3.3.1 Liquid-Chromatographie-Massenspektrometrie/Massenspektrometrie (LC-MS/MS) 

Für die LC-MS/MS werden die Proteine aus dem isolierten Gewebe extrahiert und auf einem Q-

Exactive HF-X Massenspektrometer gemäß der von uns etablierten Protokolle analysiert (etablierte 

Kollaboration mit Dr. Laura Kunz am Functional Genomics Center Zurich (FGCZ)).1  

Die bioinformatische Verarbeitung der Proteom Daten wird in Zusammenarbeit mit unserem 

Bioinformatik-Experten am FGCZ (Dr. Witold Wolski) durchgeführt. Die relative Häufigkeit der 

Proteinexpression (log2fold-change) zwischen lokaler und disseminierter Form sowie zwischen HS 
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und umgebendem nicht betroffenem Gewebe wird für jedes detektierte Protein erfasst. Die Top 

Hoch- und runterregulierten Proteine werden identifiziert und weiter analysiert. Um einen Einblick 

in die Veränderungen zu erhalten, die die Tumorzellen von den umgebenden normalen Geweben 

unterscheiden und die potenzielle therapeutische Angriffsstellen darstellen könnten, wird eine 

Signalweganalyse mit MetaCore (Clarivate Analytics) (https://portal.genego.com) und eine KEGG-

Signalweganalyse mit WebGestalt (www.webgestalt.org) durchgeführt. Die Identifizierung 

potenzieller therapeutischer Angriff Stellen erfolgt mithilfe von Expression2Kinases, einem 

computergestützten Algorithmus, der Aufschluss über die vorgelagerten Regulatoren gibt, die für 

die beobachteten Muster der Proteinexpression verantwortlich sind. Die anschließende Validierung 

der Zielmoleküle wird mit Hilfe von Immunhistochemischer Analyse erfolgen.  

2. Verfügbare Ressourcen 

Das LCM-Mikroskop steht im Labor von E. Markkanen der Forschungsgruppe zur Verfügung. Alle 

molekularen Analysen finden im Functional Genomics Center der Universität Zürich statt, mit dem 

die Gruppe bereits in mehreren anderen Projekten kollaboriert.  

3. Zeitplan 

Das Projekt erstreckt sich über 18 Monate, gegliedert in die folgenden einzelnen Arbeitsschritte. 

4. Budget. 

7.1 Saläre 

Alle beteiligten Stellen sind über ihre Anstellung bei der Universität Zürich finanziert. 

 

7.2 Sachmittel 

Die Kosten für die Studie ergeben sich aus den Kosten für das Verbrauchsmaterial für die LCM und 

die LS-MS/MS Analyse beim Functional Genomics Center, und belaufen sich auf 400 CHF je Patient. 

Daraus ergeben sich Gesamtkosten von 24.000 CHF für die angestrebte Analyse. Die Kosten für die 

 06/23 09/23 12/23 03/24 06/24 09/24 

LCM Dissektion und Bearbeitung 

der Proben zur weiteren Analyse  

      

LS-MS/MS        

Biostatistische Datenanalyse       

Erstellen und Einreichen des 

Manuskript  

      

Abschlussbericht       
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Probenvorbereitung und das Salär für die beteiligten Personen deckt die Gruppe aus eigenen 

Mitteln. 

 

 

Schlüsselwörter: 

Histiozytäres Sarkom, Proteom, Zielgerichtete Therapie 
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Bedeutung der zu erwartenden Resultate 

Die HS ist eine fatale Erkrankung, die insbesondere bei Flat Coated Retrievern und Berner 

Sennenhunden häufig vorkommt, und bei diesen Rassen bis zu 50% der Todesfälle bedingt.1-5 In den 

letzten Jahren haben genetische Analysen dazu beigetragen, das genetische Risikofaktoren 

identifiziert werden konnten, ein wichtiger Schritt um die Prävalenz der Erkrankung zu senken.6-8 

Trotz dieses Fortschrittes bleibt die Therapie betroffener Hunde eine Herausforderung- 

Chemotherapie erzielt häufig nur eine kurz andauernde teilweise Remission, und Chemoresistenzen 

sind häufig.9-15 Durch Charakterisierung des Proteoms der Tumorzellen und des umliegenden 

gesunden Gewebes können wir die genauen molekularen Veränderungen dieser Erkrankung 

erfassen, und nach möglichen Zielstrukturen suchen, die in der Zukunft genutzt werden können, um 

Therapeutika ganz gezielt im Tumor anreichern zu lassen. Wir erhoffen uns von der 

Charakterisierung des Proteoms entscheidende Informationen, die in der Zukunft die Diagnostik 

und Behandlung betroffener Hunde verbessern können.  

Zuletzt bleibt zu erwähnen, das HS auch beim Menschen eine fatale Erkrankung darstellt,3,16 die 

aber zu den hochseltenen Tumorerkrankungen zählt, und deshalb praktisch nicht untersucht ist.3,16 

Der Grossteil der Patienten verstirbt innerhalb von 2 Jahren nach der Diagnose, und zielspezifische 

neue Therapien werden dringend benötigt.3 Der Hund stellt das einzige natürliche Modell dieser 

Krankheit dar.3 Obwohl unser Fokus auf der verbesserten Therapie für betroffene Hunde liegt, 

könnten unsere Daten auch helfen das Verständnis der Erkrankung für menschliche Patienten zu 

verbessern.  

 

Ziele. 

Ziel der Studie ist es, das Proteom von fokaler und dissiminierter HS zu analysieren und mit nicht 

betroffenem Kontrollgewebe zu vergleichen, um Zielstrukturen für eine Therapie zu bestimmen. 
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