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Einleitung 4

1 Einleitung

1.1 Ergusse serdser Korperhéhlen

1.1.1 Klinische Relevanz der zytologischen Erguss-Diagnostik

Erglsse seroser Kérperhdhlen sind pathologische Flissigkeitsansammlungen, die in
der Pleurahthle, im Bauchraum oder in dem Herzbeutel auftreten konnen.
Pleuraergisse treten dabei am haufigsten auf, gefolgt von solchen des Peritoneums
und des Perikards.

Eine primare Erguss-Diagnostik kann durch die korperliche Untersuchung, die
Sonographie, konventionelle Rontgen-Aufnahmen oder in seltenen Fallen die
Computertomographie geleistet werden. Eine Bestimmung der Dignitéat des Ergusses
ist mit diesen Methoden jedoch nicht durchfihrbar, denn als klinisches Symptom
kann ein Erguss auf eine Vielzahl von benignen und malignen Grunderkrankungen
hinweisen. Mehr als 50 unterschiedliche Erkrankungen sind bekannt, die mit der
Bildung von Ergussen serdser Korperhohlen einhergehen kdnnen. Verschiedene
pathogenetische Mechanismen sowie unterschiedliche Atiologien sind verantwortlich
fur die Bildung eines Ergusses (Bedrossian, 1994).

In den meisten Fallen erfolgen eine therapeutische Drainage und/oder eine
diagnostische Punktion. Dies ist fur den Patienten wenig belastend und fur den
Diagnostiker ein wenig aufwendiges Verfahren, das selten Komplikationen zeigt
(Pneumothorax, Blutung, Infektion u.a.). Es gibt verschiedene diagnostische
Mdglichkeiten, wie z. B. die der Laborchemie oder der Zytopathologie, die erste
Hinweise auf die Ursache eines Ergusses liefern kbnnen.

Ca. 45 % der Ergusse seroser Korperhohlen enthalten bosartige Zellen. Davon
wiederum liefert die Zytologie in ca. 45 % den ersten Hinweis auf einen Primartumor
(Bedrossian, 1994).

Somit wird der Erguss seréser Hohlen zu einer wichtigen Informationsquelle fur den
Kliniker und zu einer methodischen Herausforderung fiir den Zytopathologen. Dies

unterstreicht die Wichtigkeit einer standardisierten zytologischen Diagnostik von
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Erglssen sertser Korperhohlen im Hinblick auf die friihe Entdeckung maligner
Tumoren. Bei Patienten mit einer bekannten malignen Erkrankung tragt die
ergusszytologische Diagnose weiterhin zum Staging eines Tumors bei und
beeinflusst damit die Therapie. Das Ergebnis der zytologischen Untersuchung des
Ergusses entscheidet oft Uber das weitere diagnostische und therapeutische
Schicksal des Patienten. Damit kommt der zytologischen Abklarung eines Ergusses
eine grol3e klinische Bedeutung zu. Seit mehr als einem Jahrhundert findet man in
der Literatur die Diskussion Uber die Moglichkeit und Wertigkeit der zytologischen
Diagnostik an Flissigkeiten aus serésen Korperhéhlen. Das Ziel der zytologischen

Diagnostik ist die Erkennung und Typisierung maligner Tumoren.

1.1.2 Atiologie, kausale Pathogenese und Haufigkeiten

Nach einer groben klinischen, kausalpathogenetischen Einteilung kann zwischen
Transsudaten, Exsudaten und neoplastisch bedingten Erglssen serdser
Kdrperhohlen unterschieden werden. Die Haufigkeiten bezogen auf Pleura, Perikard

und Peritoneum sind in Abbildung 1 wiedergegeben (Van Haam, 1977)
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Abbildung 1. Haufigkeitsverteilung von Transsudaten, Exsudaten sowie
neoplastischen Erglissen bezogen auf Pleura, Perikard und Peritoneum (Van Haam,
1977)

Transsudate treten bei lokaler oder allgemeiner Stauung z.B. im Rahmen von
Herzinsuffizienz (Links-, Rechts-), portaler Hypertension, Niereninsuffizienz oder
Lungenembolie auf. Durch Anstieg des hydrostatischen (Herzinsuffizienz) oder
Abnahme des onkotischen Druckes (Proteinverlust) in den Kapillaren tritt Flussigkeit
in den Pleuraspalt Uber. Bei Abnahme des intrapleuralen Druckes infolge Atelektase
ist dieses Pha&nomen ebenfalls festzustellen. Transsudate sind meist zellarm
(vorwiegend Lymphozyten) und haben einen geringen Eiweil3gehalt (<30g/l) sowie
ein niedriges spezifisches Gewicht (<1,015 g/l). Sie bilden einen Anteil von 30-40%
bei Erglissen serdser Korperhdhlen.

Exsudate entstehen durch vermehrte Kapillarpermeabilitat fur Eiwei3 und Zellen
(Leukozyten, Lymphozyten) im Rahmen entzindlicher Prozesse. Der Eiwei3gehalt
ist durch Austritt von Akut-Phase-Proteinen (z.B. CRP) und Antikérpern erhéht (> 30
g/l). Der Erguss ist zellreich und hat ein héheres spezifisches Gewicht (> 1,015 g/l)
als Transsudate. Ein gestorter Lymphabfluss bei tumorésen Erkrankungen kann
ebenfalls einen zell- und eiweil3reichen Erguss verursachen.

In 25-36% aller Erglsse serdser Korperhohlen ist eine Entzindung, die Ursache.
Erkrankungen wie die Pleuritis (bakteriell, viral, fungal oder parasitar) stellen den
grofdten Anteil an den Exsudaten entzindlichen Ursprungs dar. Im Rahmen anderer
Grunderkrankungen (Rheumatismus, Sarkoidose, Kollagenosen oder Asbestose)
kann es jedoch ebenfalls zur Ausbildung entziindlich bedingter Ergiisse kommen
(Hausheer et Yabro, 1985).

Neoplastische Exsudate stellen mit einem Anteil von mehr als 40% der Ergiisse
von Pleura und Peritoneum eine groRe Teilgruppe dar. Ihr Anteil bei
Perikardergissen liegt mit 24% niedriger (Van Haam, 1977).

Auslosende Ursache sind vorwiegend metastatische Karzinome (Mamma-, Kolon-
und Lungen-Tumoren); ferner sind maligne Lymphome, Leukamien und das
seltenere maligne Mesotheliom zu nennen. Da maligne Tumoren heute neben Herz-
Kreislauf-Erkrankungen zu den haufigsten Todesursachen zahlen, ist ihre frihe
Diagnose im Hinblick auf Therapie und Prognose eines Patienten wichtig. Die
standardisierte zytologische Diagnostik von neoplastischen Erglssen serdser

Kdrperhohlen vermag dies zu leisten.
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1.1.3 Klinisches Vorgehen

Aufgrund der vielen atiologischen Mdoglichkeiten, die sich dem Kliniker offenbaren,
stellt sich die Problematik der genauen Abklarung der Ergussursache, da diese von
groRer Relevanz fir die weitere Therapie des Patienten ist (Classen et al., 1994).

Fur die weitere diagnostische Abklarung bietet sich als minimalinvasiver Eingriff die
Ergusspunktion an.

Es kann jede serdse Hohle des Korpers vom Diagnostiker erreicht werden. Ergiisse
konnen zu therapeutischen oder diagnostischen Zwecken punktiert werden.
Wahrend einer chirurgischen Intervention ist es mdglich, Flissigkeit aus den serdsen
Hohlen durch Aspiration, Burstung oder lokale Waschung verdachtiger Bezirke bzw.
der ganzen Hohle, falls die Ergussmenge zu gering ist, zu gewinnen. Dieses wird
haufig bei so genannten "second look-Operationen" durchgefuhrt (Ziselman et al.,
1984). Daruber hinaus konnen bei endoskopischen  Untersuchungen
Ergussflissigkeiten gewonnen werden: bei der Thorakoskopie, der Laparoskopie und
der Perikardioskopie. Weiterhin kénnen durch Drainagen der Thoraxhdhle oder des
Peritoneums oder von Dialysaten Erglisse gewonnen werden.

Die diagnostische Sicherheit der Ergusszytologie ist abhangig von der Zellzahl im
Erguss. Die Zellen eines Ergusses befinden sich vorwiegend am "tiefsten Punkt"
einer Korperhohle, da sie dorthin sedimentieren. Dort sollte fur zytodiagnostische
Zwecke nach Mdglichkeit punktiert werden. Die Punktionsstelle kdnnte somit bei
einem stehenden Patienten eine andere sein als bei einem bettlagerigen oder in
Operation befindlichen.

Je nach diagnostischer Fragestellung wird der Kliniker bestimmte
Laboruntersuchungen bei Erglissen serdoser Korperhohlen wahlen. Mdoglich sind
biochemische Untersuchungen, wie z.B. das Gesamt-Eiweil3, Glukose, Amylase oder
das Gesamt-Fett. Weitere mogliche Untersuchungen sind morphologisch-
zytologische, wie Zellzahlungen, Bestimmung des Anteils der entzindlichen
zellularen Komponente und die Suche nach Tumorzellen mit Spezialfarbungen und
Immunzytochemie. Ferner kommen quantitativ-analytische Methoden wie die DNA-
Zytometrie in Frage. Daneben bieten sich mikrobiologische Untersuchungen an, z. B.
durch Zellkulturen oder Gramfarbungen sowie immunologische, z.B. der
Rheumafaktoren, des Komplements oder antinuklearer Antikérper. Schlief3lich
kommen Methoden wie die Zellkultur oder die Zytogenetik in Frage.
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Die geeigneten Untersuchungen wird der Kliniker nach der fur ihn im Vordergrund
stehenden Differentialdiagnose einsetzen.

Der Erguss sollte mdglichst ziigig nach Entnahme den verschiedenen Laboratorien
zugesandt werden. Fir zytologische Untersuchungen ist ein Volumen von 50-100 ml
geeignet, sofern vorhanden. Je groRer das Volumen, umso groRer ist die
Wabhrscheinlichkeit, diagnoseweisende Zellen zu finden. Zellen in Ergussen sind zwei
bis drei Tage bei Raumtemperatur haltbar ohne lichtmikroskopisch sichtbare
Verédnderungen zu erleiden. Falls eine Zustellung des Ergusses in diesem Zeitraum
nicht mdglich ist, sollte dieser vor Ort zentrifugiert werden (340 g/5 min).
AnschlieRend sollten Ausstrichpraparate vom Sediment (Kapitel 2.2.1) hergestellt
und dem Labor zugesandt werden. Es sollte jedoch immer in erster Linie eine
moglichst schnelle Einsendung des nativen Ergusses angestrebt werden, da mit dem
frischen Material noch Zusatzuntersuchungen, wie Immunzytochemie, DNA-Bild- und
-Flowzytometrie oder ggf. eine Zellkultur zur Verbesserung der diagnostischen
Sicherheit eingesetzt werden kénnen.

Von grofRer Wichtigkeit fur den Zytopathologen sind klinische Informationen zur
Patientenanamnese, den wesentlichen klinischen Befunden und der diagnostischen
Fragestellung. Anderenfalls ist eine korrekte diagnostische Interpretation der
mikroskopischen Morphologie oft nicht moglich. Wichtige Hinweise sind z.B. einem
Erguss moglicherweise zugrunde liegende Erkrankungen, wie z. B. eine
Herzinsuffizienz, eine portale Stauung, ein bekannter Primartumor oder eine
Pankreatitis. Weiterhin ist die Mitteilung eingesetzter therapeutischer MalRnahmen,
wie z.B. eine durchgefuhrte Bestrahlung oder Chemotherapie von grof3er Wichtigkeit,
da diese Zellverdnderungen verursachen kénnen, welche zu Verwechslungen mit

Krebszellen fihren kdnnen.

1.1.4 Aufbereitungsmethoden/Farbungen

Es gibt verschiedene Aufarbeitungsmethoden, um Zellen in Ergussen zu kon-
zentrieren. Die am haufigsten verwendeten sind a) die Zentrifugation, gefolgt von
einer Ausstrichpraparation des Sediments, b) die Zytozentrifugation des Ergusses
direkt auf Objekttragern mittels Zytozentrifugen bei geringen Ergussvolumina oder

klaren Transsudaten, bei denen eine geringe Zellzahl zu erwarten ist und c) die
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Zellblocktechnik, bei der das gesamte Zellpellet nach Zentrifugation fixiert, in Paraffin
eingebettet und anschlie3end wie Gewebe geschnitten wird.

Das Institut fir Cytopathologie an der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf wendet
die erstgenannte Methode der Zentrifugation und Ausstrichpraparation an allen
eingesandten Ergissen an. Wenn dartber hinaus noch gro3ere Partikel im Erguss
vorhanden sind, wird zusatzlich daran die Zellblocktechnik durchgefihrt.

Die zwei in der diagnostischen Ergusszytologie am héaufigsten angewandten
Farbemethoden sind die nach Papanicolaou (Pap.-) und die May-Grinwald-Giemsa-
Farbung (MGG). Der Papanicolaou-Farbung muss ein alkoholisches Fixativ
(Delaunay), der May-Grinwald-Giemsa-Farbung eine Lufttrocknung vorausgehen.
Nach Pap.- und nach MGG gefarbte Zellen unterscheiden sich wie folgt: Die
Papanicolaou-Farbung  zeigt Zellen, deren Kernchromatindetails  sowie
Zytoplasmastrukturen (z.B. strahnig-wabig bei Plattenepithelien) exzellent zur
Darstellung kommen. Dagegen zeigt die MGG-Farbung Zellen, die aufgrund der
Lufttrocknung grof3er als nach Alkoholfixation bleiben, was eine bessere Beurteilung
vor allem der Zellen bei Leuk&mien und Lymphomen zul&sst.

Luftgetrocknete MGG-gefarbte Préaparate eignen sich nach der Routine-Diagnostik
insbesondere fir die DNA-Zytometrie (nach Entdeckelung und Umfarbung nach
Feulgen) und fur eine AQNOR-Analyse (nach Entdeckelung und Silberfarbung).

Nach Delaunay fixierte und nach Papanicolaou gefarbte Praparate eignen sich nach
der Routine-Diagnostik vor allem fir eine immunzytochemische Untersuchung
(Entdeckelung und anschlie@ende Farbung nach der Avidin-Biotin-Complex-
Methode).
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1.2 Treffsicherheit der konventionellen zytologischen Diagnostik

Die Sensitivitdt der konventionellen zytologischen Diagnostik fur die Detektion von
malignen Zellen in Erglssen betrdgt nur etwa 58% (Durchschnitt aus einer
Literaturibersicht Uber mehr als 6.000 Falle aus sechs Studien, Spriggs und
Boddington, 1989).

Dieses bedeutet, dass 42% der Tumoren, die in die serbésen Haute streuen,
zytologisch in den Ergissen nicht detektiert werden (falsch negative Diagnosen).

Die Spezifitat betragt ca. 97%, so dass im Mittel 3% der zytologischen Diagnosen in
Erglssen falsch positiv sind.

Der positive Pradiktionswert wird im Mittel mit 99,3 %, der negative Pradiktionswert

mit 80 % angegeben.

1998 fuhrten Motherby und ihre Mitarbeiter am Institut fur Cytopathologie der
Heinrich-Heine-Univerisitat Disseldorf eine Studie an 300 Ergissen zur Ermittlung
der Masszahlen diagnostischer Treffsicherheit der Cytodiagnostik durch.

Sie konnten eine Sensitivitdt von 50% und eine Spezifitat von 97% nachweisen. Fur
den positiven und negativen Préadiktionswert erziehlten sie 96% und 87%. Ferner
gaben sie die histogenetische Klassifikationsgenauigkeit mit 88% und die Gesamt-
treffsicherheit mit 89% an (Motherby et al., 1998).

Eine Verbesserung der diagnostischen Treffsicherheit, insbesondere der Detek-
tionsrate maligner Zellen (Sensitivitat) ist daher dringend notwendig. Dabei darf
allerdings eine Erhdhung der Sensitivitat keinesfalls zu Lasten der Spezifitat gehen.
D. h. das Auftreten falsch positiver zytologischer Diagnosen muss unbedingt

vermieden werden (Koss, 1992).
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1.3 Adjuvante Methoden der Ergusszytologie

Die technischen Entwicklungen der letzten Jahrzehnte ermdglichen heute neben der
Zytologie den Einsatz einer Reihe von adjuvanten Methoden, die in der Abklarung
zytologisch unklarer Ergusse eingesetzt werden kdnnen.

In der Diagnostik von Ergussen serdser Korperhdhlen verwendete adjuvante
Verfahren wie die Immunzytochemie, DNA-Zytometrie, Elekronenmikroskopie,
Zytogenetik, Spezialfarbungen oder AQNOR-Analyse kénnen die Treffsicherheit der
Zytodiagnostik signifikant verbessern, ohne Einfluss auf die Spezifitdt zu nehmen.
Die Zytologie kann die Differenzierung zwischen Transsudaten, Exsudaten sowie
neoplastisch verursachten Erglissen ermdéglichen. In der Diagnostik neoplastischer
Erglsse ist dartber hinaus eine detaillierte Untersuchung zur histogenetischen
Klassifikation bzw. zur Bestimmung der Primarlokalisation eines Tumors und des
Differenzierungsgrades (Malignitats-Grading) durchfiihrbar. Dies erlaubt eine an das
jeweilige Tumorstadium angepasste Therapie bzw. die Erfolgskontrolle einer bereits
begonnenen Behandlung.

Wahrend histologische Untersuchungen die Enthahme einer Gewebeprobe in Form
einer Biopsie, einer Probeexzision in einem tumorverdachtigen Bezirk oder die
Entnahme eines ganzen Tumors voraussetzen, kann die Zytologie auf weniger
belastende Probenameverfahren wie die Punktion von Koarperflissigkeiten (z.B.
Aszites, Pleuraerguss, Perikarderguss), die Feinnadelaspirationsbiopsie (z.B.
Lymphknoten, Schilddrise), die Gewinnung von Korperflissigkeiten (z.B. Urin) oder
Schleimhautabstrichen (z.B. Zervix) zurilickgreifen.

Eine verbindliche Beurteilung ist allerdings nur dann moglich, wenn das entnommene
Material reprasentativ und anschlieRend nach einem fir die Zytologie optimierten,
standardisierten Protokoll aufbereitet worden ist (vgl. Kapitel 2.2.1 Abbildung 3).

Wie bereits erwahnt ist die Sensitivitat der Zytologie in der Diagnostik von Erguissen
serbser Korperhdhlen mit 58% unbefriedigend; eine Verbesserung durch

Hinzuziehen adjuvanter Methoden ist demnach anzustreben.
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1.3.1 Immunzytochemie

Immunzytochemische Untersuchungen an zytologischen Praparaten von Erglissen

seroser Korperhohlen werden seit etwa zwanzig Jahren durchgefuhrt.

Die Immunzytochemie beruht auf dem immunologischen Nachweis bestimmter
Zytoplasma-, Zellmembran- oder Zellkernepitope, die einen Hinweis auf die
histogenetische Herkunft der Zelle geben koénnen (Zellnachweis durch
Sichtbarmachung des Immunkomplexes mit Hilfe von an spezifischen Antikorpern
gebundenen speziellen Farbstoffen).

Immunzytochemische Untersuchungen koénnen in der Diagnostik von soliden
Tumoren eingesetzt werden. So kann z.B. an durch eine Feinnadelaspirationsbiopsie
eines vergroRRerten Lymphknotens gewonnenen Zellen mittels immunzytochemischer
Techniken auf die histogenetische Herkunft eines, bisher unbekannten Primartumors
riickgeschlossen und die weitere Diagnostik gezielt ausgerichtet werden.

Eine weitere Einsatzmdglichkeit der Immunzytochemie besteht in der Identifizierung
von ortsfremden epithelialen Zellen in Ergissen seréser Hohlen, um auf diese Weise
das Vorliegen eines metastasierten Karzinoms nachzuweisen. In der
Differentialdiagnose der metastatischen Karzinome kommen bestimmte Antikorper
bei Untersuchungen von Ergutissen zur Anwendung, die durch solche des Ovars, der
Brust oder des Bronchialtrakts verursacht werden.

Der diagnostische Wert der Immunzytochemie fir die Identifizierung von malignen
Zellen in Ergussen ist in der Literatur gelegentlich betont worden (Mason et al., 1987,
Silverman et al., 1987, Bedrossian, 1994, Shield et al., 1994, Guzman et al., 1995,
Bedrossian, 1998a). Es gibt eine Reihe von Arbeiten Uber die Anwendung
spezifischer  Antikorper fir die immunzytochemische Identifizierung von
Primartumoren verschiedener metastatischer Karzinome in Ergussen, z. B. des Ovar
(Guzman et al., 1988b, Cuijpers et al., 1993), der Brust (Guzman et al., 1988a) oder
beider (Athanassidou et al., 1994) oder von Bronchialkarzinomen (Guzman et al.,
1990).

Mit Hilfe der Immunzytochemie kann in der Zytologie eine Verbesserung der
histogenetischen Klassifikationsgenauigkeit erreicht werden (Motherby et al., 1999,
Matter-Walstra und Kraft, 1996).
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1.3.1.1 Immunzytochemie Farbemethoden

Immunzytochemische Farbemethoden dienen der Markierung eines Antigens in
Zytoplasma, Zellmembran oder -kern. Das Prinzip dieser Methode wurde erstmals
1965 von BEUTNER et al. fur den Nachweis und die Quantifizierung humaner
Autoantikdrper in der Fluoreszenzmikroskopie angewandt und spater durch MASON
und SAMMONS in einem immunenzymatischen Verfahren wiederentdeckt (Mason
et Sammons, 1979).

Es stehen verschiedene Methoden, wie zum Beispiel die Immunperoxidase-Technik
(Haska, 1997), die Avidin-Biotin-Methode (Haska, 1997, Matsumara et al., 1989,
Shepherd et Richman, 1988) die APAAP-Methode (Cordell et al., 1984), sowie das
Immunfluoreszenzverfahren (Verheijlen et al., 1989) zur Verfiigung.

Die Avidin-Biotin-Methoden

Das einfachste Verfahren, welches die starke Affinitdt zwischen Biotin und Avidin
ausnutzt, ist das Zweischrittverfahren nach CLARC und TODD (Clark and Todd,
1982), mit dem ein biotinylierter Priméarantikorper durch Avidin nachgewiesen wird.
Hierbei muss jedoch der Priméarantikorper bereits in konjugierter Form vorliegen, was

das Verfahren einschrankt und verteuert (Haska, 1997).

Daher hat es sich als sinnvoller erwiesen, ein Dreischrittverfahren anzuwenden. Zwei
Methoden arbeiten nach diesem Prinzip: Die LAB-(Labeled-Avidin-Biotin-)Methode
(Warnke et Levy, 1980) und die im Rahmen unserer Studie verwendete ABC-(Avidin-
Biotin-Complex-)Methode (Hsu et al., 1981).

Die ABC-Methode

Die ABC-Methode ist das empfindlichste Verfahren in der Imnmunzytologie (Hsu et al.,
1981). Dabei wird zunachst, wie in den anderen Verfahren auch, das Antigen mit
einem spezifischen Antikorper, dem Primé&rantikorper, markiert.

Im zweiten Schritt wird ein biotinylierter Sekundarantikdrper (LINK) zugegeben, der
an den Priméarantikorper bindet. Im dritten Schritt wird ein Komplex aus biotinylierter
Peroxidase und Avidin verwendet (die Avidin-Biotin-Bindung ist praktisch irreversibel
Green, 1963). Das Avidin-Biotin-Verhaltnis ist dabei so gewahlt, dass an jedem
Avidin drei Peroxidase-Enzyme uber Biotin gebunden sind und die vierte
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Biotinbindungsstelle frei bleibt, Uber die dann die Kopplung an den biotinylierten
Sekundarantikorper erfolgen kann (Haska, 1997). Eine unspezifische Farbung
kommt praktisch nicht zustande: Einerseits durch die hohe Affinitat des Avidins zum
Biotin, andererseits durch fehlende endogene Avidinbindungsstellen in den meisten
Geweben (Giorno et Kohler, 1983, Haska, 1997).

Peroxidasen, wie im ABC-Komplex verwendet, katalysieren die Oxidation eines
Substrates durch Wasserstoffperoxyd (Haska, 1997). Ein solches Substrat ist z.B.
das AEC (3-Amino-9-ethylcarbazol), das nach Oxidation durch die Peroxidase eine
Rotfarbung ergibt. AEC ist wasserunléslich aber nicht alkoholstabil.

Um eine Umwandlung des Substrates durch endogene, in den Zellen enthaltene
Peroxidasen zu verhindern, werden die Praparate vor dem immunologischen
Verfahren in einer Mischung aus Methanol und H,O; inkubiert (Streefkerk, 1972).
Dabei wird bei einer Inkubationszeit von 30 Minuten eine 0,3% H,0,-Methanol-

Lésung verwendet (Haska, 1997).
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Abbildung 2: Immunzytochemische Farbung nach der Avidin-Biotin-Komplex-

Methode
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1.4 Ziele und Herleitung der Fragestellung

1.4.1 Das Studienkonzept :

Die vorliegende Arbeit beschreibt eine Kohortenstudie an Patienten mit serdsen
Korperhdhlenergissen bei bekanntem (Subkohorte 1. n=79) und unbekanntem
Primartumor (Subkohorte 2: n=101) zum Zweck der Primartumor-ldentifizierung an

Tumorzellen mittels der Immunzytochemie.

1.4.2 Ziele der hier vorliegenden Studie:

1. Bestimmung der Pravalenz und Quantifizierung einer Immunreaktion
gegenuber sechs verschiedenen monoklonalen Antikdrpern (CK5/6, CK7,
CK20, TTF1, CDX2, CA125) als Grundlage fir die Identifizierung der
Primartumoren von Karzinommetastasen klinisch unbekannter Herkunft.

2. Verbesserung der Tumor-Klassifikations-Genauigkeit der immunzyto-
chemischen Diagnostik, durch ein Antikdrperpanel, bestehend aus CK5/6,
CK7, CK20, TTF1, CDX2 und CA125.

3. Etablierung eines diagnostischen Algorithmus aus den immunzytochemischen
Untersuchungsergebnissen der Subkohorte 1 (n=79).

4, Aufzeigen der Gultigkeit (diagnostischer Wert/Treffsicherheit) des von uns
aufgestellten diagnostischen Algorithmus durch Uberprifung im prospektivem
Studienarm (Subkohorte 2: n=101).

5. Bestimmung der Malizahlen diagnostischer Treffsicherheit (Sensitivitat,
Spezifitat, positiver-/negativer Pradiktionswert, Gesamttreffsicherheit und
Klassifikations-Genauigkeit).

6. Methodische Adaptation der Immunzytochemie an die zytologische Diagnostik
von Ergussen serdser Korperhohlen und Etablierung der Immunozytochemie

als adjuvante Methode in der zytologischen Routine-Diagnostik.
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1.4.3 Die Fragestellung :

Eignet sich die Immunzytochemie unter Verwendung des Markerpanels CK5/6, CK7,
CK20, TTF1, CDX2 und CA125 als Methode zur ldentifizierung des Primartumors
von Karzinommetastasen klinisch unbekannter Herkunft an metastatischen

Tumorzellen in Korperhéhlenergissen in der zytologischen Routine-Diagnostik?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Patientenpopulation und Ausgangsmaterial

Fir die vorliegende Studie wurden die zytologischen Diagnosen der Erglsse aus
serosen Hohlen (Pleura, Peritoneum und Perikard) von insgesamt 207 Patienten,
sowie die entsprechenden Akten des Instituts flir Cytopathologie der Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf ausgewertet. In allen 207 Fallen wurde zytologisch eine
tumorzellpositive Diagnose gestellt. Von den urspriinglich 207 Patientendaten, die flr
den Studieneinschluss evaluiert wurden, haben 27 Patientendaten die
Einschlusskriterien nicht erflllt und konnten daher nicht an der Studie teilnehmen.
Die absolute Zahl der in die Studie eingehenden Patienten betrug somit 180.

Die 180 Ergusse serdser Korperhdhlen setzten sich wie folgt zusammen:

118 Pleuraergusse

53 Peritonealerglsse

9 Perikarderglisse

2.1.2 Einschlusskriterien fur die Studie:

l. Ergusse serOser Korperhohlen, welche im entsprechenden Zeitintervall, d.h.
zwischen November 2001 und November 2003 konsekutiv gesammelt wurden
und den Routine-Einsendungen des Instituts fur Cytopathologie der Heinrich-
Heine-Universitat entstammten.

Il. Ergusse serdser Korperhohlen, mit morphologischem Zellnachweis eines
metastasierenden nicht-kleinzelligen Karzinoms (multiple Tumorzellen), die
zytologisch bereits als “sicher positiv“ diagnostiziert wurden (Bocking, 1998a).

Il. Ergusse seroser Korperhdhlen, welche ausreichend natives Material
(ausreihnend Tumorzellen) enthielten flir eine immunzytochemische
Untersuchung (Herstellung von acht Objekttragern), so dass eine spezifische

Immunzytochemie nachgewiesen werden konnte.
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V. Ein klinisches Follow-up konnte eingeholt werden, so dass eine

Datenauswertung moglich war.

Die Punktionen erfolgten bei der Patientenpopulation in einem Zeitraum von
November 2001 bis November 2003 durch insgesamt 51 verschiedene Einsender
und stammten aus dem Universitatsklinikum Dusseldorf sowie Krankenhausern der
naheren Umgebung. Bei allen Patienten wurde die Diagnose entweder durch ein
histologisches- und/oder klinisches Follow-up (eingeholt nach 12-16 Monaten)

gesichert und bestatigt.

2.1.3 Materialgewinnung und Versand

Die Ergusse werden zu therapeutischen und/oder diagnostischen Zwecken punktiert.
Diese wenig invasive Malinahme ist ambulant durchfihrbar. Die Materialgewinnung
fur die Zytodiagnostik der serésen Erglsse erfolgt durch Punktion unter
Ultraschallkontrolle. Die Punktion sollte am tiefsten Punkt der Hohle (abhangig von
der Lage des Patienten) erfolgen, da die diagnostisch relevanten Zellen dorthin
sedimentieren. Durch Erzeugung von Unterdruck werden Zellen in die Nadel
aspiriert, dabei ist jede Stelle des Korpers mit einer Zielgenauigkeit von ca. 3 mm
erreichbar. Das Durchstechen von Gefallen mit den nur 0,7 mm dicken Nadeln fuhrt
zu keinen Blutungskomplikationen. Eine Provokation von Fernmetastasen ist nicht zu
befurchten. Weil die zytologische Treffsicherheit von der Menge des untersuchten
Materials abhangt (Bdcking et al., 2000), ist es ratsam, moglichst grof3e Volumina
oder mehrere Proben einzusenden. Die Punktatmenge variiert zwischen 50-100 ml.
Das Material wird nativ in sterilen, bruchsicheren und dicht schlieRenden Gefalien
versandt. Die diagnostisch relevanten Zellen Uberstehen in der eiweildreichen
Ergussflissigkeit eine zwei- bis dreitdgige Reise ohne morphologisch oder
immunologisch Schaden zu nehmen. Die Versendung des Ergusses erfolgt
gemeinsam mit einem Begleitzettel, auf dem der Kliniker die wesentlichen klinischen
Befunde und die diagnostische Fragestellung mitteilt. Dies ist von gro3er Bedeutung

fur die Treffsicherheit der zytologischen Diagnostik.
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2.2 Methoden zytologischer Untersuchungen

2.2.1 Herstellung der Ausstrichpraparate fur die Ergusszytologie

Nach der Punktion der Ergusse in den jeweiligen Kliniken wurde das Material samt
Begleitzettel an das Institut fur Cytopathologie der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf gesandt. Dort wurde es gekuhlt (4°C) aufbewahrt, unter diesen
Umstanden ist es zwei bis drei Tage haltbar, sofern mdglich, erfolgte jedoch die
Praparation noch am selbigen Tag.

Es stehen verschiedene Aufbereitungsmethoden, um Zellen zu konzentrieren, zur
Verfligung. Die von uns verwendete Methode ist Zentrifugation gefolgt von einer
Ausstrichpraparation des Sedimentes.

Die fur die diagnostischen Zwecke benétigte Ergussflissigkeit wird in eine
Einmalspritze aspiriert und in ein Zentrifugenspitzrohrchen entleert. Das Nativ-
Material wurde zunachst zentrifugiert (5 Minuten, 340 g) und dann dekantiert, so
dass nur die Zellen zuriickblieben, sowie 2 bis 3 ml Flissigkeit im Uberstand. Diese
Suspension wurde aufgeschlittelt, dann erfolgte die Entnahme einiger Milliliter mittels
einer Pasteur-Pipette.

Ein Tropfen wurde nun auf einen Objekttrager aufgetropft und mit einem zweiten
Objekttrager bedeckt, so dass durch die Kapillarkrafte eine gleichmafige Verteilung
der Suspension zwischen den Objekttragern erfolgte. Dann wurden beide
Objekttrager auseinander gezogen.

Auf diese Weise erhielt man jeweils zwei mit Zellen beschichtete Praparate.
Insgesamt wurden auf diese Weise acht Objekttrager pro Probe hergestellt. Die
Praparate wurden von diesem Punkt an unterschiedlich behandelt, je nachdem fir
welche Farbung sie im Weiteren verwendet werden sollten.

Nach dem Auseinanderziehen der Objekttrager wurden drei Objekttrager
luftgetrocknet und nach May-Grinwald-Giemsa gefarbt, einer davon diente der DNA-
Bildzytometrie. Die anderen funf Objekttrager wurden fur die Immunzytochemie direkt
in eine Modifikation des Delaunay-Fixativ (500ml Athanol plus 500ml Aceton, Riedel-
de-Haen, Seelze, Nr.24201) plus 10 Tropfen 1- molarer Trichloressigsaure (Merck,
Darmstadt, Nr.1.00807.0100) fixiert und fur die Farbung nach Papanicolaou
vorbereitet. Dies musste schnell geschehen, um ein Antrocknen der Zellen auf dem

Objekttrager zu verhindern. Alle acht Objekttrager wurden dann der zytologischen
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Diagnostik zugefuhrt (vgl. hierzu Kapitel 2.2.2). Nach Entfernen der Deckglaser in
Xylol konnte die immunzytochemische (nach der Avidin-Biotin-Complex-Methode)

bzw. Feulgen-Farbung durchgefuhrt werden (vgl. hierzu Abbildung 3).
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Ergusspunktat
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|

Ausstriche

|

8 Objekttrager

Lufttrocknung Delaunay-Fixativ
(3 Objekttrager) (5 Objekttrager)
Farbung nach Farbung nach
May-Giemsa-Grunwald Papanicolaou
Zytologische Diagnostik Zytologische Diagnostik
(Tumorzellen nachweisbar) (Tumorzellen nachweisbar)
v l
entdeckeln entdeckeln
Umfarbung nach Feulgen l
l v
DNA-Zytometrie Archiv Immunzytochemie
(1 Objekttrager) (2 Objekttrager) (5 Objekttrager)

Abbildung 3: Praparationsschema zur Herstellung von Ausstrichpraparaten aus
Kdrperhohlenergussen fur eine zytologische, immunzytochemische und DNA-Bild-

zytometrische Untersuchung
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2.2.2 Durchfuhrung der zytologischen Untersuchungen

2.2.2.1 Diagnostische Kriterien fur Malignitat

Die Ausstriche wurden von einer erfahrenen Zytopathologin, Frau Doktor Pomjanski,

begutachtet. FUr die Identifikation maligner Zellen waren folgende, in der

Fachliteratur bekannte, diagnostische Kriterien relevant (Bedrossian, 1994, Koss
1992, Bibbo, 1991).

1.

= © © N o g bk~ 0D

Nachweis von Zellverbanden, die aus mehr als vier Zellen bestanden
exzentrische Lokalisation von Zellkernen

vergroRerte Kern/Plasma-Relation

ausgepragte Anisonukleose (unterschiedliche GréRe der Zellkerne)
Kernpolymorphie (Vielgestaltigkeit der Zellkerne)

Uberlappungen von Zellkernen

Irregularitat der Zellkernmembran

Hyperchromasie und Anisochromasie (unterschiedliche Anfarbbarkeit)
Vergroberung des Chromatinmusters

Vermehrung und VergrofRerung von Nukleonen

2.2.2.2 Diagnostische Kategorien/zytologische Klassifikation

(Stufung der Malignitatswahrscheinlichkeit)

Die zytologische Bewertung der serésen Erglisse erfolgte standardisiert nach der

Nomenklatur fur die extragenitale Zytologie der Deutschen Gesellschaft fur

Pathologie und Zytologie nach Bdcking und Freudenberg, 1998b. Die Praparate

wurden nach den oben aufgezahlten allgemein akzeptierten diagnostischen Kriterien

ausgewertet (Bedrossian, 1994, Bocking, 1998b, Koss , 1992). Die zytologischen

Diagnosen wurden in folgende funf Kategorien eingeteilt:

»unzureichend”: Praparate ohne Zellen oder mit lediglich autolytischem

oder nekrotischem Zellmaterial.

,hegativ’: Falle, bei denen bosartige Zellen nicht nachweisbar sind.

Es liegen ausschlieBlich normale und/oder prolieferierte
und/oder reaktiv veranderte Zellen (entzindlich oder

degenerativ) vor (z.B. Mesothelien oder
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L,Zweifelhaft”:

,2dringend verdachtig”:

»Positiv”:

Entzindungszellen). Die Malignitatswahrscheinlichkeit
betragt 0%.

Falle, bei denen bdsartige Zellen nicht sicher
auszuschlielen sind, d.h. wenige atypische Zellen (z.B.
abnorm aktivierte oder prolieferierte Mesothelien oder
wenige stark degenerativ veranderte Tumorzellen) liegen
vor, die eine weitere Abklarung durch adjuvante Methoden
(Immunzytochemie/DNA-Zytometrie) bzw. Wiederholung
der Ergusspunktion angeraten sein lassen.

Falle, bei denen das Vorkommen bosartiger Zellen
wahrscheinlich ist. Dabei konnen die diagnostischen
Kriterien fUr eine sichere Annahme der Malignitat nicht
hinreichend ausgepragt sein, oder es liegen zu wenige
Tumorzellen vor, um eine sichere Diagnose zu stellen. Die
Diagnosesicherung durch eine adjuvante Methode ist
empfehlenswert.

wenn die Ergusse eindeutig maligne Zellen enthielten. Der
vermutete Tumortyp wird soweit wie mdglich spezifiziert.

Die Malignitatswahrscheinlichkeit betragt 100 %.
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2.3 Immunzytochemische Untersuchungen

Immunzytochemische Farbemethoden dienen der Markierung eines Antigens in
Zytoplasma, Zellmembran oder -kern. Diese Antigene kdnnen sowohl physiologisch
vorkommen, als auch durch viele maligne Prozesse induziert sein. So kann ein
Tumor wie z.B. das Lungenkarzinom, der das Antigen (TTF1) exprimiert, durch die
Anwendung des immunzytochemischen Markers Anti-TTF1 diagnostiziert werden. In
dieser Studie wurden fir die immunzytochemischen Untersuchungen sechs
verschiedene Antikorper in Kombination angewandt, und zwar solche, die einerseits
in mehreren Studien anderer Autoren am haufigsten verwendet worden sind (TTF1,
CA125, CDX2) und anderseits diejenigen, die ortsfremde epitheliale Zellen in
Ergussen serdser Hohlen detektieren (CK5/6, CK7, CK20). Auf diese Weise kann
eine Erkennung von Zellen metastasierender Karzinome in solchen Praparaten

ermdoglicht werden.

2.3.1 Herstellung der Praparate fur die immunzytochemischen
Untersuchungen

(Vorbereitung und Farbung der Préparate)

Die Durchfihrung immunzytochemischer Untersuchungen erfolgte entsprechend der
von Dalquen entwickelten Methode (Dalquen et al., 1993). Im Anschluss an die
Fixierung nach Delaunay und der Farbung nach Papanicolaou wurden die fur die
Immunzytochemie interessanten Zellen auf dem Objekttrager mittels Filzschreiber
markiert. Um die Zellmarkierungen fur den weiteren Auswertungsvorgang zu
erhalten, wurde vom Objekttrager mittels eines konventionellen Kopiergerates eine
Kopie hergestellt. Nach den folgenden Farbegangen konnten die zytologisch
auffalligen Areale des Objekttragers durch Vergleich mit dieser Kopie rekonstruiert
werden. Die Deckglaser wurden anschlielend in Xylol entfernt. Wenn notig, d.h. far
den Fall, dass nur wenige verdachtige Zellen vorhanden waren, wurden die
Objekttrager durch einen Dako-Pen (Dako, Glostrup, Danemark, No.: S2002) in zwei
Abschnitte eingeteilt, so dass eine Anwendung verschiedener Antikérper auf
demselben Objekttrager moglich war. Die Avidin-Biotin-Komplex-Methode wurde fur
die immunologische Reaktion angewendet (Dalquen et al., 1993). Die Inkubation der

horizontal gelagerten Objekttrager lief in einer feuchten Kammer ab. Alle weiteren, in
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der Tabelle 1 dargestellten praparativen Schritte erfolgten bei aufrechter Position der
Objekttrager in Kuvetten unter Raumtemperaturbedingungen. Zur Entfernung des
Eindeckmediums und des Farbstoffes durchliefen die Praparate fur jeweils 10
Minuten zwei Xylolbader. Es folgten zwei Athanolbader (100%), in denen die
Praparate ebenfalls 10 Minuten verblieben. Abgeschlossen wurde dieser Schritt
durch jeweils 10-minitiges Baden in zwei Athanolbadern (96%).

Fur den Fall, dass es sich um Kernantikorper handelt, wie bei den Markern TTF1,
CDX2, ist ein zusatzlicher Schritt die Hitzebehandlung notwendig, welcher fur die
zytoplasmatischen Antikdper (CK5/6, CK7, CK20, CA125) wegfallt. Vorbereitende
Schritte hierflr sind zum einen das Fullen des Glasfarbekastens mit 200 ml des PBS-
Gebrauchspuffers, zum anderen wird der Citratpuffer (gemafd Tabelle 1) frisch
angesetzt und in die Coplinkivette eingebracht. Im Anschluss hieran wird die
Coplinkivette 30 Minuten lang im Wasserbad auf 80°C erwarmt. Die
Objekttragerhalter samt den Objekttragern werden 5 Minuten lang mit dem PBS-
Gebrauchspuffer gespult. AnschlieRend werden die Objekttragern fur 20 Minuten bei
80°C in die Coplinkuvette gestellt. Die Coplinkivette wird nun aus dem Wasserbad
heraus genommen, wobei die Objekttrager fur weitere 20 Minuten in ihr zum
Abklhlen stehen gelassen werden. Dann werden die Objekttrager wieder in den
Objekttragerhalter gestellt. Es schlief3t sich nochmals ein 5 minatiges Spulen mit dem
PBS-Gebrauchspuffer an.

Ab hier laufen die Behandlungsschritte sowohl fur die Kernantikérper, als auch fur die
zytoplasmatischen Antikorper gleich ab. Es folgt die Hemmung der endogenen
Peroxidase. Die Aktivitat der endogenen Peroxidase wurde durch eine Inkubation mit
1ml H20, (30% Perhydrol, Merk, Darmstadt, Nr.:1.07209.0250) in 100 ml Methanol
(Merck, Darmstadt, Nr.:1.06008, 250) gestoppt.

Nach dreimaligem, kurzem Spullen wurde jeder Objekttrager zweimal in Phosphat
gepufferter Salzlosung (PBS, Sigma, Deisenhofen, Nr.: D-1408) jeweils 10 Minuten
lang gespllt, um das verbleibende Athanol aus den Praparaten zu entfernen.
Anschlie®end erfolgte die Inkubation in normalem (Pferde-) Serum (fur Mause-
Antikérper) (225 ul: 15ml Aqua dest.) (Vector, Camon Laboratory Service,
Wiesbaden, Nr.: S-2000) fur 20 Minuten. Bei schrag gehaltenem Objekttrager konnte
dann die verbleibende FlUssigkeit abtropfen. AnschlieRend wurden die Objekttrager
mit dem Primar-Antikorper 12 Stunden bei 25 °C inkubiert (angewandte Antikorper,

sowie deren Spezifikationen sind in der Tabelle 2 zusammengefasst). Ein
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zweimaliger Spulvorgang der Objekttrager in 0,5 M. TRIS (tris(hydroxymethyl)-
aminomethan) bei einem ph-Wert von 7,6 in PBS 1:10 fur jeweils 5 Minuten folgte.
Dann wurden die Objekttrager mit dem ABC-Elite-Standard (Vectastain, Camon
Laboratory Service, Wiesbaden, Nr.: PK- 6100) fir weitere 30 Minuten inkubiert und
noch einmal in TRIS 0,5M (Boehringer, Mannheim, Nr.: 812838) in PBS 1:10 funf
Minuten lang gespult. Das Substrat-Chromagen-Reagens AEC (3-Amino-9-
Athylcarbazol) (Sigma, Deisenhofen, Nr.: A5754) wurde fir 40 Minuten zugegeben.
Es folgte ein zweimaliges Spulen in sterilem Aqua dest. fur jeweils funf Minuten. Die
Gegenfarbung wurde durchgefuhrt mit Mayers Hamatoxylin (blau fir 1 Minute), um
im Mikroskop eine bessere Identifikation der Zellen zu gewahrleisten. Es schloss sich
ein Spulvorgang unter flieRendem Wasser zur Entfernung Uberflissigen Farbstoffes
und Eindecken mit Aquatex (wasser-basiertes Fixations-Medium, Merck, Darmstadt,
Nr.:1.08562) an.

Tabelle 1: Farbeprotokoll fur die Immunzytochemie

Farbeschritt Zeit bei RT# |Substanz

1 | Vorbehandlung 10 Min. Xylol

2 10 Min. Xylol

3 10 Min. Athanol 100%

4 10 Min. Athanol 100%

5 10 Min. Athanol 96%

6 10 Min. Athanol 96%

7* | Hitzebehandlung 5 Min. PBS-Puffer
Citatpuffer

(Stammisg.A :1,8ml, Stammlsg.B: 8,2ml,
Aqua-dest.steril.ad 100mI mischen und
in Coplinkuvette fullen, im Wasserbad

auf ca. 80°C erhitzen)

20 Min 80°C | Objekttrager im Wasserbad
(Coplinklvette)

20 Min. Objekttrager in Coplinkuvette abkihlen

lassen
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5 Min. PBS-Puffer
8 |Stoppen der 30 Min. 1ml H20, (30 % Perhydrol) auf 100 ml
endogenen Methanol reinst
9 |Peroxidase 3 mal mit PBS-Puffer spulen
10 | Waschen 10 Min. PBS-Puffer
11 10 Min. PBS-Puffer
12 |Inkubation 1. Tag 20 Min. Normalserum
13 Fllssigkeit ablaufen lassen
14 12h bei 25°C | Primar-Antikorper
15 | Waschen 5 Min. Tris 0,5M in PBS 1:10
16 5 Min. Tris 0,5M in PBS 1:10
17 |Inkubation 2. Tag 30 Min. LINK (Sekundar-Antikorper)
18 | Waschen 5 Min. Tris 0,5M in PBS 1:10
19 5 Min. Tris 0,5M in PBS 1:10
20 | Inkubation 2. Tag 30 Min. ABC-Elite Standard
21 |Waschen 5 Min. Tris 0,5M in PBS 1:10
22 5 Min. Tris 0,5M in PBS 1:10
23 | Substrat-Chromogen- |40 Min. AEC
Reagenz
24 |Spllen 5 Min. Aqua dest. Steril
25 5 Min. Aqua dest. Steril
26 | Gegenfarbung 1 Min. Mayer Hamatoxylin
27 |Waschen 10 Min. unter flieBendem Wasser
28 | Eindecken mit
Aquatex
Legende

# = bei Raumtemperatur
7*= Zusatzlicher Praparationsschritt: (Hitzbehandlung betrifft lediglich Kernantikérper
TTF1 und CDX2)
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Tabelle 2: Spezifikationen der Antikdrper, die im Rahmen der vorliegenden Studie

benutzt worden sind (Art, Verdinnung, Hersteller/Spezifitdt von Primar-Antikorpern

und Lokalisation des Farbeergebnisses).

CK5/6
(Basistyp
Zytokeratin, 58 KD)

monoklonal, 1:200, Dako, Glostrup, Danemark, Nr.7237,
Klon D5/16 B4,
intrazytoplasmatisch

CK7
(Basistyp
Zytokeratin, 54 KD)

monoklonal, 1:1000, Dako, Glostrup, Danemark, Nr.7018,
Klon OV-TL,
intrazytoplasmatisch

CK20
(intermediares
Filamentprotein, 46
KD)

monoklonal, 1:200, Dako, Glostrup, Danemark, Nr.7019,
Klon Ks 20.8,
intrazytoplasmatisch

CA125

(hoch molekulares
Glykoprotein, > 200
KD)

monoklonal, 1:1000, Dako, Glostrup, Danemark, Nr.M 3519,
Klon OC125,

intrazytoplasmatisch

TTF1
(Thyroid-

Transkriptionsfaktor)

monoklonal, 1:200, Arcis, Hiddenhausen, Deutschland, Nr.DM
285, Klon 8G7G3/1,

intranuklear

CDX2

(intestinal-
spezifischer-
Transkriptionsfaktor;
Homeobox- Gen)

monoklonal, 1:5000, BioGenex, The Hague, Niederlande,
Nr.MU 392-UC, Klon CDX2-88,

intranuklear
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2.3.2 Auswertung der immunzytochemisch gefarbten Praparate

Die lichtmikroskopische Auswertung erfolgte durch eine erfahrene Zytopathologin,
Frau Doktor Pomjanski, bei Vergrollerungen von 10- bis 100fach. Die Ergebnisse
wurden in schwierigen Fallen anschlieRend zusatzlich mit Herrn Professor Bocking
diskutiert.

Die Objekttrager wurden regelmafdig mit der beschrifteten Seite nach links unter das
Mikroskop gelegt. Die Auswertung begann jeweils in der linken oberen Ecke des
Objekttragers bei Sicht durch das Okular mit der Auswertung des gesamten
Gesichtsfeldes. Dabei war das Gesichtsfeld in vier Quadranten eingeteilt. Diese
wurden, beginnend mit dem linken oberen Quadranten, im Uhrzeigersinn
ausgewertet. Danach wurde der Objekttrager maanderférmig verschoben, so dass
das jeweilige angrenzende Gesichtsfeld ausgezahlt werden konnte. Dies geschah so
lange, bis der gesamte Objekttrager ausgewertet war.

Bei der mikroskopischen Auswertung wurde jede Tumorzelle, bei der eine
erkennbare Rot-/Braunfarbung vorhanden war, ungeachtet der Intensitat der
Braunfarbung, als positiv bewertet. Die Farbintensitat spielte keine Rolle bei der
Beurteilung der Quantitat der immunzytochemischen Reaktion. Das Verhaltnis der
immunreaktiven  Tumorzellen, d.h. positiv angefarbter Tumorzellen zur
Gesamttumorzellzahl, wurde ausgewertet. Die Auswertung erfolgte wahrend des
Mikroskopierens nach Auszahlung und Abschatzung des Prozentsatzes der
angefarbten Tumorzellpopulation.

Es erfolgte eine semiquantitative prozentuale Bestimmung des Anteils der
angefarbten Tumorzellen, wobei den Ergebnissen ein Score von null bis flnf
zugeordnet wurde.

Die folgende semiquantitative Skalierung wurde angewendet: Score 0, wenn weniger
als 10% der in Frage stehenden Population angefarbt wurde, Score 1, wenn 11-20%,
Score 2, wenn 21-40%, Score 3, wenn 41-60%, Score 4, wenn 61-80%, Score 5,
wenn 81-100% der in Frage stehenden Population angefarbt wurde (vgl. Abbildung
4: semiquantitative Analyse der immunzytochemischen Reaktion).

Durch die Ubersetzung der semiquantitativ ermittelten Prozentangaben der
immunreaktiven Tumorzellen in Scores wurden Ubersetzungsfehler bzw. ein
Vortauschen von Pseudogenauigkeit vermieden.

Die Anfarbepravalenz und der Score wurde fur jeden Antikdrper in der diagnostisch
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relevanten Tumorzellpopulation bestimmt. Die Antikorperreaktionen wurden pro Fall
evaluiert ohne Kenntnis des Patienten-Follow-ups, um eine Beeinflussung der
Entscheidung zu vermeiden.

Um falsch positive Ergebnisse aufgrund artifiziellen oder unspezifischen Anfarbens
auszuschlief3en, wurde bei 10% der angefarbten Zellen ein Schwellenwert angesetzt.
Eine Anfarbung der Zellen galt dann als positiv, wenn mehr als 10% der betrachteten
Zellpopulation mit dem Antikorper reagiert hatte.

Da in jeder Farbeserie immer auch positiv reagierende Zellen auf den Objekttragern
vorlagen, diente deren Anfarbung als Positivkontrolle. Die fehlende Anfarbung der in
der Auswertung nicht mit einbezogenen Zellen (z.B. Granulozyten, Makrophagen und
Mesothelien) diente als Negativkontrolle. Die Auswertung pro Probe dauerte

ungefahr 10-15 Minuten.
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gefarbte Tumorzellen /
Gesamttumorzellzahl %

11-20

21-40

41-60

61-80

81-100

Abbildung 4: Semiquantitative Analyse der immunzytochemischen Reaktion
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2.4 Klinisches/histologisches Follow-up

2.4.1 Erfassungsroutine/Validierung zytologischer Diagnosen

Die eingesandten 180 ser0sen Korperhohlenergusse entstammten dem Routine-
Eingang des Instituts fur Cytopathologie der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf
und sind dort zytologisch durch eine erfahrene Zytopathologin begutachtet worden.
Eingangskriterium flr unsere Studie war die zytologische Diagnose: “sicher positiv*.
Alle 180 Ergusse waren als bosartig befundet und enthielten Zellen eines
metastasierenden Karzinoms. Zusatzlich wurden intern am darauf folgenden Tag die
Zellausstriche mit Hilfe der Immunzytochemie untersucht. Die Immunzytochemie
wurde also ausschliefldlich an tumorzellpositiven Ergussen, d.h. an Erglissen von
Patienten mit einem zytologisch sicher diagnostizierten nicht-kleinzelligen Karzinom
durchgefuhrt. Die Mitteilung der zytologischen/immunzytochemischen Diagnosen
erfolgte umgehend an die Kliniken.

Im Rahmen der Qualitatssicherung der Immunzytochemie an tumorzellhaltigen
serosen Korperhohlenergussen wurde ein Erfassungsbogen, der handschriftlich vom
Einsender auszufullen war, erstellt (sieche Anhang/Kapitel 7.2). Dieser wurde, soweit
intern mit den Patientenstammdaten im Voraus ausgeflllt und zusammen mit einem
Anschreiben den betreffenden Einsendern zugesandt. Den Einsendern wurde
anheim gestellt, entweder selbst die Datenkomplettierung des Erfassungsbogens zu
ubernehmen, oder die Erhebung der Daten durch die Verfasserin dieser Arbeit vor
Ort zu ermoglichen.

37 Einsender entschieden sich fir die Datenkomplettierung durch die Doktorandin
vor Ort. Nach Ruckfragen bei den behandelnden Kliniken und Durchsicht der
Krankenakten vor Ort wurde innerhalb eines Zeitraumes von 12-16 Monaten die
personliche Krankenanamnese und, soweit vorliegend, auch das histologische
Follow-up der Patienten erhoben.

Die Patientenanamnese wurde nur dann als ,richtig typisiert” akzeptiert, wenn sie
retrospektiv das Vorliegen eines Primartumors hinreichend bewies. Dies erfolgte
entweder durch das histologische- (n= 102), oder das klinische Follow-up (n= 78).
Als ,falsch typisiert® wurden zytologische/immunzytochemische Diagnosen bewertet,
wenn  dass Follow-up  des Primartumors keine Bestatigung  der

zytologischen/immunzytochemischen Diagnosen ergab.
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In einigen Fallen konnte kein ausreichendes Follow-up erhoben werden, so dass
diese nicht mit in die Auswertung einbezogen wurden.

Im Erfassungsbogen enthaltene Fragen bezlglich der TNM-Klassifikation wurden
leider nur sporadisch beantwortet — und dies teilweise unvollstandig, so dass dieses

Item von der weiteren Auswertung ausgeschlossen werden musste.
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2.5 Statistische Untersuchungen

Zur Darstellung des Studienkollektivs wurden die in der wissenschaftlichen Literatur
allgemein ublichen deskriptiven Statistiken berechnet. In der vorliegenden Studie
wurden zur Bestimmung der diagnostischen Validitat der immunzytochemischen
Marker die Daten des Studienkollektivs anhand der statistischen Kennwerte
Sensitivitat, Spezifitat, positiver/negativer Pradiktionswert, Gesamttreffsicherheit und
Klassifikations-Genauigkeit ausgewertet. Die allgemeinen Formeln zur Bestimmung

dieser statistischen Kennwerte lauten wie folgt:

MalRzahlen diagnostischer Treffsicherheit

Immunzytochemische Untersuchungen  an Karzinommetastasen  serdser
Korperhohlen mit unbekanntem Primartumor sind qualitative diagnostische Tests,
deren Ergebnisse anhand festgelegter Kriterien lediglich positiv oder negativ
angegeben werden.

Die Testeigenschaften werden durch die Malizahlen Sensitivitat und Spezifitat
beschrieben. Der ideale Test hat eine Sensitivitat (Spezifitat) von jeweils 1,0 bzw.
100% (Mafdzahl mit 100 multipliziert und in Prozent dargestellt).

Sensitivitat der Test positiv
immunzytochemischen = tatsachiich positiv
Marker

Spezifitat der Test negativ
immunzytochemischen = PR -
Marker tatsachlich negativ

Der Vorhersagewert gibt jeweils die Wahrscheinlichkeit an, mit der die aus dem

Farbeergebnis gezogene Schlussfolgerung richtig ist.

Anzahl der richtig-positiven

Positiver Pradiktionswert ~  "Gesamtzahl der positiven Diagnosen
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Positiver Pradiktionswert: Die Wahrscheinlichkeit, mit der durch ein als positiv

beurteiltes Farbeergebnis auch auf das Vorhandensein eines malignen Tumors

geschlossen werden kann, wird als positiver Pradiktionswert bezeichnet.

Anzahl der richtig-negativen

Negativer Pradiktionswert Gesamtzahl der negativen Diagnosen

Negativer Pradiktionswert: Die Wahrscheinlichkeit, mit der durch ein als negativ beur-

teiltes Farbeergebnis auch das Nichtvorhandensein maligner Zellen gesichert ist,

wird als negativer Pradiktionswert bezeichnet.

Summe der richtig-negativen und richtig-
positiven Falle
Gesamtzahl aller untersuchter Erglisse

Gesamttreffsicherheit

Gesamttreffsicherheit: Die Gesamttreffsicherheit gibt an, wie hoch der prozentuale

Anteil aller richtigen (sowohl der richtig-positiven, als auch der richtig-negativen)
immunzytochemischen Diagnosen, bezogen auf alle untersuchten Erglsse, gelegen

ist.

MalRzah!| diagnostischer Genauigkeit

Klassifikations-Genauigkeit tumorpositiver Proben: Die Klassifikations-Genauigkeit

tumorpositiver Proben wird berechnet, indem man die Zahl der histogenetisch korrekt
klassifizierten Tumoren im Verhaltnis zu der Gesamtzahl der tumorpositiven
Diagnosen setzt. Die Klassifikations-Genauigkeit wurde also definiert als der
Prozentsatz der immunzytochemischen Typisierungen, welche im Follow-up als

richtig bestatigt wurden.

et Anzahl korrekt klassifizierter tumorzellpositiver Proben
Klassifikations-

Genauigkeit =

o Gesamtzahl der tumorzellpositiven Proben
tumorpositiver Proben
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3. Ergebnisse
3.1 Deskriptive Statistik
3.1.1 Geschlechtsverteilung

m 126 Frauen;
70%

@ 54 Méanner;
30%

Abbildung 5: Geschlechtsverteilung des Patientenkollektivs der 180 untersuchten

serosen Korperhdhlenergussse

Die Auswertung der konsekutiv gesammelten 180 Falle von Patienten mit zytologisch
gesicherten metastasierenden Karzinom in serosen Korperhdhlenergussen (Pleura,
Peritoneum und Perikard) erfolgte von November 2001 bis November 2003. Sie
ergab ein Verhaltnis von 126 Frauen zu 54 Mannern. Dies entspricht einer

Geschlechtsverteilung im Patientengut von 70% Frauen zu 30% Mannern.
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3.1.2 Altersvergleich zwischen Korperhohlenergissen mannlicher und
weiblicher Patienten

45

hanner
40

Frauen
35

30 [}

23

20

12

10

0 o - .._i. i : : : ._

21-30 31-40 41-50 1-60 61-70 71-80 g1- >80
Alersgruppen

Abbildung 6: Geschlechtsbezogener Altersvergleich

Die Abbildung 6 veranschaulicht einen geschlechtsspezifischen Altersvergleich,
wobei der Anzahl der Patienten mit positiven Erglissen (angegeben in Prozent)
Altersgruppen gegenubergestellt werden. Die 180 zytologisch positiv diagnostizierten
Korperhohlenergusse entstammten Patienten sehr unterschiedlicher Altersgruppen.
Die Altersverteilung weist einen Medianwert des Patientenalters bei Frauen von 67,7
Jahren (Streuung von 23 bis 96 Jahre) und bei Mannern einen Medianwert von 67
Jahren (Streuung von 42 bis 89 Jahre) auf.

Ein kleiner Prozentsatz der Frauen (1%) erkranken bereits zwischen dem 21. und
30.— und 2% zwischen dem 31.und 40. Lebensjahr an einem metastasierenden
Karzinom. Hier zeigt sich ein deutlicher Unterschied zwischen Frauen und Mannern
im Hinblick auf die Altersverteilung. Manner erkrankten spater, d.h. erstmalig im Alter
von 41 bis 50 Jahren an einem metastasierenden Karzinom. Die Ursache hierfir ist
das Ovarialkarzinom, welches sich bei Frauen in einem friheren Lebensabschnitt

manifestiert, als die moglichen Karzinome, die Manner betreffen. Aufgrund der
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héheren Lebenserwartung der Frauen, erkrankten diese auch im hohen Alter (ab
dem 81. Lebensjahr) haufiger an einem Karzinom als Manner.

Die Haufigkeit fur das Erkranken an einem metastasierenden Karzinom in serésen
Kdérperhohlenergissen ist flr beide Geschlechter zunachst steigend mit
zunehmendem Lebensalter. Im Gesamtvergleich sind Patienten vom 51. bis zum 80.
Lebensjahr haufiger von einem malignen Erguss betroffen. Diese Altersgruppe
erreicht bei den Mannern einen Anteil von 88%, bei den Frauen einen Anteil von
78%. Sowohl bei Frauen als auch bei Mannern befindet sich das

Haufigkeitsmaximum, d.h. der Altersgipfel, zwischen dem 61. und 70. Lebensjahr.

3.1.3 Ausgangsmaterial

Fir die vorliegende Studie wurden die zytologischen Diagnosen der
tumorzellhaltigen Ergusse aus ser6sen Hohlen von insgesamt 180 Patienten, sowie
die entsprechenden Akten des Instituts flur Cytopathologie der Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf als geeignet anerkannt und ausgewertet. Die 180 Ergusse
seroser Korperhohlen setzten sich aus 118 Pleura-, 53 Peritoneal- und 9
Perikarderglissen zusammen.

Von den 180 serdsen Ergussen hatten bei ihrer Einsendung 79 auf dem klinischen
Begleitzettel bereits als Vermerk den Sitz des Primarius notiert. Die restlichen 101
eingesandten Ergusse entstammten Patienten mit bis dato unbekannten
Tumorleiden mit der Bitte um Abklarung auf Malignitat. Fir die zuletzt genannten 101
Patientenfalle, bei denen vom Kliniker kein Primartumor auf dem Begleitzettel

angegeben ist, gibt es zwei Alternativen:

1. dem Kiliniker ist zu diesem Zeitpunkt kein malignes Tumorleiden bekannt
(n=97),
2. ein Primartumor ist klinisch manifest und bekannt, wird aber vom Kliniker auf

dem Begleitzettel nicht mit angegeben (n=4).

Ungeachtet um welchen der zwei Falle es sich handelt, fur den Zytopathologen
handelt es sich, aufgrund der Nichtangabe auf dem Begleitzettel, in jedem der 101

Falle um einen Erguss mit klinisch unbekanntem Primartumor.
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3.1.4 Kilinisches/histologisches Follow-up des Studienkollektives

Das detaillierte histologische und/oder klinische Follow-up der Patienten wurde den
Resultaten der adjuvanten Methode Immunzytochemie gegenubergestellt. Wenn
keine Unterschiede zwischen zytologisch/immunzytochemischer Diagnose und
Follow-up bestanden, wurde die Diagnose als richtig gewertet.

In allen 180 tumorzellhaltigen Korperhohlenergissen wurde im Follow-up ein
Primarius festgestellt.

Die folgende Tabelle soll Aufschluss Uber die prozentuale Verteilung der haufigsten
Erguss — provozierenden Malignome geben. Entsprechend des Patienten-Follow-ups
lie® sich das Patientengut (n=180) fur die sechs am haufigsten metastasierenden
Karzinome einteilen in:

31 Patienten mit einem Mamma-, 58 mit einem Ovarial-, 58 mit einem Lungen-, 8 mit
einem Kolon-, 9 mit einem Magen- und 5 mit einem Pankreaskarzinom. Es bleibt also
fur unsere Kohorte festzuhalten, dass Ovar und Lunge mit 32% gefolgt von der
Mamma mit 17%, den hdchsten prozentualen Anteil haben unter den am haufigsten

metastasierenden Karzinomen.

Tabelle 3: Pravalenz der haufigsten Primartumoren

Gesamtzahl | Prozentsatz
Mamma n=31 17,2%
Ovar n=58 32,2%
Lunge n=58 32,2%
Kolon n=38 4,4%
Magen n=9 5%
Pankreas | n=5 2,7%
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Die Richtigkeit der durch den diagnostischen Algorithmus getroffenen
immunzytochemischen  Tumorlokalisation ~ wurde durch ein  detailliertes
klinisches/histologisches Follow-up der Gesamtkohorte kontrolliert.

Hierbei bleibt festzuhalten, dass bei allen 180 Fallen, entweder ein histologisches-
bzw. ein histologisch und klinisches- (n=102) oder ein ausschlieldlich klinisches

Follow-up (n=78) vorlag.

Tabelle 4: Absicherung der immunzytochemischen Tumordiagnose durch die Follow-

up-Diagnose an n = 180 tumorzellhaltigen serdsen Kérperhéhlenergussen.

Follow-up Follow-up
histologisch oder klinisch gesichert (n)
histologisch und klinisch

gesichert (n)

n= 180 n= 102 n=78
(zytologisch positive (56,7%) (43,3%)
Erglisse eines
metastasierenden

Karzinoms)
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3.2 Immunzytochemische Untersuchungen
3.2.1 Auswertungen der immunzytochemischen Untersuchungs-

ergebnisse der Lerngruppe (n=79)

Die Subkohorte 1, bestehend aus den 79 malignen Ergussen seréser Kérperhohlen
mit bekanntem Primarius, diente als Lerngruppe zur Etablierung unseres
Markerpanels und eines diagnostischen Algorithmus und wurde daher
immunzytochemisch retrospektiv untersucht.

Konkret heil3t dies, dass unser Markerpanel bestehend aus CK5/6, CK7, CK20,
CA125, TTF1 und CDX2 in einem ersten Schritt immunzytochemisch an den 79
Fallen getestet und ausgewertet wurde. Dieser Schritt erfolgte ohne Kenntnis des
Primarius.

Aus der Kenntnis des Primariussitzes der 79 Falle und den Ergebnissen der zuvor
gemachten Auswertung des Markerverhaltens (Anfarbepravalenz und Score) konnte
dann im zweiten Schritt ein organspezifisches, d.h. charakteristisches Farbemuster
etabliert werden. Das Wissen um eine organspezifische Markerkonstellation wurde

dann zur Ausbildung eines Algorithmus verwendet.
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Tabelle 5: Pravalenz der Zellanfarbung und deren Quantifizierung fir die sechs
verschiedenen immunzytochemischen Marker unseres Panels in zytologisch
tumorzellpositiven Erglussen seroser Hohlen (Pleura, Perikard und Peritoneum)
bezogen auf die 6 haufigsten Follow-up-Diagnosen der Lerngruppe (n=79)

Dargestellt sind jeweils das arithmetische Mittel von Pravalenz und Score.

Karzinome aus |Immunzytochemie
(n=79)

CK |CK7 |CK20 |[CA |TTF |CDX
5/6 125 |1 2

Mamma (n=26) |Anzahl der Falle mit pos.|77 100 |80 0 0 38
Immunreaktion [%]

Score 3 4 2 0 0 1

Ovar (n=20) Anzahl der Falle mit pos.| 60 100 |70 100 |0 40

Immunreaktion [%]

Score 2 5 2 4 0 2

Lunge (n=16) Anzahl der Falle mit pos.|50 100 |69 0 75 25

Immunreaktion [%]

Score 3 4 2 0 2 1

Kolon (n=6) Anzahl der Falle mit pos. |67 50 100 0 17 84

Immunreaktion [%]

Score 3 2 4 0 5 3

Magen (n=1) Anzahl der Fialle mit pos.|100 |100 100 0 0 0

Immunreaktion [%]

Score 5 5 5 0 0 0

Pankreas (n=3) |Anzahl der Falle mit pos.| 67 100 |67 0 0 100
Immunreaktion [%]

Score 2 5 3 0 0 3

Die Resultate der immunzytochemischen Untersuchungsreihe mit sechs
verschiedenen Antikorpern bei Anwendung in 79 zytologisch tumorzellpositiven
Ergussen beinhalten die Auswertung des qualitativen Merkmals Pravalenz
angegeben in % (ermittelt aus der Summe der markerpositiven Falle dividiert durch

die Anzahl der Getesteten). Ferner wurde bei vorhandener Markerpositivitat, d.h. fur
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den Fall, dass eine immunzytochemische Reaktion stattgefunden hat, der
quantitative Parameter, der Score (Anzahl der positiv gefarbten Tumorzellen dividiert
durch die Gesamttumorzellzahl) ermittelt. Hier ist zu betonen, dass es sich um einen
Durchschnittsscore handelt, berechnet als arithmetisches Mittel aus der Summe der
einzelnen Scores dividiert durch die Anzahl der Falle mit Score > 0. Zur Berechnung
des Durchschnittsscore wurden also lediglich die Praparate berucksichtigt die
Marker-positiv waren (Falle mit Score > 0), so wurde verhindert, dass der
wechselnde Anteil ungefarbter Praparate, im Sinne eines Bias den
Durchschnittsscore verfalscht.

Bei der Betrachtung der immunzytochemischen Ergebnisse der Marker CK7 und
CK20 zeichnet sich eine organspezifische Anfarbetendenz ab. Hier gibt es 3

Alternativen:

1. Score CK7 > Score CK20: dies spricht flr das Organ Lunge/Ovar oder
Mamma als Primartumorsitz

2. Score CK7 2 Score CK20: dies spricht fur das Organ Magen oder Pankreas
als Primartumorsitz

3. Score CK7 < Score CK20: dies spricht flr das Organ Kolon als

Primartumorsitz.

CA125 wurde als spezifisch fur das Ovarialkarzinom eingeordnet.

TTF1 farbt vor allem Lungenkarzinome.

Bei der Betrachtung des Markerverhaltens von CDX2 fallt auf, dass er besonders in
den Tumoren des Kolons und des Pankreas exprimiert.

Die Einzelbetrachtung der Marker zieht den Schluss nach sich, dass die
immunzytochemischen Marker allein, d.h. isoliert betrachtet, keine hinreichende
Aussagekraft besitzen. Dahingegen erlaubt die Gesamtbetrachtung des
Markerexpressionsverhaltens aller sechs Marker unseres Markerpanels und deren

Quantifizierung einen Algorithmus fur die Identifizierung eines Primarius aufzustellen.

3.2.1.1 Algorithmus zur diagnostischen Interpretation der

immunzytochemischen Farbeergebnisse
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Abbildung 7: Algorithmus zur diagnostischen Interpretation der immunzytochemischen Farbeergebnisse

CK5/6 +
CDX2 + CDX2 +
Magen Pankreas
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CDX2 +

Kolon
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Legende zur Abbildung 7:
+ = Markerpositivitat

- = keine Markerpositivitat

CK: Zytokeratin; CA 125: Cancer Antigen 125; TTF-1: Thyroid Transcriptionsfactor-1;

CDX2: intestinal-spezifisches Homeobox-Gen

Aus den Forschungsergebnissen mit der Lerngruppe der 79 malignen serdsen
Kdrperhohlenergisse mit bereits klinisch bekanntem Primarius (siehe Tab. 5) und
aus den wissenschaftlichen Veroffentlichungen haben wir die Parameter
Anfarbepréavalenz und den Anteil gefarbter Zellen, den Score ermittelt, um einen
Algorithmus bilden zu kénnen. Hierbei ermdglicht die kombinierte Betrachtungsweise
beider Parameter (Anfarbepravalenz und Score) eine bessere Trennung der
Karzinomentitaten. Wir etablierten den folgenden Algorithmus zur diagnostischen
Evaluation der immunzytochemischen Féarbeergebnisse (siehe Abbildung 7). Dieser
basiert auf der Auswertung der am haufigsten vorkommenden Anfarbemuster der
unterschiedlichen Karzinome.

Der erste Schritt in der Interpretation der immunzytochemischen Marker ist der
Vergleich der Immunreaktivitat von CK7 und CK20. Dieser erfolgt durch
semiquantitative Einschatzung der Anzahl immunreaktiver unter allen Tumorzellen
und anschlielende Bewertung als Score (siehe Material und Methodenteil 2.3.2,
Abbildung 4).

Fir die Konstellation Score CK7 > Score CK20, mit CK5/6 und TTF1

Markerpositivitat, wurde ein Karzinom der Lunge favorisiert.

Die Kombination Score CK7 > Score CK20 mit Positivitait von CA125 wurde

einem Ovarialkarzinom zugeordnet.

Score CK7 > Score CK20 und Positivitat fiir CK5/6 und gleichzeitiger
Negativitat fur TTF1 und CA125 spricht demnach fur ein Mammakarzinom.

Die immunzytochemische Markerkonstellation Score CK7 2 Score CK20 mit

CK5/6 und CDX2 Positivitat, wurde eingestuft als Magen- oder Pankreaskarzinom.
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Fur den Fall der Markerkombination Score CK7 < Score CK20 und positiver

immunologischer Reaktion von CDX2 wurde ein Kolonkarzinom favorisiert.

3.2.2 Histogenetische Klassifikationsgenauigkeit der Testgruppe (n=101)

Anschlie3end unterzogen wir die Subkohorte 2 (n=101) der immunzytochemischen
Untersuchung. Bei allen 101 Fallen handelte es sich um Karzinommetastasen
seroser Korperhohlen mit unbekannter Herkunft, so dass hier die Immunzytochemie
prospektiv zur Festlegung des Primarius stattfand. Anhand unseres zuvor
aufgestellten Algorithmus, basierend auf der Anfarbepravalenz und dem Score
konnten wir die immunzytochemischen Farbeergebnisse, insbesondere die
immunzytochemischen Markerkonstellationen diagnostisch interpretieren und

auswerten zum Zwecke einer ldentifizierung des Primarius.

Tabelle 6: Ubereinstimmung zwischen immunzytochemischer Tumorlokalisation und
Follow-up-Diagnose bei n=101 tumorzellhaltigen serdésen Korperhdhlenergissen mit

zum Diagnosezeitpunkt klinisch unbekanntem Primartumor

Organ richtige Klassifikation %
Mamma 5/5 100%
Ovar 36/38 94,8%
Lunge 37142 87,9%
Kolon 2/2 100%
Magen 4/8 50%
Pankreas 1/2 50%
Prostata 1/1 100%
Mesotheliom | 1/1 100%
Peritoneum | 0/2 0%
Gesamt 86/101 85,1%
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Ein detailliertes klinisches/histologisches Follow-up aller n=101 Falle wurde als
Referenzstandard verwendet. Die Tabelle 6 veranschaulicht, dass die Genauigkeit
der Primartumor-ldentifizierung an den untersuchten tumorzellpositiven Proben mit
unbekanntem Primarius in dieser Studie 85,1% betrug.

Dies bedeutet, dass basierend auf dem von uns benutzten Markerpanel und
aufgestelltem Algorithmus, 86 von den 101 tumorzellhaltigen serdsen
Kdrperhohlenergissen mit klinisch unbekanntem Primartumor korrekt lokalisiert
wurden.

In allen Fallen eines Mammakarzinoms wurde dies immunzytochemisch korrekt
identifiziert. Dies entspricht einer Primartumor-Identifikation fir das Karzinomorgan
Mamma von 100%. Weiterhin wurden 94,8% (36 von 38) Ovarial- und 87,9% (37 von
42) Lungenkarzinomen richtig lokalisiert.

Auch Karzinome mit geringer Fallzahl wurden richtig identifiziert: zwei von zwel

Kolon-, vier von acht Magen-, ein Pankreas- und ein von einem Prostatakarzinom.

3.2.2 Rohdaten der immunzytochemischen Untersuchungsergebnisse
der Gesamtkohorte (n=180)

Tabelle 7: Rohdaten der immunzytochemischen Féarbeergebnisse bezogen auf die

sechs haufigsten Follow-up-Diagnosen der Gesamtkohorte (n=180)
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Anzahl gefarbt /

immunolog. Reaktion [Score

Organ Marker Gesamtanzahl
n [%]
Mamma
(n=31) 0 1 2 3 4 5
CK 5/6 24/31 77 7 4 9 3 3 5
CK7 30/31 97 1 1 4 3 2 20
CK 20 24/31 77 7 10 9 3 1 1
CA 125 2/31 6 29 2 - - - -
TTF 1 0/31 0 31 - - - - -
CDX 2 11/31 35 21 9 - - -
Anzahl gefarbt / immunolog. Reaktion [Score]
Organ Marker Gesamtanzahl
n [%]
Ovar (n=58) 0 1 2 3 4 5
CK 5/6 42/58 72 16 7 23 7 3 2
CK7 58/58 100 - - 3 3 6 46
CK 20 40/58 69 18 11 17 7 5 -
CA 125 58/58 100 - 2 4 6 16 30
TTF 1 1/58 2 57 - - - 1
CDX 2 21/58 36 37 13 5 1 - 2
Anzahl gefarbt / immunolog. Reaktion [Score
Organ Marker Gesamtanzahl
n [%]
Lunge (n=58) 0 1 2 3 4 5
CK 5/6 46/58 79 12 3 17 12 6 8
CK7 57/58 98 1 1 4 3 5 44
CK 20 44/58 76 14 5 25 10 2 2
CA 125 13/58 22 45 2 7 1 - 3
TTF 1 37/58 64 21 - - 7 6 24
CDX 2 11/58 19 a7 7 4 - - -
Anzahl gefarbt / immunolog. Reaktion [Score
Organ Marker Gesamtanzahl
n [%]
Kolon (n=8) 0 1 2 3 4 5
CK 5/6 4/8 50 4 1 1 1 1 -
CK7 5/8 63 3 1 2 - - 2
CK 20 8/8 100 - 1 - 2 1 4
CA 125 1/8 13 7 - 1 - - -
TTF 1 1/8 13 7 - - - 1 -
CDX 2 7/8 88 1 2 - - - 5
Anzahl gefarbt / immunolog. Reaktion [Score]
Organ Marker Gesamtanzahl
n [%]
Magen (n=9) 0 1 2 3 4 5
CK 5/6 719 78 2 1 1 2 - 3
CK7 9/9 100 - 1 - - - 8
CK 20 9/9 100 - 1 3 2 1 2
CA 125 3/9 33 6 - - 1 - 2
TTF1 0/9 0 9 - - - - -
CDX 2 3/9 33 5 1 3 - - -
Anzahl gefarbt / immunolog. Reaktion [Score
Organ Marker Gesamtanzahl
n [%]
Pankreas (n=5) 0 1 2 3 4 5
CK 5/6 5/5 100 - 1 2 1 - 1
CK7 5/5 100 - 1 - - 4
CK 20 4/5 80 1 - 1 1 - 2
CA 125 0/5 0 5 - - - - -
TTF 1 0/5 0 5 - - - - -
CDX 2 4/5 80 1 3 - - -

50
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3.2.3.1 Markerspezifische Betrachtung

Tabelle 7 gibt die Rohdaten unserer immunzytochemischen Untersuchung, bezogen
auf die sechs haufigsten Follow-up-Diagnosen der Gesamtkohorte wieder. Hierin
enthalten sind sowohl die 79 retrospektiv untersuchten Falle, als auch die prospektiv
untersuchten 101 tumorzellhaltigen serosen Korperhohlenergisse mit klinisch
unbekanntem Primartumor.Die diagnostische Auswertung der immunzytochemischen
Farbeergebnisse beruht auf der Analyse der Parameter Markerexpression und

Score, welche im Detail wiedergegeben sind.

Die Betrachtung des Markers CK5/6 alleine zeigt keinen eindeutigen
organspezifischen Zusammenhang. In allen sechs Organtumoren kommt es zu einer
immunologischen Reaktion mit CK5/6, die Anfarbepravalenz variiert hierbei zwischen
50 und 100%, wobei der Anteil gefarbter Zellen in allen Organen relativ gleichmafig

von Score 1 bis 5 verteilt ist.

CK7 besitzt in den Organtumoren von Mamma, Ovar, Lunge, Magen und Pankreas
eine Zellanfarbung in 97 bis 100 % der Falle, wobei die Anzahl der gefarbten Zellen
hauptsachlich im Bereich von Score 4 bis 5 angegeben werden kann.

Dahingegen zeigt das Kolonkarzinom eine Anfarbepravalenz fur CK7 in lediglich 62%
der Falle, welches im Gegensatz zu den oben genanten Organen, Uberwiegend mit

Score 0 bis 2 reagiert.

CK20 farbt in 69 bis 100% aller Karzinome. CK 20 halt sich in den Organtumoren
von Mamma, Ovar und Lunge, hauptsachlich im Bereich von Score 0 bis 3 auf.

Auch hier ist die Ausnahme das Kolonkarzinom. Dessen Zellen werden zu 100%
gefarbt durch CK20, wobei 88% dieser mit Score 3 und mehr reagieren.

In Magen- und Pankreaskarzinomen ergibt die Quantifizierung der CK20

Markerpositivitat keine zusatzliche Information.

Betrachtet man den Marker CA125 so fallt auf, dass er in allen Tumoren mit
Ausnahme der des Pankreas eine zumindest geringe Anfarbepravalenz besitzt, in
denen der Mamma 6%, des Kolons 13% gefolgt von der Lunge 22% und des
Magens 33%. Hiervon zeigen lediglich 22% von Tumoren des Magens und 5% der

Lunge eine Zellanfarbung von Score 4 bis 5.
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Im Gegensatz dazu reagieren jedoch Zellen von Ovarialkarzinomen in 100% der
Falle mit einer Anfarbung auf CA125; von diesen reagieren 79% mit einem Score 4
bis 5.

TTF1 zeigt keine Anfarbung in Zellen von Karzinomen der Mamma, des Magens und
Pankreas. Je ein Ovarial- und ein Kolonkarzinom zeigen eine Anfarbung mit Score >
4.

Mit einer 64% Anfarbepravalenz fur den Marker TTF1 im Bereich Score 3 bis 5, hebt

sich die Lunge eindeutig von den zuvor genannten Werten ab.

CDX2 reagiert in 88% der Kolon- und in 80% der Pankreaskarzinome mit einer
Anfarbung. Dabei besitzt das Kolonkarzinom in 63% der Falle eine Anfarbung mit
dem Score 5, wohingegen das nur in 20% der Pankreaskarzinome gilt.

In den Karzinomen der Mamma, der Lunge und des Magens gibt es eine wesentlich
geringere Anfarbepravalenz von lediglich 19-36%, wobei diese sich nur im Bereich
Score 0 bis 2 abspielen. Das zuvor Gesagte gilt auch zum Groldteil fur das
Ovarialkarzinom, wobei die Anfarbepravalenz hier 36% betragt; von diesen reagieren
95% auf den CDX2 Marker mit Score 0 bis 2.

Aufgrund der Einzelbetrachtung der immunzytochemischen Markerfarbeergebnisse
der sechs Marker unseres Panels ist ersichtlich, dass die Marker allein, d.h. isoliert
betrachtet, keine hinreichende Aussagekraft besitzen.

Dies gilt auch fur die Marker TTF1 und CDX2. Man kann TTF1 als spezifischen
Marker fur das Lungekarzinom, CDX2 als spezifischen Marker fur das Kolon-
/Pankreaskarzinom benennen, dennoch zeigen unsere immunzytochemischen
Untersuchungen, dass sie zwar mit einer geringeren Anfarbepravalenz und einem
geringem Score, trotzdem auch andere Organe anfarben.

Aus diesem Grunde ermoglicht nur die Gesamtbetrachtung der organspezifischen
Anfarbepravalenzen fir alle sechs Marker unseres Panels und die Quantifizierung
der immunologischen Reaktionen, aus einem charakteristischen Markerverhalten,
bzw. organtypischen Farbemuster entsprechend des von uns aufgestellten

Algorithmus den Primarius zu identifizieren.
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Tabelle 8: Pravalenz der Zellanfarbung und deren Quantifizierung fir sechs
verschiedene immunzytochemische Marker unseres Panels in zytologisch
tumorzellpositiven Ergussen serdoser Hohlen (der Pleura, des Perikards und des
Peritoneums) bezogen auf die sechs haufigsten Follow-up-Diagnosen der
Gesamtkohorte (n=180)

Dargestellt sind jeweils das arithmetische Mittel von Pravalenz und Score.

Karzinome aus | Immunzytochemie

(n=180)
CK |CK7 |CK |CA |TTF |CDX
5/6 20 125 |1 2
Mamma (n=31) Anzahl der Fille mit pos. |77 97 77 6 0 35
Immunreaktion [%]
Score 3 4 2 1 0 1

Ovar (n=58) Anzahl der Falle mit pos. | 72 100 |69 100 |2 36

Immunreaktion [%]

Score 2 5 2 4 5 2

Lunge (n=58) Anzahl der Falle mit pos. |79 98 76 22 64 19

Immunreaktion [%]

Score 3 5 2 3 5 1

Kolon (n=8) Anzahl der Félle mit pos. | 50 63 100 |13 13 88

Immunreaktion [%]

Score 3 3 4 2 4 4

Magen (n=9) Anzahl der Fille mit pos. |78 100 100 33 0 33
Immunreaktion [%]

Score 3 5 3 4 0 2

Pankreas (n=5) | Anzahl der Falle mit pos. 100 |[100 |80 0 0 80
Immunreaktion [%]

Score 3 4 4 0 0 2




Ergebnisse 54

3.2.3.2 Organspezifische Betrachtung

Tabelle 8 gibt die diagnostische Auswertung der immunzytochemischen
Farbeergebnisse, d.h. das organtypische Farbemuster, gebildet aus den
arithmetischen Mitteln der Parameter Anfarbepravalenz und Score (nur Falle mit
Score > 0 verwendet), bezogen auf die sechs haufigsten Follow-up-Diagnosen der

Gesamtkohorte wieder.

Flr das Mammakarzinom bleibt festzuhalten, dass alle drei Zytokeratine eine hohe
Pravalenz flr eine immunologische Farbreaktion zeigen (CK5/6: 77%, CK7: 97 %
und CK20: 77%). Dabei zeigt sich klar, dass sowohl die qualitative als auch die
quantitative Tendenz zur Anfarbung, fur den Marker CK7, mit einer Anfarbepravalenz
von 97% und einem durchschnittlichen Score 4 am gréften ist. Bei einem mittleren
Score fur CK7 von 4 und einem Score fur CK20 von 2, ist das organspezifische
Verhaltnis, Score CK7 > Score CK20 klar ersichtlich.

Das organspezifische Farbemuster fiir das metastasierende Mammakarzinom
lautet daher: Markerpositivitat fir CK5/6 und Score CK7 > Score CK20.

Das Farbemuster fur das Ovar verhalt sich, was die Zytokeratine anbetrifft, ahnlich
wie das fur das Organ Mamma, jedoch tritt das Verhaltnis Score CK7 > Score CK20
noch deutlicher zutage. Es existiert eine durchschnittliche Relation von CK7 Score 5
zu CK20 Score 2. Das Ovar ist das einzige Organ, in dem der Marker CA125 zu
100% anfarbt mit einem mittlerem Score von 4.

CA125 wird zwar auch in anderen Organen angefarbt (Mamma, Lunge, Kolon und
Magen) zeigt dort aber wesentlich geringere Anfarbepravalenzen (6 bis 33%) und
auch geringere Scores (Score 1 bis 3; Ausnahme Magen Score 4).

Das typische Farbebild fiir das metastasierende Ovarialkarzinom ist anzugeben
mit: CK5/6 Positivitat, Score CK 7 > Score CK 20 und CA125 Markerexpression.

Was das Markerexpressionsverhalten der Zytokeratine CK5/6, CK7 und CK20 in
metastasierenden Lungenkarzinomen anbetrifft, zeigt sich keine Abgrenzung
gegenuber den zuvor genannten Tumoren der Mamma und des Ovars. Die
Markerpositivitat fur TTF1 mit 64% und einem durchschnittichem Score 5 ist jedoch
typisch flr Lungenkarzinome.

Eine mittlere Zellanfarbung von Score 5 fur TTF1 gibt es ansonsten nur in 2% der
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Ovarialkarzinome, ferner reagieren 13% der Kolonkarzinome mit einem mittleren
Score 4.

Das typische Markerexpressionsverhalten des Lungenkarzinoms lautet
demnach: CK5/6 Positivitait, Score CK7 > Score CK20 und TTF1

Markerpositivitat.

Der Fall Score CK7 < Score CK20 und CDX2 Markerpositivitat kommt
charakteristischerweise nur im metastasierenden Kolonkarzinom vor.

CDX2 farbt auch in 80% metastasierende Zellen der Pankreaskarzinome, hier jedoch
liegt der Anteil mit durchschnittlich Score 2 geringer als im Kolokarzinom, mit einem
durchschnittlichen Score 4. Aullerdem ist das Verhaltnis von CK7 zu CK20
entscheidend, welches im Pankreakarzinom Score CK7 = Score CK20 lautet im
Gegensatz zu dem im Kolonkarzinom vorherrschenden Scoreverhaltnis: Score CK7
< Score CK20.

Auch in den Metastasen der Mamma-, Ovar-, Lungen- und Magenkarzinome ist eine
Anfarbung von CDX2 vorhanden, sie spielt jedoch aufgrund ihrer qualitativ und
speziell quantitativ geringen Auspragung keine Rolle (Anfarbepravalenz: 19 bis 36%

mit einem geringem Score 1-2).

Das charakteristische Markerexpressionsmuster fir das metastasierende
Magenkarzinom beruht hauptsachlich auf einer CK5/6 Markerpositivitat und
einem Verhaltnis Score CK7 2 Score CK20.

Erwahnenswert ist, dass sowohl CK7, als auch CK20 eine Anfarbepravalenz von
100% im Magen besitzen.

Eine gute Differenzierung des Magen- vom Pankreaskarzinom ist nicht mdglich, da
das typische Markeranfarbemuster des Pankreas dem des Magenkarzinoms
entspricht. Es kann also, fur den Fall der oben beschriebenen Markerkonstellation
nicht angegeben werden, welche der zwei Differentialdiagnosen zum Tragen kommit.
In diesem Zusammenhang ist die Betrachtung des CDX2 Markers hilfreich, dieser
farbt in 80% der Pankreas- und nur in 33% der Magenkarzinome.

Das Aufzeigen der deutlich hoheren CDX2 Pravalenz, berechtigt zu dem
Ruckschluss, fur den Fall CK5/6 Positivitat mit einem Verhaltnis Score CK7 2

Score CK20 und CDX2 Positivitat ein Pankreaskarzinom zu vermuten.



CK5/6 CK7 CK20 CA125 TTF1 CDX2

Mamma T7% 97%* 77%* 6%* 0%* 3506+

(n=31) DEIEEIEIEENEN - T 1# 0

Ovar 2% * 100%* | 69%* 100%* l 2%+ 36%*

(n=58) coritlew D ::::::::::|2# - - s :::::::::::|2#

Lunge 79% * 98%’| | 76%* 22%* 64%* 19%*

(n=58) Sl BE :':':':':'|2# ] RIS £ c1#

Kolon 100%* 13%*

(n=8) RSN
Magen 78% 100%* 100%* 0%*

(n=9) ISR -2 EEIEIEERENENEN k- 0#
Pankreas 100%* 100%* 80% 0%* 0%* 80%
(n=5) cls# N P2 o# o# coew

0 50 100 0 50 100 0 50 100 0 50 100 0 50 100 0 50 100

Abbildung 8: organtypisches Markerexpressionsprofil
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Legende:
* = Pravalenz (Markerpositivitat = Anteil der Falle mit positiver Immunreaktion)
# = Score (Anteil gefarbter Zellen= arithmetisches Mittel der Scores bei Fallen mit

positiver Immunreaktion (nur Falle mit Score > 0 verwendet)

Die Abbildung 8 beinhaltet die Auswertung des qualitativen Merkmals Pravalenz
angegeben in % (ermittelt aus der Summe der Marker-positiven Falle dividiert durch
die Anzahl der Getesteten). Ferner wurde bei vorhandener Markerpositivitat, der
quantitative Parameter, der Durchschnittsscore ermittelt. Zur Berechnung des
Durchschnittsscore wurden lediglich die Praparate berucksichtigt die Marker-positiv
waren (Falle mit Score > 0), so wurde verhindert, dass der wechselnde Anteil
ungefarbter Praparate, im Sinne eines Bias den Durchschnittsscore verfalscht. Die

Abbildung 8 ist eine graphische Darstellung der Tabellen 7 und 8.
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3.2.4 Organabhangige Darstellung der am haufigsten anzutreffenden
Farbe-Scores

Aus der Tabelle 7 mit den Rohdaten dieser Studie wurden die Modalwerte der
Scores, d.h. die am haufigsten vorkommenden Scores der sechs Marker unseres
Panels fur die sechs am haufigsten metastasierenden Karzinome entnommen und in
der Tabelle 9 synoptisch dargestellt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Auswertung der am haufigsten
vorkommenden Scores, sehr deutlich, das zuvor fur die Subkohorte 1 (n= 79) bereits
beschriebene organtypische Farbemuster reflektiert. Das charakteristische
Expressionsverhalten unseres Markerpanels bestehend aus sechs Antikdrpern wird
auch durch den Modalwert des Scores belegt und bestatigt die Richtigkeit unseres

aufgestellten Algorithmus.

Tabelle 9: Modalwerte der Scores des Markerpanels bezogen auf die sechs

haufigsten Follow-up-Diagnosen der Gesamtkohorte.

Karzinome aus | immunzytochemische Marker

n=180 CK5/6 |[CK7 [CK20 [CA125 [TTF1 |CDX2

Mamma (n=31) 1

Ovar (n=58)

Lunge (n=58)

Magen (n=9)

ol O o o O O
o N oy N O
ol O o o o o
ol O o o] ol o
ol O o o o

2
2
2
Kolon (n=8) 0
5
2

Pankreas(n=5)
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3.3 MaRzahlen diagnostischer Treffsicherheit
3.3.1 In Abhangigkeit des benutzten Markers TTF1

Tabelle 10: Ermittlung der Malzahlen Sensitivitat, Spezifitat und
Gesamttreffsicherheit des Markers TTF1
in Wirklichkeit liegt vor Vorhersagewert
LC kein LC
richtig positiv falsch positiv 37/40
LC (Schwellenwert = 3) (Schwellenwert = 3) =92%
Die 37 3
Diagnose
falsch negativ richtig negativ 119/140
lautet kein
(Schwellenwert < 3) (Schwellenwert < 3) =85%
Lc 21 119
Sensitivitat Spezifitat Gesamttreffsicherheit
37/58 119/122 156/180
=63,8% =97,5% =86%

Legende: LC = Lungenkarzinom

Die TTF 1 Anfarbung war in 63,8%, d.h. in 37 von den 58 Lungenkarzinomen
vorhanden (7mal Score 3, 6mal Score 4 und 24mal Score 5). Von den 122
Karzinomem nicht-pulmonaler Herkunft wurden 119 Falle nicht gefarbt (119 von
122), d.h. 97,5% reagierten demnach richtig negativ. Lediglich 3 Falle nicht-
pulmonaler Herkunft wurden positiv gefarbt (1 Karzinom des Ovars mit Score 5, 1
Karzinom des Kolons mit Score 4 und 1 Uteruskarzinom mit Score 3). Die falsch-
positiv-Rate fur den Marker TTF1 betragt somit 2,5% (3 von 122). Somit ergibt sich
fur den TTF1 Marker fur das Diagnostizieren eines Lungenkarzinoms eine

Sensitivitat von 63,8% und eine Spezifitat von 97,5%.

Der Pradiktionswert (Vorhersagewert) gibt jeweils die Wahrscheinlichkeit an, mit

der die aus dem Farbeergebnis gezogene Schlussfolgerung richtig ist.
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Der positive Pradiktionswert des Markers TTF1 stellt die 37 richtig-positiven
Diagnosen ins Verhaltnis zu der Gesamtzahl der positiven Diagnosen (37/40) und
betragt somit 92%.

Der negative Pradiktionswert des Markers TTF1 stellt 119 richtig-negativen
Diagnosen ins Verhaltnis zu der Gesamtzahl der negativen Diagnosen (119/140) und
betragt 85%.

Die Gesamttreffsicherheit der immunzytochemischen Diagnosen des Markers TTF1
ergibt sich aus der Betrachtung der 156 zytologisch korrekt gestellten Diagnosen (37
richtig-positive- + 119 richtig-negative Diagnosen) in Bezug auf 180 genau

kategorisierbare Falle. Sie erreicht einen prozentualen Wert von 86,6%.

3.3.2 In Abhangigkeit des benutzten Markers CDX2
Tabelle 11: Ermittlung der Malzahlen Sensitivitat, Spezifitat und

Gesamttreffsicherheit des Markers CDX2 fir den Schwellenwert : > 0

in Wirklichkeit liegt vor Vorhersagewert
KK kein KK
richtig positiv falsch positiv 7/49
KK (Schwellenwert > 0) (Schwellenwert > 0) =14%
Die 7 42
Diagnose
lautet Kein falsch negativ richtig negativ 130/131
KK (Schwellenwert 0) (Schwellenwert 0) =99%
1 130
Sensitivitat Spezifitat Gesamttreffsicherheit
7/8 130/172 137/180
=87,5% =75,6 % =76%

Legende: KK = Kolonkarzinom
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Tabelle 12: Ermittlung der Malzahlen Sensitivitat, Spezifitat und
Gesamttreffsicherheit des Markers CDX2 fur den Schwellenwert > 1

in Wirklichkeit liegt vor KK Vorhersagewert
richtig positiv falsch positiv 5/10

KK (Schwellenwert > 1) (Schwellenwert > 1) =50%
5 5

Diagnose falsch negativ richtig negativ 37/39

Kein | (Schwellenwert < 1) (Schwellenwert < 1) =95%

KK 3 168
Sensitivitat Spezifitat Gesamttreffsicherheit
5/8 168/172 173/180
=62,5% =971 % =96,1%

Legende: KK = Kolonkarzinom

Die Pravalenz des Markers CDX2 betrug 87,5%, das entspricht einer Anfarbung von
7 der 8 Falle metastasierender Kolonkarzinome. Funf der Kolonkarzinome (62,5%)
zeigten einen Score 5, wahrend die restlichen zwei positiv gefarbten Falle (25%),
lediglich einen geringen Score von 1 aufwiesen.

Von den restlichen 172 untersuchten Karzinomen anderer Herkunft reagierten 42
Falle (24,4%) positiv  mit CDX2. Die falsch positiv angefarbten 42 nicht-
Kolonkarzinome teilten sich auf in: 4 Falle mit Score 5 Reaktion, 1 Fall mit Score 3
und 37 Falle mit Score 1. Demgemal tratt bei den 172 Nichtkolonkarzinomen in 5
Fallen (2,9%) eine falsch positive Reaktion im Bereich Score 3-5 und in 37 Fallen
(21,5%) eine falsch positive Reaktion von lediglich Score 1 auf.

In Abhangigkeit von dem festgelegten Schwellenwert fur CDX2, entweder
(Schwellenwert >0 oder Schwellenwert >1) betrug die Sensitivitat fur das
Diagnostizieren eines Kolonkarzinoms von 62,5 bis zu 87,5% und die Spezifitat von
62,5 bis zu 75,6%. Auch fur den positiven und negativen Pradiktionswert sowie
die Gesamttreffsicherheit von CDX2 gibt es in Abhangigkeit des Schwellenwertes
2 unterschiedliche Werte (siehe Tabelle 13).



Ergebnisse

62

Tabelle 13: Synoptische Darstellung der Malizahlen diagnostischer Treffsicherheit

fur die organspezifischen Marker TTF1 (Lunge) CDX2 (Kolon)

TTF1 SWz2 3 fiir

Lungenkarzinome

CDX2 SW>0 fur

Kolonkarzinome

CDX2 SW>1 fur

Kolonkarzinome

Sensitivitat [%]

63,8

87,5

62,5

Spezifitat [%] 97,5 75,6 97,1
Positiver 92 14,1 50
Pradiktionswert [%)]

Negativer 85 99 95
Pradiktionswert [%]

Gesamttreffsicherheit 86,6 76,1 96,1

[%]

Legende: SW= Schwellenwert
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3.3.3 Uberlebenszeit der Patienten (n= 53) mit tumorzellhaltigen serdsen

Korperhdhlenergiissen

Tabelle 14: Uberlebenszeit der Patienten (n= 53) mit tumorzellhaltigen serdsen

Korperhohlenerglussen

Uberlebens- n.
zeit (Monate) b.

Patientenn= (23 |9 |8 (3 |1 |0 |1 |1 {2 |1 |1 |1 |1 |1

Legende: (n.b. = nicht bekannt)

Die Uberlebenszeit der Patienten mit malignen Erglissen serdser Korperhdhlen
wurde wie folgt ermittelt:

Da der Zeitpunkt der Entstehung der Erkrankung nicht bestimmt werden konnte, wird
der Zeitraum von der zytologischen/immunzytochemischen Diagnose bis zum

Versterben des Patienten als Uberlebenszeitraum definiert.

Bei 53 Patienten war der krankheitsspezifische Todeszeitpunkt bekannt. Bei einem
Patienten konnte der Todeszeitpunkt nicht ermittelt werden, bei einem weiteren
Patienten lag ein Suizid vor.

Die Tabelle 14 verdeutlicht, dass nach 13 Monaten 53 Patienten verstorben waren.
Besonderes auffallig ist die Tatsache, dass bereits in den ersten vier Monaten nach
Diagnosestellung 43, der 53 Patienten mit bekanntem Todeszeitpunkt zu Tode
kamen.

Da die Studie zu einem Zeitpunkt ausgewertet wurde, als noch nicht alle Patienten
verstorben waren, Iasst sich aus dem Follow-up-Ergebniss (53 Verstorbene von 180)

keine Uberlebensstatistik nach Kaplan-Meier angeben.
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3.4 Selten metastasierende Karzinome
Tabelle 15: Immunzytochemische Farbeergebnisse (angegeben in Score) bezogen

auf die Follow-up-Diagnosen selten metastasierender Karzinome

Herkunftsorgan Immunzytochemische Marker

des Karzinoms e e/6 [CK7  |CK20 [CA125 |TTF1  |CDX2
n=11

Oesophagus 0 5 4 0 0 5
Oesophagus 1 4 1 0 0 0
Peritoneum 3 5 2 5 0 0
Peritoneum 0 5 2 5 0 0
Prostata 0 2 0 0 0 0
Prostata 5 0 5 0 0 0
Prostata 0 5 1 0 0 1
Prostata 0 2 1 0 0 0
Niere 2 2 3 0 0 1
Uterus 1 5 3 0 3 0
Bile duct 2 5 3 0 0 0

In unserer Studie gab es lediglich eine kleine Anzahl von Patienten (n= 11), die
andere als die zuvor genannten sechs typischerweise in serdse Korperhohlen
metastasierende Karzinome vorwiesen.

Tabelle 15 zeigt die Konstellation der immunzytochemischen Marker in Zellen von elf
selten in ser0se Korperhohlenergusse metastasierenden Karzinomen. Der Anteil der
angefarbten Zellen ist als Score angegeben. Aufgrund der kleinen Anzahl der Falle
entfallt die Angabe der Pravalenz fir eine Zellanfarbung und des durchschnittlichen
Scores. Auch kann aus den immunzytochemischen Farbeergebnissen kein typisches

Markerverhalten erkannt und somit auch kein Algorithmus etabliert werden.
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4. DISKUSSION

Bei einer Vielzahl benigner wie maligner Grunderkrankungen ist das Auftreten von
Erglissen der serdsen Korperhohlen (Pleura, Peritoneum und Perikard) zu
beobachten. Hierbei kann zwischen Transsudaten, Exsudaten sowie neoplastisch
bedingten Ergissen unterschieden werden. Zell- und eiweil3arme Transsudate
entstehen im Rahmen einer Stauung (z.B. bei Herzinsuffizienz). Exsudate sind
eiweil3- und zellreich und durch entziindliche Prozesse induziert (z.B. bei Pleuritis).
Im Rahmen einer neoplastischen Erkrankung (z.B. durch metastatische Karzinome
der Pleura bei Mamma-Karzinom) kénnen jedoch ebenfalls eiweil3- und zellreiche
Erglsse auftreten.
Durch Punktion koénnen akute Komplikationen (wie z.B. Behinderungen der
Atemexkursion bei Pleuraerguss) therapiert werden; ferner steht mit dem Punktat
Untersuchungsmaterial zur Verfiigung, um die Dignitat des Ergusses zu bestimmen.
Fiar den Kliniker ist daher neben der therapeutischen vor allem die diagnostische
Funktion des Eingriffes wichtig, denn der Erguss als klinisches Symptom kann
Ausdruck einer systemischen Erkrankung sein.
Da die auslosenden Ursachen eine vollig unterschiedliche therapeutische
Vorgehensweise fordern, ist eine sichere Unterscheidung durch den Zytopathologen
Voraussetzung fur eine effektive Therapie.
Die Treffsicherheit der Ergussdiagnostik hangt neben Probenamefehlern,
Verarbeitungsfehlern oder der Erfahrung des Diagnostikers auch von der
angewandten diagnostischen Methode ab.
Neben der Zytologie kommt hier die adjuvante Methode der Immunzytochemie zur
Anwendung. Die Ziele des Einsatzes der adjuvanten Methode Immunzytochemie in
der Ergusszytologie sind:
1. eine Zell-/Gewebstypbestimmung und damit auch Primartumorsitz-
Identifizierung
2. eine feingewebliche Typisierung des Tumors und daraus resultierend, eine
diesem angepasste Therapie (Operation/Radiatio/Chemotherapie)
3. eine frihzeitige Diagnostik von Metastasen in Koérperhdhlenergissen, zum

Zweck des Tumor-Staging auch bei geringer Tumorzellzahl
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Die Sensitivitdt der zytologischen Diagnostik von Erglssen seréser Hohlen ohne
Zusatzmethoden betragt 58% und ist somit nicht zufrieden stellend (Spriggs et
Boddington, 1989).

Das Hinzuziehen der adjuvanten Methode der Immunzytochemie erscheint daher
sinnvoll, um die Treffsicherheit zu verbessern. Dies wurde im Rahmen dieser Studie
Uberpruft.

Eine besondere Problematik stellt ferner das Auftreten zytologisch unklarer
Diagnosen dar, denn ein Vorliegen maligner Grunderkrankungen innerhalb dieses
Kollektivs ist zu vermuten.

Wir setzen die Immunzytochemie in der zytologischen Routine-Diagnostik zur
Dignitatsabklarung und Differentialdiagnose neoplastischer Ergisse ein. In der
zytologischen Routine-Diagnostik werden bei zytologisch Tumorzell-negativen Er-
gussen bisher keine adjuvanten Methoden eingesetzt. Bei zytologisch Tumorzell-
positiven Ergussen wird die Immunzytochemie dagegen zur Differentialdiagnose
zwischen histogenetisch verschiedenen Tumoren eingesetzt. Bei zytologisch
unklaren Ergissen wird die Immunzytochemie zur Abklarung der Dignitat und ggf.
auch zusatzlich zur histogenetischen Klassifikation der identifizierten Tumoren
eingesetzt.

Die Anwendung der Immunzytochemie in der Routine-Diagnostik der Zytologie hat in
den letzten zwanzig Jahren eine zunehmende Bedeutung erlangt (Bedrossian,
1998b).

Es existiert in der Literatur eine Vielzahl an Veroffentlichungen Gber
immunzytochemische Untersuchungen an Ergussen seréser Hohlen.

Im Unterschied zu dem Grossteil der in der Literatur vorherrschenden Studien an
histologischem Material (Parafin-Blockpraparate) untersuchte diese Studie den
Nutzen der adjuvanten Methode der Immunzytochemie an zytologischen
Ausstrichpraparaten von Erguss-Sedimenten. Nur wenige Autoren haben sich mit der
Immunzytochemie an zytologischem Material auseinandergesetzt. Ein weiterer
Unterschied im Vergleich zu anderen immunzytochemischen Studien, die meist
formalinfixiertes Gewebematerial untersuchten, ist das von uns favorisierte
alkoholische Fixativ nach Delaunay.

Die von uns verwandte Methodik der Ausstrichpraparation, gefolgt von einer
Alkoholfixierung nach Delaunay hat gegenuber der Formalinfixierung von

histologischem Material folgende Vorteile:
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- Zellmorphologie besser erhalten

- Technik einfach und leicht integrierbar in tagliche Laborablaufe

- Deutliche und zuverlassige Farbeergebnisse

- Subjektive Begutachtung identischer Zellen sowohl in konventioneller Farbung

(Papanicolaou) und nach Immunzytochemie maoglich.

Im Rahmen der vorliegenden Studie stellten wir ein Markerpanel, bestehend aus
sechs monoklonalen Antikérpern auf und untersuchten es zum Zweck der
Primartumor-ldentifizierung verschiedener, in serése Kérperhdhlen metastasierende
Karzinome. Hierbei benutzten wir diejenigen Antikdrper zur Suche nach Antigenen,
die nur bei einer bestimmten Tumorart auftreten. Ferner bewerteten wir die
Schwankungen der Expression tumorbezogener Antigene. Mit Hilfe der Antikdrper
lassen sich Primartumoren immunzytochemisch nachweisen, indem ihre spezifische
Bindung an die zu ihnen passenden Antigene als rot/brauner Farbniederschlag in der

Zelle sichtbar gemacht wird.

Die folgenden Antikdrper wurden getestet CK5/6, CK7, CK20, TTF1, CDX2 und
CA125. Die Gesamtkohorte fiir die vorliegendene Studie bestand aus 180 Erglssen
seroser Korperhohlen. Die serfsen Ergusse der Subkohorte 1 (n=79) mit klinisch
bekanntem Primarius wurden retrospektiv untersucht, um die beste
immunzytochemische Markerkonstellation fir eine spezifische Primartumor-
Identifikation zu ermitteln. Wir etablierten, basierend auf den haufigsten
Markerexpressionskonstellationen (Anfarbepravalenz und Score) einen Algorithmus

zur diagnostischen Evaluation der immunzytochemischen Farbeergebnisse.

In einem nachsten Schritt untersuchten wir die Richtigkeit des zuvor aufgestellten
Algorithmus, indem wir die Subkohorte 2 (n=101) mit tumorzellhaltigen Ergiissen
seroser Korperhdhlen mit unbekanntem Primarius einer prospektiven Evaluation der
diagnostischen Treffsicherheit unterzogen.

In unserer Kohorte unterschieden wir sechs verschieden haufig metastasierende
Primartumoren. Mit Hilfe des diagnostischen Algorithmus konnten wir eine
Genauigkeit der Primartumor-ldentifizierung von 85,1% erreichen.
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DeYoung et Wick (2000) berichteten ebenfalls tGber einen immunhistochemischen
Algorithmus zur Prima&rtumor-Identifizierung metastasierender Karzinome. Die
Gesamttreffsicherheit der histochemischen Vorhersage des Primartumorsitzes betrug
bei ihnen 67%. In anderen Studien war es moglich, den unbekannten Ursprungsort
metastasierender Karzinome in 68-76% vorauszusagen (Lagendijk et al., 1998,
Rubin et al., 2001, Kruger et al., 1992).

Moll et al. (1989) bestatigten die biochemische Studie von Blobel et al. (1985), in
welcher CK5 bei Mesotheliomen, nicht aber bei Lungenkarzinomen anzutreffen war.
Clover et al. (1997) fanden eine seltene, schwache CK5/6 Anfarbung bei 14,8%
(4/27) der Adenokarzinome. Ordonez (1998) dahingegen berichtete Uber eine fokale
Anfarbung fir CK5/6 in 6,5% der nichtpulmonalen Adenokarzinome und diffuse
Anfarbung aller Mesotheliome und squamdsen Karzinome. Kaufmann et al. (2002)
teilten eine CK5/6 Reaktion fir 39% der metastasierenden Karzinome der Mamma
mit. Die Karzinome der Organe Pankreas und Magen zeigten eine positive CK5/6

Immunreaktion in 8% bzw. 14%.

Wir beobachteten fir die genannten Karzinome wesentlich hohere CK5/6
Positivitdten: von 77% fur Mamma-, 100% fir Pankreas- und 78% fir

Magenkarzinome.

Jang et al. ( 2001) untersuchten das kombinierte Immunprofil: TTF1, CK7, CK20 zum
Zweck der Primartumor-ldentifizierung metastasierender Adenokarzinome in serésen
Ergussen.

CK7 > CK20 war der am haufigsten vorkommende Immunphanotyp, beobachtet bei
100%, 88%, 87% und 67% der Adenokarzinome mit Ursprungsort Lunge, Mamma,
Ovar und Magen. Ahnliche Ergebnisse wurden von einigen anderen Untersuchern
berichtet (Tot, 1999a, Duval et al., 2000, Tot, 1999b, Goldstein et al., 2000).

Das Immunoprofii CK7 < CK20 ist nitzlich fur die Identifizierung von
Adenokarzinomen mit dem Herkunftsorgan Kolon. Chu et al. (2000) stellten eine
CK20 Anfarbung in praktisch allen kolorektalen Karzinomen fest. Auflerdem
registrierten sie eine CK20 Positivitéat in 62% der Pankreas- und in 50% der

Magenkarzinome.
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In unserer Studie ermittelten wir &hnliche Ergebnisse: 90% (28/31) der Félle mit
metastasierendem Karzinom mit Ursprungsorgan Mamma und 82,8% (48/58) der
metastasierenden Karzinome mit Ursprungsorgan Ovar zeigten eine CK7 > CK20
Reaktion. Eine ausgedehntere CK7 Anfarbung war im Vergleich zur CK20 Anfarbung
in allen 58 (100%) Fallen mit metastasierendem Lungenkarzinom vorhanden.

In allen untersuchten metastasierenden Magen- und Pankreaskarzinomen ermittelten
wir eine starke Positivitdt sowohl fur CK7 als auch fur CK20.

In unserer Studie zeigten alle 8 Félle eines metastasierenden Kolonkarzinoms
(100%) eine CK20 Positivitat. In 6 der 8 Kolonfalle (75%) ermittelten wir, &hnlich wie

andere Untersucher auch, eine CK7 < CK20 Anfarbung.

Zahlreiche Untersucher haben die diagnostische Treffsicherheit des Markers TTF1
sowohl in primaren, als auch in metastasierenden Lungenadenokarzinomen
untersucht (Ordonez, 2000, Srodon et Westra, 2002, Jang et al., 2001, Afify et Al-
Khafaji, 2002, Bingle 1997, Kaufmann et Dietel , 2000, Reis-Filho et al., 2000,
Zamecnik et Kodet, 2002, Hecht et al., 2001). Sie wiesen darauf hin, dass TTF1 ein
hoch spezifischer Marker fur das ldentifizieren des Karzinomorgans Lunge sei. Die
ermittelten Sensitivitdten des Markers TTF1 wurden mit 61,5%-89% angegeben. Die
berichteten Werte fur die Spezifitat des Markers TTF1 variierten zwischen 97%-
100%.

In Einklang mit anderen Autoren fanden wir fir den Marker TTF1 eine Sensitivitat
von 63,8% und eine Spezifitat von 97,5%. Wir stimmen mit Afify et al. (2002) Uberein,
dass die TTF1 Markerpositivitat nutzlich ist zur Unterscheidung zwischen pulmonalen
und nichtpulmonalen Primartumoren. Er kann erfolgreich auf zytologischen Proben

angewandt werden.

Barbareschi et al. (2003) evaluierten die immunhistochemische Expression des
Markers CDX2 in einer grof3en Serie von Lungentumoren und in Metastasen der
Lunge. Sie beobachteten eine CDX2 Positivitat in 97% (58/60) der kolorektalen
Adenokarzinome. Die Verfasser bestéatigten, dass CDX2 ein zuverlassiger,
spezifischer und sensitiver immunhistochemischer Marker fir normales und

neoplastisches Darmepithel ist.
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CDX2 kann in der Routine-Diagnostik sowohl an histologischen, als auch an
zytologischem Material leicht angewandt werden. Er ist ein nitzlicher Marker beim
Identifizieren eines metastasierenden Karzinoms mit unbekanntem Primarius
intestinaler Herkunft. CDX2 wurde auch in einer eingeschrankten Gruppe von
Adenokarzinomen mit anderen Herkunftsorganen exprimiert, und zwar bei solchen

des Magen-, des Gallengang-, des Pankreas- und des muzinésen Ovarialkarzinoms.

Wir beobachteten &hnliche Resultate in unserer Studie. Die Sensitivitdt und Spezifitat
des Markers CDX2 im Hinblick auf die Diagnose Kolonkarzinom betrugen 87,5% und
96,1%.

Eine schwach positive Reaktion in einigen Fallen der Magen-, Pankreas- und

Ovarialkarzinome kdnnte hier einen Hinweis auf den Primartumorsitz liefern.

CA125 wurde urspringlich eingefihrt als ein spezifischer Marker fir das
Ovarialkarzinom, welcher das Glykoprotein CA125 detektiert (Nolan und Heatley,
2001, Nap, 1998). 1993 priften Cuijpers und Mitarbeiter die Sensitivitat des Markers
CA125 fur die zytopathologische Diagnostik. Sie berichteten tUber eine Anfarbung
von Ovarialkarzinomzellen in 96% der Falle.

Viele andere Adenokarzinome konnen aber leider ebenso eine CA125 Reaktion
auslosen, unter anderen z.B. Gallengang-, Pankreas-, Mamma-, Lungen-,
Schilddriisen-, Magen-, Prostata- und Leberkarzinome (Ogmundsdottir et al, 1996,
Loy et al., 1992). Die Validitat von CA125 als diagnostischer Marker ist beschrankt,
denn Epithelproliferationen weiblicher innerer Genitaloberflachen, metastasierende
Karzinome mit extragenitaler Herkunft und auch Mesothelproliferationen kdnnen
ebenfalls CA125 exprimieren. Dennoch schlagen einige Autoren den Gebrauch von
CA125 in einem Markerpanel vor, da seine Expression in neoplastischen
Ovarialgeweben starker ist als in anderen Geweben (Skov und Bichel, 1991, Filho et
al., 2002).

In der vorliegenden Studie ermittelten wir in allen 58 Fallen (100%) mit
Ovarialkarzinom eine deutliche CA125 Positivitdit. Andere metastasierende
Karzinome, wie z.B. die der Lunge, des Magens und des Pankreas zeigten nur eine
geringe CA125 Positivitat.

Der Gebrauch von CA125 als Tumormarker fur das Ovarialkarzinom, scheint daher

nur dann hilfreich zu sein, wenn er in einem Panel zum Einsatz kommt.
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Die Vergleichbarkeit unserer immunzytochemischen Ergebnisse mit den Resultaten
anderer Arbeitsgruppen wurde durch eine intensive Literaturrecherche in 36 anderen
publizierten Studien Uberpriift. Die Patientenzahl der einzelnen Studien schwankte
darin von 15 bis 481 Fallen; der zeitliche Rahmen der Veréffentlichungen erstreckte
sich von 1985 bis 2003. Zum gegenwartigen Zeitpunkt gibt es noch keine allgemeine
Akzeptanz eines "Goldstandards" fur die Auswertung der diagnostischen Genauigkeit
immunzytochemischer Diagnosen. Einige Studien beziehen sich auf histologische,
andere nur auf klinische Befunde zur Grunderkrankung. Die meisten Autoren
vergleichen immunzytochemische Ergebnisse nur mit zytologischer Routine-
Diagnostik.

In unseren immunzytochemischen Untersuchungen kontrollierte ein detailliertes
klinisches- bzw. histologisches Follow-up in allen untersuchten Fallen die Richtigkeit

der durch den diagnostischen Algorithmus getroffenen Priméartumorlokalisationen.

Unterschiedliche immunzytochemische Methoden (PAP, APAAP, ABC, SABC,
SABP, IP, IAF, IF und SABAP) wurden auf unterschiedliches Material (Ausstriche,
Zellspane und Blécke) angewandt.

Die Mdoglichkeit, verschiedene Antikérper zu einem immunzytochemischen Panel
zusammenzufassen wurde in einigen Studien praktiziert, konnte jedoch nicht zu einer
allgemeingultigen Kombination fir Ergusse fihren, da die Autoren jeweils
unterschiedliche Antikérper-Konstellationen wéhlten. Die in den einzelnen Studien
ermittelten Pravalenzen der verschiedenen Antikérper unterlagen breiten
Streuungen.

Die Vergleichbarkeit der Ergebnisse und eine Gesamtbeurteilung der
Treffsicherheiten der Antikérper werden dadurch erschwert.

Wahrend in der vorliegenden Studie die Delaunay Fixierung in Ausstrichen von
Erglssen, gefolgt von einer Farbung gemald der Avidin-Biotin-Komplex-Methode
durchgefuhrt worden ist, haben andere Autoren verschiedene Fixations-Typen auf
unterschiedliche Arten der Zellpraparation angewandt und auf3erdem verschiedene
immunzytochemische Farbemethoden benutzt.

Alle diese Faktoren beeinflussen jedoch die Farberesultate und somit die
Vergleichbarkeit der Endergebnisse.

Ein weiteres Problem beziglich der Vergleichbarkeit der ermittelten

immunzytochemischen Pravalenzen zwischen den einzelnen Studien besteht in der
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Verwendung adaquater Algorithmen zur Detektion von Tumorzellen. Einige Autoren
nutzten die Anfarbepréavalenz von Tumorzellen als einziges Kriterium fur die
immunzytochemische Priméartumor-ldentifizierung. Anderer Untersucher beurteilten
zusatzlich die Intensitat der immunzytochemischen Farbereaktionen.

Wir halten die Bewertung der immunzytochemischen Farbeintensitat fir nicht
hinreichend aussagekraftig, da sie sowohl von den technischen Farbevorgangen, als
auch von der subjektiven Beurteilung des Untersuchers zu stark abhangig ist.

In unserer Studie wurden zwei unterschiedliche immunzytochemische Parameter
ausgewertet: zum einen das qualitative Merkmal der Anfarbepravalenz (absolute
Nachweisbarkeit) zum anderen das quantitative Merkmal des Scores (Anteil Marker-
positiver Zellen).

Der Score wird aus dem semiquantitativ bestimmten prozentualen Anteil der Marker-
positiven Tumorzellen (vgl. Material/Methoden 2.3.2: Abbildung 4: semiquantitative
Analyse der immunzytochemischen Reaktion) ermittelt.

Durch die Ubersetzung der semiquantitativ ermittelten Prozentangaben der
immunreaktiven Tumorzellen in Scores werden Ubersetzungsfehler bzw. ein

Vortauschen von Pseudogenauigkeit vermieden.

Ein problematischer Aspekt bezuglich der Beurteilung immunzytochemischer
Farbungen ist der Schwellenwert flr ein als positiv gewertetes Farberesultat. Selbst
wenn ein Antikdrper hoch spezifisch fur die Markierung eines bestimmten Zelltypus
ist, bleibt das Risiko der unspezifischen Anfarbung einiger Zellen (z.B. durch zellulare
Degeneration, Nekrose oder Blutserum-Préazipitate) bestehen. Daher empfehlen wir
einen Schwellenwert von 10% Anfarbung fur eine Zellpopulation, um ein Farbe-

Ergebnis als positiv anzuerkennen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Primartumor-ldentifizierung
metastasierender Karzinome in serdsen Ergissen ein bedeutendes Problem in der
zytopathologischen Diagnostik darstellt.

In dieser Studie etablierten wir ein Panel, bestehend aus sechs Markern (CK5/6,
CK7, CK20, TTF1, CDX2, CA125) und erreichten damit eine korrekte Primartumor-
Identifizierung in 85,1% der Falle, d.h., dass wir in 86 von 101 ,CUP-Fallen* den

Primartumor korrekt identifizieren konnten. Hierbei erzielten wir fir die zwei
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haufigsten Primarii des Ovars und der Lunge Treffsicherheiten von 94,8% und
87,9%. Ein detailliertes klinisches- bzw. histologisches Follow-up aller Falle
kontrollierte die Richtigkeit der durch den diagnostischen Algorithmus getroffenen
Primartumorlokalisationen. Die in unserem Markerpanel zusammengestellten sechs
monoklonalen Marker haben sich folglich far die Identifikation von

Karzinommetastasen mit unbekanntem Primartumor (CUP) als geeignet erwiesen.

Die Verwendung eines immunzytochemischen Panels aus verschiedenen
Antikdrpern wird empfohlen, da einzelne Antikdrper meist nicht hinreichend
spezifisch reagieren. Die Marker TTF1 und CDX2 traten als organspezifische
Tumormarker besonders hervor. Die Gesamtbetrachtung der organspezifischen
Anfarbeprévalenzen fir alle sechs Marker unseres Panels und die Quantifizierung
der immunologischen Reaktionen ermdglichen es, aus einem charakteristischen
Markerverhalten, bzw. organtypischen Farbemuster entsprechend des von uns
aufgestellten Algorithmus den Primarius meist korrekt zu identifizieren.

Aus unseren Ergebnissen resultiert, dass der Einsatz der Immunzytochemie unter
Verwendung des von uns zusammengestellten Markerpanels und des aufgestellten
Algorithmus  zur diagnostischen Interpretation der immunzytochemischen
Farbeergebnisse sich als adjuvante Methode zur ldentifizierung des Primartumors
klinisch unbekannter Herkunft an Tumorzellen serdser Korperhéhlenerglissen

eignet.

Um zu belegen, inwiefern das von uns aufgestellte Markerpanel und die von uns
angewandte Methode nutzlich sind fur die zytologische Routine-Diagnostik an
Kdrperhohlen-Erglissen, haben wir nachtraglich die Routine-Einsendungen des
Institutes fur Cytopathologie der Heinrich-Heine-Universitat fir den Zeitraum von
Méarz 2004 bis Marz 2005 ausgewertet. In diesem Zeitraum sind ingesammt 2871
Erglsse immunzytochemisch untersucht worden. Hiervon waren 384 Ergiusse
tumorzellhaltig, wobei 174 Kklassifiziert wurden als tumorzellhaltig mit zum
Diagnosezeitpunkt  klinisch unbekanntem Primarius. Bei den restlichen 210
Erglissen handelte es sich in 201 Fallen um Karzinome mit klinisch bekanntem
Primartumor und bei den verbleibenden 9 Féllen um nicht native Flussigkeiten. Von
den insgesamt 174 Klassifizierten Ergissen mit CUP mussten 32, aufgrund der

gering vorhandenen Tumorzellzahl von den weiteren immunzytochemischen
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Untersuchungen ausgeschlossen werden. Fir die restlichen 142 CUP-Falle, bei
denen eine Immunzytochemie durchgefihrt werden konnte, haben wir 85,1%, d.h. fir
120 metastasierende Karzinome den Primartumor korrekt identifiziert.

Unter Bertcksichtigung aller 174 tumorzellhaltigen Erglsse mit klinisch unbekanntem
Primarius haben wir somit eine absolute Treffsicherheit fir das untersuchte Routine-

Kollektiv von 69% erreicht.

Die Methode der diagnostischen Immunzytochemie ist ohne Umstellung der
Routineablaufe optimal in die Routine-Diagnostik integrierbar. Die Immunzytochemie
ist methodisch leicht durchzufuhren, verlangt aber a priori eine spezielle Fixierung.
Wir favorisieren dazu das Delaunay-Fixativ. Da die Immunzytochemie eine hohe
Treffsicherheit aufweist, wird diese Methode  fir den Gebrauch in einem
Routinelabor vorgeschlagen. Diese Entscheidung wird von der existierenden
Ausriistung, den Fahigkeiten des Personals und den zu erwartenden Kosten
(Ausgaben durch Gerateanschaffung und Verbrauchsmaterialien) abhangen. Die
realen Kosten fur die Immunzytochemie (Personal und Verbrauchsmittel) pro Fall
belaufen sich auf ca. 70,-- Euro, wobei die Hauptkosten auf das Material entfallen.

In jedem Fall ist jedoch zu bedenken, dass durch den frihzeitigen Einsatz der
adjuvanten Methode der Immunzytochemie die Folgekosten bei zu spater klinischer
Diagnose einer Erkrankung signifikant gesenkt werden kdnnten.

Besonders in zytodiagnostisch unklaren Fallen erscheint ein Hinzuziehen der
Immunzytochemie sinnvoll, um die Dignitat eines Ergusses abzuklaren, da vielleicht
ein zytologisch noch nicht erfassbares Frihstadium einer malignen Erkrankung
vorliegt. Auch ein Tumor-Staging ist mittels Immunzytochemie mdglich und erlaubt,
durch eine Verlaufsbeobachtung, den richtigen Zeitpunkt flr einen Therapiebeginn
zu bestimmen.

Die Steigerung der Treffsicherheit der Zytodiagnostik von Ergussen serdser
Korperhohlen hangt jedoch nicht nur von der Zytologie ab, die in 1/3 aller Falle durch
Beobachtungsfehler falsch-negative Diagnosen stellt (,screening error”). Vielmehr
kommt auch dem Kliniker eine grof3e Verantwortung zu, da Fehler in der
Probenahme (,sampling error") wie zu geringes Ergussvolumen, ein falscher
Entnahmeort oder falsche anschlieende Fixierung in 2/3 der Falle eine
nachfolgende zytologische Evaluierung unmdglich machen kénnen (Motherby et
al.,1998).
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass eine Steigerung der
diagnostischen Sicherheit der Erguss-Zytologie durch die Anwendung der adjuvanten
Methode der Immunzytochemie erreichbar war. Dies manifestierte sich in unserer

Studie mit einer Genauigkeit der Primartumor-Identifizierung von 85,1%.

Das untersuchte Panel kann damit in der Routine-Diagnostik zum Zweck der
Priméartumor-ldentifikation von metastasierenden Karzinomen aus serésen Ergissen
natzlich sein.

Die Anwendung der adjuvanten Methode auf alle Erglsse, die zytologisch
zweifelhafte oder dringend auf Tumorzellen verdachtige Diagnosen liefern, wird
angeraten. Auf diese Weise konnte die gesamte diagnostische Treffsicherheit der
Erguss-Zytologie in Routine-Labors wahrscheinlich signifikant verbessert werden.

Die in dieser Studie durchgefuhrten immunzytochemischen Untersuchungen und
daraus ermittelten Ergebnisse (fur das Kollektiv der mit metastasierenden Zellen
eines nicht-kleinzelligen Karzinoms "sicher positiv’ diagnostizierten Féalle) sollten an
einem groReren Kollektiv von Routine-Fallen Uberprift werden, wobei auch eine

gezielte Auswahl zytologisch unklarer Falle miteinbezogen werden sollte.
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Treffsicherheit eines immunzytochemischen Markerpanels zur ldentifizierung von Primartumoren
unbekannter Lokalisation (CUP-Syndrom) an Tumorzellen aus Kdrperhdhlenergissen

Peyriize Doganay

Karzinommetastasen unbekannter Herkunft in serdsen Korperhodhlen stellen ein generelles klinisches
Problem dar. Das erste klinische Symptom ist haufig ein Erguss. Mittels Punktion kann der Kliniker eine
therapeutische Intervention durchfiihren und eine diagnostische Abklarung der Dignitat des Ergusses durch
den Zytopathologen erreichen.

Die Sensitivitat der konventionellen ergusszytologischen Diagnostik seréser Korperhdhlen des Menschen
ist mit ca. 58% aber nicht zufrieden stellend. Die Spezifitat liegt im Literaturmittel bei 97%.

Das Ziel dieser Studie bestand in der Verbesserung der Treffsicherheit der ergusszytologischen Diagnostik
durch die adjuvante Anwendung der Immunzytochemie. Wir haben die Eignung sechs verschiedener
immunzytochemischer Marker zur Identifizierung maligner Zellen in Ergissen untersucht zum Zweck der
Lokalisation bislang klinisch unbekannter Primartumoren (CUP).

Analysiert wurde eine Kohorte von 180 Patienten mit tumorzellhaltigen serdsen Koérperhohlenergtissen (118
Pleura-, 53 Peritoneal- und 9 Perikardergiisse), welche den Routine-Einsendungen des Institutes fiir
Cytopathologie der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf von November 2001 bis November 2003
entstammten.

Alle Ausstriche von Ergusssedimenten wurden zunachst nach Delaunay fixiert und nach Papanicolaou
gefarbt. Fur die immunzytochemischen Untersuchungen wurde ein von uns aufgestelltes Markerpanel,
bestehend aus sechs monoklonalen Antikérpern (CK5/6, CK7, CK20, CA 125, TTF1 und CDX2) verwendet.
Die ABC- (Avidin-Biotin-Komplex-) Methode wurde zur Sichtbarmachung der immunologischen Reaktion
benutzt.

Aus den immunzytochemischen Ergebnissen unseres Markerpanels, retrospektiv ermittelt an der
Subkohorte1 (n=79) mit tumorzellhaltigen Erglissen serdser Korperhohlen mit bekannten Primarius,
etablierten wir basierend auf den haufigsten Markerexpressionskonstellationen (Anfarbepravalenz und
Score) einen Algorithmus zur diagnostischen Evaluation der immunzytochemischen Farbeergebnisse. In
einem nachsten Schritt untersuchten wir die Richtigkeit des zuvor aufgestellten Algorithmus, indem wir die
Subkohorte 2 (n=101) mit tumorzellhaltigen Ergussen serdser Koérperhéhlen mit unbekanntem Primarius
einer prospektiven Evaluation der diagnostischen Treffsicherheit unterzogen. Mit Hilfe des diagnostischen
Algorithmus konnten wir eine Genauigkeit der Primartumor-ldentifizierung von 85,1% erreichen, d.h. dass
wir in 86 von 101 ,CUP-Fallen“ den Primartumor korrekt identifizieren konnten. Hierbei erzielten wir fur die
zwei haufigsten Primarii des Ovars und der Lunge Treffsicherheiten von 94,8% und 87,9%. Ein detailliertes
klinisches- bzw. histologisches Follow-up aller Falle kontrollierte die Richtigkeit der durch den
diagnostischen Algorithmus getroffenen Primartumorlokalisationen. Die in unserem Markerpanel
zusammengestellten sechs monoklonalen Marker haben sich fur die Identifikation von
Karzinommetastasen mit unbekanntem Primartumor (CUP) als geeignet erwiesen. Hierbei traten die
Marker TTF1 und CDX2 als organspezifische Tumormarker hervor.

MafRzahlen diagnostischer Treffsicherheit des Markers TTF1 fir das Identifizieren von Zellen eines

metastasierenden Lungenkarzinoms (ermittelt anhand der Daten der Gesamtkohorte n=180
(Schwellenwert: Score = 3)) sind:

*  Sensitivitat: 63,8%

*  Spezifitat: 97,5%

*  Positiver Pradiktionswert: 95,7%

*  Negativer Pradiktionswert: 85%

*  Gesamttreffsicherheit: 86,6%

MafRzahlen diagnostischer Treffsicherheit des Markers CDX2 fir das Identifizieren von Zellen eines
metastasierenden Kolonkarzinoms (ermittelt anhand der Daten der Gesamtkohorte n=180 (in Abhangigkeit
des benutzten Schwellenwert: Score 0/Score 1) sind:

*  Sensitivitat: 87,5% 62,5%
*  Spezifitat: 75,6% 97,1%
*  Positiver Pradiktionswert: 14,1% 50%
*  Negativer Pradiktionswert: 99% 95%
*  Gesamttreffsicherheit: 76,1% 96,1%

Aus unseren Ergebnissen resultiert, dass der Einsatz der Immunzytochemie unter Verwendung des von
uns zusammengestellten Markerpanels und des aufgestellten Algorithmus zur diagnostischen Interpretation
der immunzytochemischen Farbeergebnisse sich als adjuvante Methode zur Identifizierung des
Primartumors klinisch unbekannter Herkunft an Tumorzellen seréser Korperhohlenergissen in der
zytologischen Routinediagnostik eignet. In 85,1% der Falle wurde der Primartumorsitz korrekt identifiziert.
Die Methode der diagnostischen Immunzytochemie ist ohne Umstellung der Routineablaufe optimal in die
Diagnostik integrierbar. Sie stellt somit einen Fortschritt gegentiber der bisher vorherrschenden alleinigen
zytologischen Untersuchung dar und erspart unter Umstanden eine verzogerte klinische Diagnose mit oft
unnotigen, invasiven und teuren weiteren Untersuchungsverfahren sowie inadaquate oder unterbliebene
Therapien. Die Immunzytochemie leistet einen wertvollen klinisch relevanten Beitrag zur Erhéhung der
Treffsicherheit von zytologischen Diagnosen an Kérperhdhlenergiissen.
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7. Anhang

7.1 Ubersicht der Tabellen und Abbildungen

Tabelle 1:
Tabelle 2:

Tabelle 3:
Tabelle 4:

Tabelle 5;

Tabelle 6:

Tabelle 7:

Tabelle 8:

Tabelle 9:

Tabelle 10:

Farbeprotokoll fir die Immunzytochemie

Spezifikationen der Antikorper, die im Rahmen der vorliegenden Studie
benutzt worden sind (Art, Verdinnung, Hersteller/Spezifitdt von Priméar-
Antikorpern und Lokalisation des Farbeergebnisses)

Pravalenz der haufigsten Primartumoren

Absicherung der immunzytochemischen Tumordiagnose durch die
Follow-up-Diagnose an n= 180 tumorzellhaltigen serdsen
Korperhohlenerglissen

Pravalenz der Zellanfarbung und deren Quantifizierung fir die sechs
verschiedenen immunzytochemischen Marker unseres Panels in
zytologisch tumorzellpositiven Erglssen seréser Hohlen (der Pleura,
des Perikards und des Peritoneums) bezogen auf die sechs haufigsten
Follow-up-Diagnosen der Lerngruppe (n= 79)

Ubereinstimmung zwischen immunzytochemischer Tumorlokalisation
und Follow-up-Diagnose bei n= 101 tumorzellhaltigen serdésen
Korperhohlenergtissen mit klinisch unbekanntem Primartumor
Rohdaten der immunzytochemischen Farbeergebnisse bezogen auf die
sechs haufigsten Follow-up-Diagnosen der Gesamtkohorte (n= 180)
Pravalenz der Zellanfarbung und deren Quantifizierung fiir die sechs
verschiedenen immunzytochemischen Marker unseres Panels in
zytologisch tumorzellpositiven Ergussen serdser Hohlen (der Pleura,
des Perikards und des Peritoneums) bezogen auf die sechs haufigsten
Follow-up-Diagnosen der Gesamtkohorte (n= 180)

Modalwerte der Scores des Markerpanels bezogen auf die sechs
haufigsten Follow-up-Diagnosen der Gesamtkohorte

Ermittlung der MalRzahlen Sensitivitdt, Spezifitit und Gesamittreff-
sicherheit des Markers TTF1
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Tabelle 11:

Tabelle 12:

Tabelle 13:

Tabelle 14:

Tabelle 15:

Ermittlung der Malzahlen Sensitivitdt, Spezifitit und Gesamttreff-
sicherheit des Markers CDX2 fur den Schwellenwert >0

Ermittlung der Malzahlen Sensitivitdt, Spezifititt und Gesamittreff-
sicherheit des Markers CDX2 fur den Schwellenwert > 1

Synoptische Darstellung der Mal3zahlen diagnostischer Treffsicherheit
fur die organspezifischen Marker TTF1 (Lunge) CDX2 (Kolon)
Uberlebenszeit der Patienten (n= 53) mit tumorzellhaltigen serdsen
Korperhohlenergissen

Immunzytochemische Farbeergebnisse (angegeben in Score) bezogen

auf die Follow-up-Diagnosen selten metastasierender Karzinome



Anhang

88

Abbildung 1:

Abbildung 2:

Abbildung 3:

Abbildung 4:
Abbildung 5:

Abbildung 6:
Abbildung 7:

Abbildung 8:

Haufigkeitsverteilung von Transsudaten, Exsudaten sowie
neoplastischen Erglssen bezogen auf Pleura, Perikard und
Peritoneum (Van Haam, 1977)

Immunzytochemische Féarbung nach der Avidin-Biotin-Komplex
Methode

Praparationsschema zur Herstellung von Ausstrichpraparaten
aus Korperhohlenergissen far eine zytologische,
immunzytochemische und DNA-Bild-zytometrische  Unter-
suchung

Semiquantitative Analyse der immunzytochemischen Reaktion
Geschlechtsverteilung des Patientenkollektivs der 180 unter-
suchten serésen Kérperhdhlenergisse

Geschlechtsbezogener Altersvergleich

Algorithmus zur diagnostischen Interpretation der immun-
zytochemischen Farbeergebnisse

Organtypisches Markerexpressionsprofil
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Erfassungsbogen zur Treffsicherheit der immunzytochemischen Diagnostik in der

Ergusszytologie

Einsender:
Patientendaten: Material:
Name:

Aszites []
Vorname:

Pleuraerguss []
Geburtsdatum:

Herzbeutelerguss ]
Einsendedatum:

Spulflussigkeit

peritoneal []

Douglas [

Klinischer Organbefall (Metastasierung) z.Z. der Entnahme der Ergussfliissigkeit:

Peritonealhdhle:[J; Pleurahéhle:[; Leber:[]; Lunge:[J; Hirn:[J; Knochen:[]; Nebennieren:[]

sonstige

Diagnosesicherung klinisch durch :

Priméartumor in

Tumortyp:

Grading:

Staging: T N M Stadium:

Biopsie (Histo)

Zytologie

Resektat (Histo)

Obduktion

L

Priméartumor unbekannt

[

Datum: Gezeichnet durch
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Treffsicherheit eines immunzytochemischen Markerpanels zur Identifizierung von Primartumoren
unbekannter Lokalisation (CUP-Syndrom) an Tumorzellen aus Kdérperhdhlenergiissen

Peyriize Doganay

Karzinommetastasen unbekannter Herkunft in serdsen Korperhodhlen stellen ein generelles klinisches
Problem dar. Das erste klinische Symptom ist haufig ein Erguss. Mittels Punktion kann der Kliniker eine
therapeutische Intervention durchfiihren und eine diagnostische Abklarung der Dignitat des Ergusses durch
den Zytopathologen erreichen.

Die Sensitivitat der konventionellen ergusszytologischen Diagnostik seréser Kérperhdhlen des Menschen
ist mit ca. 58% aber nicht zufrieden stellend. Die Spezifitat liegt im Literaturmittel bei 97%.

Das Ziel dieser Studie bestand in der Verbesserung der Treffsicherheit der ergusszytologischen Diagnostik
durch die adjuvante Anwendung der Immunzytochemie. Wir haben die Eignung sechs verschiedener
immunzytochemischer Marker zur Identifizierung maligner Zellen in Erglissen untersucht zum Zweck der
Lokalisation bislang klinisch unbekannter Primartumoren (CUP).

Analysiert wurde eine Kohorte von 180 Patienten mit tumorzellhaltigen serésen Korperhohlenergiissen (118
Pleura-, 53 Peritoneal- und 9 Perikarderglisse), welche den Routine-Einsendungen des Institutes fur
Cytopathologie der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf von November 2001 bis November 2003
entstammten.

Alle Ausstriche von Ergusssedimenten wurden zundchst nach Delaunay fixiert und nach Papanicolaou
gefarbt. Fur die immunzytochemischen Untersuchungen wurde ein von uns aufgestelltes Markerpanel,
bestehend aus sechs monoklonalen Antikérpern (CK5/6, CK7, CK20, CA 125, TTF1 und CDX2) verwendet.
Die ABC- (Avidin-Biotin-Komplex-) Methode wurde zur Sichtbarmachung der immunologischen Reaktion
benutzt.

Aus den immunzytochemischen Ergebnissen unseres Markerpanels, retrospektiv ermittelt an der
Subkohorte1 (n=79) mit tumorzellhaltigen Ergiissen serdser Korperhéhlen mit bekannten Primarius,
etablierten wir basierend auf den haufigsten Markerexpressionskonstellationen (Anfarbepravalenz und
Score) einen Algorithmus zur diagnostischen Evaluation der immunzytochemischen Farbeergebnisse. In
einem nachsten Schritt untersuchten wir die Richtigkeit des zuvor aufgestellten Algorithmus, indem wir die
Subkohorte 2 (n=101) mit tumorzellhaltigen Ergissen serdser Koérperhéhlen mit unbekanntem Primarius
einer prospektiven Evaluation der diagnostischen Treffsicherheit unterzogen. Mit Hilfe des diagnostischen
Algorithmus konnten wir eine Genauigkeit der Primartumor-ldentifizierung von 85,1% erreichen, d.h. dass
wir in 86 von 101 ,CUP-Fallen den Primartumor korrekt identifizieren konnten. Hierbei erzielten wir fir die
zwei haufigsten Primarii des Ovars und der Lunge Treffsicherheiten von 94,8% und 87,9%. Ein detailliertes
klinisches- bzw. histologisches Follow-up aller Falle kontrollierte die Richtigkeit der durch den
diagnostischen Algorithmus getroffenen Primartumorlokalisationen. Die in unserem Markerpanel
zusammengestellten sechs monoklonalen Marker haben sich fur die Identifikation von
Karzinommetastasen mit unbekanntem Primartumor (CUP) als geeignet erwiesen. Hierbei traten die
Marker TTF1 und CDX2 als organspezifische Tumormarker hervor.

MaRzahlen diagnostischer Treffsicherheit des Markers TTF1 fir das Identifizieren von Zellen eines

metastasierenden Lungenkarzinoms (ermittelt anhand der Daten der Gesamtkohorte n=180
(Schwellenwert: Score = 3)) sind:

*  Sensitivitat: 63,8%

*  Spezifitat: 97,5%

*  Positiver Pradiktionswert: 95,7%

*  Negativer Pradiktionswert: 85%

*  Gesamttreffsicherheit: 86,6%

MaRzahlen diagnostischer Treffsicherheit des Markers CDX2 fir das Identifizieren von Zellen eines
metastasierenden Kolonkarzinoms (ermittelt anhand der Daten der Gesamtkohorte n=180 (in Abhangigkeit
des benutzten Schwellenwert: Score 0/Score 1) sind:

*  Sensitivitat: 87,5% 62,5%
*  Spezifitat: 75,6% 97,1%
*  Positiver Pradiktionswert: 14,1% 50%
*  Negativer Pradiktionswert: 99% 95%
*  Gesamttreffsicherheit: 76,1% 96,1%

Aus unseren Ergebnissen resultiert, dass der Einsatz der Immunzytochemie unter Verwendung des von
uns zusammengestellten Markerpanels und des aufgestellten Algorithmus zur diagnostischen Interpretation
der immunzytochemischen Farbeergebnisse sich als adjuvante Methode zur Identifizierung des
Primartumors klinisch unbekannter Herkunft an Tumorzellen seréser Korperhohlenerglissen in der
zytologischen Routinediagnostik eignet. In 85,1% der Falle wurde der Primartumorsitz korrekt identifiziert.
Die Methode der diagnostischen Immunzytochemie ist ohne Umstellung der Routineablaufe optimal in die
Diagnostik integrierbar. Sie stellt somit einen Fortschritt gegeniiber der bisher vorherrschenden alleinigen
zytologischen Untersuchung dar und erspart unter Umstanden eine verzogerte klinische Diagnose mit oft
unndtigen, invasiven und teuren weiteren Untersuchungsverfahren sowie inadaquate oder unterbliebene
Therapien. Die Immunzytochemie leistet einen wertvollen klinisch relevanten Beitrag zur Erhéhung der
Treffsicherheit von zytologischen Diagnosen an Kérperhdhlenergiissen.
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