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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In der internationalen Fachliteratur gibt es nur sparliche Aussagen (iber den Einfluss
immunzytochemischer Untersuchungsmethoden auf die Treffsicherheit der Perikard-
ergusszytologie. Daher ist es Ziel dieser Arbeit den immunzytochemischen Einfluss an einem
aussagekraftigen Patientenkollektiv zu untersuchen und auRerdem die spezifischen Atiologien
sowohl der benignen als auch malignen Erglisse darzustellen.

Hierzu fand eine retrospektive Analyse von Perikardergilissen der Jahre 2002 bis 2011 statt. Die
Gesamtzahl der in diesem Zeitraum punktierten und konventionell zytologisch untersuchten
Patienten belief sich auf 456, dabei wurden die Proben von 84 Patienten immunzytochemisch
weiter untersucht (=18,4%). Von den 84 Patienten erflllten sechs die Einschlusskriterien fiir
das Follow-Up nicht, da die Datenerhebung in den liberweisenden Krankenh&dusern und Praxen
erfolglos blieb; bei zwei weiteren Patienten waren fiir eine immunzytochemische Analyse zu
wenige Zellen vorhanden. Die Gesamtzahl der in der vorliegenden Studie eingeschlossenen
Patienten belduft sich somit auf 76 Patienten, von denen 79 Proben untersucht wurden.
AuBerdem wurde im Rahmen der Studie bei drei Patienten nachtragliche Untersuchungen
bzw. Betrachtungen vorgenommen, nachdem die zur originalen Diagnostik durchgefiihrten
immunzytochemischen Farbungen teilweise zum klinischen Verlauf diskrepante Ergebnisse
erbracht hatten. Bei der Verwendung der Immunzytochemie kommen zwei grundsatzliche
Konstellationen zutragen:

Zum einen gibt es Falle (n=29), bei denen man Tumorzellen fiir moglich hélt, aber sie
konventionell-zytologisch nicht beweisen kann; hier wird die Immunzytochemie zum Beweis
oder Ausschluss von Tumorzellen eingesetzt. Ublicherweise geschieht dies durch die
Anwendung der immunzytochemischen Marker BerEP4 und HEA 125. In diesem Kollektiv
konnte fur die Immunzytochemie eine Sensitivitdit von 87,5% und Spezifitdit von 69,2%
ermittelt werden. Die Gesamttreffsicherheit erzielte einen Wert von 79,3%. Die Sensitivitat
konnte somit um 43,7 und die Gesamttreffsicherheit um 17,2 Prozentpunkte gegeniiber der
konventionellen Diagnostik angehoben werden. Dariiber hinaus wurden 19 Félle, die
zytologisch als ,,zweifelhaft” eingestuft worden waren, isoliert betrachtet. Von den 19 Fillen
erwiesen sich im Follow-Up 10 als tatsachlich ,negativ“, 9 Falle als ,positiv’. Von den 9
malignen Erglissen wurden durch immunzytochemische Marker 8 Proben als ,,positiv” erkannt.
Insgesamt ergab sich daraus fiir die adjuvante Diagnostik eine Sensitivitdt von 88,9% und
Spezifitat von 80%. Die Gesamttreffsicherheit betragt 84,2 %.

Zum anderen gibt es Falle (n=47), bei denen Tumorzellen sicher sind, der Kliniker sich aber
Gewissheit Uber den Primarius verschaffen moéchte. Bei klinisch bestehendem Verdacht auf
einen Primartumor kdénnen hier relativ spezifische Marker angewandt werden. Liegt ein Cancer
of unknown primary (CUP) vor, so ist ein breiterer Markereinsatz indiziert.

Innerhalb dieser Subkohorte konnte zu 89,4% eine richtige Typisierung vorgenommen werden,
dabei wurden 96,7% aller Bronchialkarzinome (n=30) richtig typisiert. Fir die drei haufigsten
Primarii  (Bronchialkarzinome, Mammakarzinome und Mesotheliome) konnte eine
Treffsicherheit von 97,2% erzielt werden.

Betrachtet man die Atiologie, konnte gezeigt werden, dass 82% der Perikardergiisse durch
sekundare Neoplasien entstanden sind. Dabei erwies sich im Gesamtkollektiv die Lunge mit
56,5%, gefolgt von Mamma mit 14,5% und Mesotheliomen mit 6,5% als die drei haufigsten
Primarii.

Aus den Ergebnissen resultiert, dass sich der Einsatz der Immunzytochemie als adjuvante
Methode sowohl zur Bestimmung der Dignitdt eines Perikardergusses und zur weiteren
Abkldarung zytodiagnostisch ,zweifelhafter” Falle als auch zur Identifizierung eines
Primartumors eignet. Die Immunzytochemie ist ein klinisch bedeutsamer Gewinn zur Erhéhung
der Treffsicherheit der Perikardergusszytologie.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Einflihrung

Die Perikardhohle, das Peritoneum und die Pleura sind voneinander getrennte
Spaltrdaume, deren gemeinsames Charakteristikum die Auskleidung durch die Tunica
Serosa ist (Aumiiller, 2010). Bei vielen benignen sowie malignen Grunderkrankungen
kann es zu Flissigkeitsansammlungen in einer oder mehreren dieser Kérperhdhlen
kommen, dabei handelt es sich stets um pathologische Akkumulationen. Pleuraergiisse
treten, gefolgt von Aszites und Perikarderglissen, am haufigsten auf.

Innerhalb der Gruppe der Perikardergilisse finden sich als Ursache Gberdurchschnittlich
haufig maligne Tumoren, da (im Unterschied zu Aszites-und Pleuraergiissen) Perikard-
ergisse im Rahmen hamodynamischer Erkrankungen oder Entziindungen
vergleichsweise seltener vorkommen. Insofern ist jeder Perikarderguss so lange
malignitatsverdachtig bis das Gegenteil bewiesen ist.

Primdre vom Perikard ausgehende Neoplasien sind zum GroRteil benigner Natur und
treten zudem sehr sporadisch auf (Burazor et al., 2013; Pinto, 1986; Reynen et al.,
2004). Zu ihnen zdhlen Lipome, Hamangiome, Mesotheliome, Myxome sowie
Teratome (Burazor et al., 2013; Hossfeld, 1988; Reynen, 1995a; Smith, 1986). Des
Ofteren treten sekundire Neoplasien auf. Neben den malignen Melanomen, die zahl-
reich Herzmetastasen bilden, finden sich vielfach Bronchial- (34-76%) und
Mammakarzinome (10-17%) als Ausgangsbasis (Dequanter et al., 2008; Fiala &
Schneider, 1982; Gornik et al., 2005; Jeong et al., 2012; Kim et al., 2010; Maisch et al.,
2010; Reynen, 1995b). Bei metastatischen Vorgangen am Herzen ist am haufigsten das
Perikard betroffen (Press & Livingston, 1987), gefolgt vom Myokard. Primartumoren
des Herzens, die rein formal auf das Perikard Ubergreifen konnen, sind so selten, dass
sie klinisch im Grunde keine Rolle spielen.

Nach Angaben des statistischen Bundesamts waren im Jahre 2011 Erkrankungen des
Kreislaufsystems mit 40,2% die haufigste Todesursache in der Bundesrepublik
Deutschland. Danach folgen mit 26% der Sterbefdlle maligne Entartungen, Manner

sind hierbei etwas zahlreicher betroffen als Frauen (Statistisches-Bundesamt, 2012).
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Diese statistische Auswertung der Todesursachen in Deutschland zeigt, wie wichtig die
friihzeitige Diagnostik und Abkldrung der Dignitdt von Perikardergissen ist. Als eine
der wertvollsten diagnostischen Methoden ist hierbei die Ergusszytologie samt
adjuvanten Methoden zu nennen. Durch sie kann die Dignitat eines Ergusses bestimmt
werden; ferner kann im Tumorfall versucht werden, durch anschlieRende
Immunzytochemie bei sekunddren Neoplasien den Primarius zu ermitteln bzw.
zumindest Aussagen zum Tumortypus zu treffen. Laut Bedrossian (1994) liefert in 45%
aller malignen Erglisse die Zytodiagnostik den ersten Hinweis auf den Primartumor. Flr
eine kurative Tumortherapie ist die Tumortypisierung von entscheidender Bedeutung.
Denn adjuvante Therapieansatze in Form von Chemo- oder Radiochemotherapien,
gegeben falls mit weiteren onkologischen Therapiekomponenten kombiniert, unter-
scheiden sich expressis verbis von Primarius zu Primarius. Patienten mit neoplastischen
Perikarderglissen weisen zudem eine weitaus schlechtere Prognose auf, weil sich die
Ergussbildung meist als Spatmanifestation einer malignen Grunderkrankung darstellt
(Jeong et al., 2012; Refaat & Katz, 2011). Die Falle metastasierter Malignome, deren
Herkunft trotz aller diagnostischen Bemihungen disputabel bleibt, werden dem ,,CUP-
Syndrom*“ (,,Cancer of unknown primary“) zugeordnet. Laut Statistischem Bundesamt
lag im Jahr 2003 das CUP-Syndrom auf Platz acht der haufigsten tumorbedingten
Todesfdlle in Deutschland (Seeber, 2007). Bei benignen Erglissen kann eine
Ergussanalyse sowohl auf die Grunderkrankung Hinweise geben als auch
Anhaltspunkte fiir die Therapie liefern.

Auf Grund der klinischen Bedeutung spielen die Treffsicherheit der Zytologie sowie der
Einsatz adjuvanter Methoden eine groRe Rolle (Jambhekar et al., 2008). Der
diagnostische Wert der Immunzytochemie im Sinne einer adjuvanten Methode ist fir
die ldentifizierung von neoplastischen Zellen in Erglissen serdéser Hohlen in der
Literatur bereits hervorgehoben worden (C. W. Bedrossian, 1998; Dalquen, 1986; Lee
et al, 1996; M. R. Mason et al.,, 1987; Silverman et al., 1987). Der Einsatz der
Immunzytochemie bei Perikardergiissen nimmt (wie bereits dargestellt) innerhalb der
Erglisse seroser Hohlen eine separate Stellung ein, was in der medizinischen Literatur

jedoch bislang sparlich untersucht worden ist.
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1.2 Perikardergiisse

1.2.1 Anatomie und Physiologie

Das Herz hat als wichtigstes Organ des menschlichen Korpers die Aufgabe, Blut (iber
den Herz-Lungen-Kreislauf zu den Lungenfligeln und tber den Kérper-Kreislauf in die
Peripherie zu den einzelnen Organen zu befordern. Auf diese Weise versorgt es den
gesamten Organismus mit lebensnotwendigen Sauer- und Nahrstoffen (Moll K. J,,
2006).

Lokalisiert ist das Herz im Thorax zwischen den beiden Lungenflligeln. Dabei liegt circa
zwei Drittel seines Volumens in der linken und ein Drittel in der rechten Korperhalfte.
Umgeben ist das Herz dabei vom Perikard, von diesem werden es und die Urspriinge
der groRen GefdalRe umschlossen. Das Perikard besteht aus einer fibrésen Schicht, dem
Pericardium fibrosum und einer serésen Schicht, dem Pericardium serosum. Letzteres
besteht wiederum (wie alle ser6sen Haute) aus einem parietalen und einem viszeralen
Blatt, zwischen diesen beiden Blattern formiert sich der Perikardspalt (Moll K. J., 2006).
Das viszerale Blatt besteht aus einer einzelnen Lage mesothelialer Zellen und liegt dem
Herzen bzw. dem epikardialen Fettgewebe unmittelbar auf (Erdmann, 2007). Diese
Zellschicht sorgt fur die Produktion der perikardialen Flissigkeit, die physiologischer
Weise ein Volumen von 15 bis 50 ml misst und ein Ultrafiltrat mit einem Proteingehalt
von 1,7-3,5 g/dl und einem kolloid-osmotischem Druck von ungefahr 25% des Serums
darstellt (Berglund et al., 1955; Erdmann, 2007; Hossfeld, 1988; McKenna et al., 1985).
Auf diese Weise wird ein direkter Kontakt des permanent schlagenden Herzens mit
benachbarten Strukturen inhibiert, hieraus resultiert eine Reduzierung des
Reibungswiderstands und Minimierung der Reibungsverluste. Zuséatzlich wird das Herz
durch die Verbindung des Perikards mit dem Diaphragma und der Pleura fixiert,
dadurch befindet sich das Herz in einer stetigen Position im Thorax (Erdmann, 2007).
Auf diese Weise werden Funktionseinschrankungen durch etwaige Lagednderung des
Kérpers verhindert. Eine Uberdehnung des Herzens bei starker korperlicher
Beanspruchung wird durch die kaum dehnbare bindegewebige Struktur des Perikards
verhindert (Erdmann, 2011; Holt, 1970; Shabetai et al., 1979). Darliber hinaus

Ubernimmt das Perikard die Funktion einer immunologischen Schranke, denn es
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verhindert ein direktes Ubertreten von Entziindungen und Tumoren auf das Myokard

(Erdmann, 2011).

1.2.2 Atiologie und Pathogenese der Ergussbildung

Perikardergiisse sind, wie eingangs bereits erwahnt, pathologische Akkumulationen,
bei denen das physiologische Flissigkeitsvolumen von 15 bis 50 ml (Hombach, 2009)
Uberschritten wird. Eine Vielzahl verschiedener Umstande und mehr als fiinfzig
verschiedene Erkrankungen (Bocking et al., 2000; Burazor et al., 2013) kénnen
ursachlich fiir die Entstehung von Perikardergiissen sein, dabei sind entziindliche (z.B.
Tuberkulose) und tumordse sowie systemische (z.B. Niereninsuffizienz) und hydro-
statische (z.B. Linksherzinsuffizienz) Vorgange zu unterscheiden (Tabelle 1). Einfluss auf
die hydrostatische Komponente hat die Versorgung des Perikards, diese ist eine auf
toxische Abbauprodukte sowie Stérungen des hydrostatischen und onkotischen Drucks
empfindlich reagierende Endstrombahn (Thimmler et al., 1999). Aullerdem treten
idiopathische Erglisse auf, die eine Ausschlussdiagnose darstellen. Gemeint sind
Erglisse, die ohne erkennbare Grunderkrankung auftreten, also nicht auf einen

bekannten Pathomechanismus zuriickgefiihrt werden kénnen.

Tabelle 1: Atiologie der Ergiisse serdser Kérperhohlen, modifiziert nach (Abdallah & Atar, 2014;
Bocking et al., 2000).

Systemisch Tumoren Entziindungen Stauungen Traumatisch
Niereninsuffizienz | Sarkomatosen Tuberkulose Herzinsuffizienz | Thoraxtrauma
Radiatio Karzinosen Syphillis links
Zytostatika Leukdamie Perikarditis:
Uramie Maligne bakteriell, viral,

Mesotheliome fungal, parasitar

Maligne Myokarditis

Lymphome Herzinfarkt

Die Perikardergiisse lassen sich hinsichtlich ihrer Genese in zwei Gruppen einteilen:
Zum einen in ,,tumorzell-negative” und zum anderen in ,,tumorzell-positive” Ergisse.

In der Gruppe der malignen Perikardergisse sind Primartumoren jedoch sehr selten,
viel zahlreicher sind sekundare Neoplasien des Perikards (Maisch et al., 2004,

McKenna et al., 1985; Prichard, 1951; Reynen, 1996). Metastasierungen des Herzens
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werden in etwa 3-4% aller Autopsien und bei 15-21% der Autopsien von Patienten mit
malignen Grunderkrankungen nachgewiesen (Bisel et al., 1953; DeCamp et al., 1997;
Lockwood & Broghamer, 1980), wobei laut einer Studie von Press und Livingston
(1987) zu 70% das Perikard mitbetroffen ist. Die Metastasen konnen sowohl
hamatogen oder lymphatisch aber auch direkt durch eine enge Lagebeziehung
entstehen. Das Auftreten von perikardialen Metastasen scheint sich durch die stetig
verbesserten Therapieansitze und steigende Uberlebenszeit zu potenzieren (Fiala &
Schneider, 1982; Maisch et al., 2010). Dabei ist die Wahrscheinlichkeit einer
Metastasierung von dem jeweiligen Primarius bestimmt, bei malignen Melanomen und
bei Leukdamie liegt die Inzidenz einer Herzmetastasierung bei 56,6% bzw. 47,5% (Fiala
& Schneider, 1982). Die haufigsten Metastasen gehen jedoch aufgrund der
Topographie und Lagebeziehung von Brust und Lunge aus (Dequanter et al., 2008;
Hancock, 1990; Jeong et al., 2012; Lam et al., 1993). Das ergaben bereits Studien in
den 50er-Jahren des zwanzigsten Jahrhunderts (Goudie, 1955; Young & Goldman,
1954). Es soll erreicht werden, die Karzinose im Frithstadium zu entdecken. Uberleben
des Patienten und die Prognose hiangen mafigeblich vom Zeitpunkt der Erstdiagnose
ab. Uberdies ist die Aussicht auf Heilerfolg umso groRer je frither eine qualifizierte
spezifische Therapie durchgefiihrt wird (Seeber, 2007). Als Resultat des perikardialen
Tumorbefalls kommt es durch Irritationen der Tunica Serosa zu einer gesteigerten
Produktion von Flissigkeit. Konsekutiv akkumuliert diese Flissigkeit durch
Obliterationen der Venen und Lymphgefalle, sodass es bei der lymphatischen Drainage
des Perikards zu einem Ungleichgewicht zwischen der kapillaren Filtration und des
osmotischen Drucks kommt (Hossfeld, 1988; Miller, 1970; Miller, Jain, et al., 1971;
Miller, Pick, et al., 1971).

Innerhalb der ,tumorzell-negativen” Erglisse ist neben den entziindlichen,
systemischen und hydrostatischen, auch die betrachtliche Gruppe der idiopathischen
Erglisse zu finden (Abdallah & Atar, 2014; Fernandes et al., 1998; Rashed et al., 2007).
Dieses oft sehr groRe Kollektiv stellt in vielen Fallen eine unbefriedigende
Ausschlussdiagnose am Ende der diagnostischen Kette dar. Des Weiteren wird in
einigen US-amerikanischen Studien das HI-Virus als Ursache fiir Erglisse diskutiert

(Gouny et al.,, 1998). In einigen dieser Studien wurde das AIDS (Acquired Immune
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Deficiency Syndrome) in bis zu 35% der Ergisse als ursachlich angesehen (Kwan et al.,
1993). In europdischen Studien konnte diese Theorie bislang nicht belegt werden.

Bei langsamer Entstehung bleibt der Perikarderguss in vielen Fallen asymptomatisch
(Halfdanarson et al., 2006), dabei kann sich eine Fliissigkeitsmenge von bis zu 2000 ml
ansammeln. Bei schnellen intraperikardialen Druckerhéhungen kann bereits ein
Flissigkeitsvolumen von 80 bis 200 ml zu Beschwerden und ausgepragten
hdamorheologischen Effekten fiihren (Saito et al., 2008). Wird der intraperikardiale
Druck hoéher als die diastolische Fillung der beiden Ventrikel, kommt es zu einer
Kompression sowohl des rechten Vorhofs als auch Ventrikels und damit zu einer
Verminderung des Schlagvolumens des Herzens (Erdmann, 2011; Holt et al., 1960;
Hossfeld, 1988). Sodann liegt eine Perikardtamponade vor. Die Abnahme des
Schlagvolumens resultiert laut Erdmann (2011) auf Grund einer adrenergen
Gegenregulation in einem konsekutiven Anstieg der Herzfrequenz und eine Erhdhung
der Ejektionsfraktion. Der peripherarterielle Widerstand nimmt zu, dadurch kann der
systemische Blutdruck bei verminderter Auswurfleistung des Herzens voriibergehend
stabil bleiben. Bei einer persistierenden Tamponade kommt es zu einem
Zusammenbruch dieser Kompensationsmechanismen. Die hierdurch beglinstigte
Minderperfusion der Organe kann zu einer reversiblen oder irreversiblen ischamischen
Schadigung fihren (Erdmann, 2011).

Bei Flissigkeitsansammlungen in serésen Korperhohlen wird zumeist eine klinische
Unterteilung in Transsudat und Exsudat vorgenommen (Light, 1997), in einigen Fallen
werden zusatzlich neoplastisch bedingte Erglisse unterschieden (Van Haam, 1977). Der
Beurteilung von Freudenberg et al.,, der zur Folge mehr als 40% aller Erglisse
malignombedingt sind und 70% der Exsudate durch maligne Tumoren versursacht
werden, ist seine Empfehlung geschuldet bei Erglissen zweifelhafter Ursache eine
zytologische Untersuchung der Ergussflissigkeiten - insbesondere der Exsudat-

flissigkeiten - durchzufiihren (Freudenberg et al., 2002).
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Abb. 1: Verteilung der Haufigkeiten bezogen auf das Perikard hinsichtlich Transsudate, Exsudate
sowie neoplastischen Ergiissen (Van Haam, 1977).

Transsudate: Diese zell- und eiweilRarmen Flissigkeitsansammlungen entstehen bei
Stauungen, wie sie z.B. im Zuge einer Herzinsuffizienz, portalen Hypertension oder
Niereninsuffizienz vorkommen kdnnen. Folglich kommt es zu einer Stérung des Gleich-
gewichts zwischen dem onkotischen und hydrostatischen Druck. In der Gruppe der

Perikarderglisse nehmen sie laut van Haam (1977) einen Anteil von 40% ein (s. Abb. 1).

Exsudate: Diese zell- und eiweilreichen Flissigkeitsansammlungen entstehen, wenn
es auf Grund von Entziindungen zu einer gesteigerten kapillaren Permeabilitat fir
Zellen und Proteine kommt. Bei Perikarderglissen nehmen sie einen Anteil von 36% ein
(s. Abb. 1). Beispiele fiir entziindliche Prozesse, die auch bei dem dieser Arbeit
zugrundeliegendem Patientenkollektiv vorliegen, sind z.B. Perikarditis oder
Tuberkulose. Allerdings kann es auch durch tumordse Verdanderungen zu Lymph-
abflussbehinderungen und somit zur Bildung eines Exsudates kommen. Laut
Freudenberg sind 70% der Exsudate durch bosartige Tumoren versursacht, daher
verlangt ein Exsudat immer eine weitere diagnostische Abklarung (Freudenberg et al.,

2002).

1.2.3 Klinik und Diagnostik

Die Diagnose eines Perikardergusses erfolgt aus der Kombination von kérperlicher

Untersuchung, Echokardiographie, Elektrokardiographie, Computertomographie,
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Magnetresonanztomographie sowie Thoraxrontgenaufnahmen. Die Dignitat des
Ergusses kann jedoch abschliefend nur durch ein Punktat oder Perikardbiopsat geklart
werden. Die Perikardpunktion ist in diesem Fall als minimalinvasive, diagnostische -
aber auch als therapeutische Intervention - zu werten, da auf diese Weise eine

Dekompression des Herzens erfolgt.

Anamnese & klinische Untersuchung

Die Anamnese zielt auf die Erfragung bestehender Vorerkrankungen,
Medikamentierung (Immunsuppresiva) und erfolgter Vorbehandlungen (z.B. Chemo-
therapie, Radiatio) hin, denn diese konnen einen Hinweis auf die Herkunft des
aktuellen Beschwerdebildes geben. Im weiteren Verlauf gibt eine grindliche
korperliche Untersuchung weiteren Aufschluss Uber das Krankheitsbild. Wahrend
schnell auftretende und groRvolumige Erglisse zu 81% mit Dyspnoe, 48% mit Husten
und 26% mit Thoraxschmerzen einhergehen (vgl. Tabelle 2), konnen kleinvolumige
oder langsam entstehende Perikarderglisse asymptomatische bleiben (Refaat & Katz,
2011). Nach einer Zusammenstellung der Daten aus der Literatur weisen 78% der
Patienten mit kardialen und 68% der Patienten mit perikardialen Metastasierungen
keine der genannten Symptome auf (Hossfeld, 1988).

Tabelle 2: Relative Haufigkeit verschiedener Symptome bei Patienten mit malignem Perikarderguss
(Hossfeld, 1988).

Symptome Haufigkeit Prozent (%)
Dyspnoe 273/335 81
Husten 95/199 48
Orthopnoe 49/187 26
Thoraxschmerz 64/248 26
Allgemeine Schwiache 33/158 21
Dysphagie 10/55 18
Schwindel 2/16 13
Palpitationen 9/175 5
Synkope 4/93 4

Im Falle einer bestehenden Perikardtamponade zeigt sich eine typische Hals-
venenstauung, Tachykardie, Tachypnoe und Pulsus paradoxus. Bei hypovolamischen

Patienten mit einer Perikardtamponade kann allerdings das weisende Anzeichen einer
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Venenstauung fehlen (Erdmann, 2011; Wilkes et al., 1995). Nach Guberman et al.

zeigen sich folgende Symptome bei einer Herztamponade (Guberman et al., 1981):

Tabelle 3: Klinische Symptome einer Herztamponade (Guberman et al., 1981).

Symptome Haufigkeit in %
Erhohter jugularvenoser Druck 100%

Pulsus paradoxus 98%
Atemfrequenz >20/min 80%
Herzfrequenz > 100/min 77%

Systol. Blutdruck < 100 mmHG 64%
Abgeschwachte Herztone 34%
Perikardreiben 29%

Elektr. Alternans (P, QRS, T) 20%

Elektrokardiographie

Die Elektrokardiographie ist das schwachste Element der Diagnostik. Hinweisend auf
eine Tamponade ist neben einer Tachykardie ein zu beobachtender elektrischer
Alternans der R-Zacke, der maRgeblich durch eine Pendelbewegung des Herzens mit

halber Herzfrequenz entsteht (Erdmann, 2011; Mewis, 2004; Ristic et al., 2005).

Laborparameter

Die gangigen Laborparameter, wie groRes Blutbild, Gerinnungswerte, Elektrolyte und
Nierenparameter werden bei jedem Patienten routinemaRig erhoben. Auf Grundlage
der Punktionsflissigkeit sollte der Hamoglobin-, Cholesterin-, Glukose- und Protein-
gehalt bestimmt werden sowie eine mikrobiologische Testung erfolgen (Burchardi et

al., 2008; Karatolios & Maisch, 2007; Mewis, 2004).

Bildgebende Diagnostik

Im Rontgenthorax ist eine VergroRerung des Herzschattens erst ab einem Erguss von
250 ml und mehr ersichtlich (Erdmann, 2011). Zeigt sich jedoch ein klares Lungenfeld,
so ist dies ein wichtiger differentialdiagnostischer Hinweis einer Linksherzinsuffizienz
(Battegay, 2013). Fir eine dreidimensionale Diagnostik stehen die Computer-
tomographie und die Magnetresonanztomographie zur Verfligung. Durch diese

Diagnostik ist auch eine Beurteilung der Nachbarstrukturen gewahrleistet, zusatzlich
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ist bei der Computertomographie der Einsatz von Kontrastmitteln bei Bedarf moglich
(Harries et al., 1998; Rajiah, 2011; Reynen et al., 2004).

Das diagnostische Mittel der ersten Wahl ist auch heute noch die Echokardiographie.
Sie eignet sich aufgrund der tiberschaubaren, schnellen und vor allem nichtinvasiven
Methode zur Erkennung und Verlaufskontrolle (Berg et al., 1997; Erdmann, 2011;
Kutalek et al., 1985). Wie schon Ende der 70er Jahre des 20. Jahrhunderts erfolgen
Diagnose, Lokalisation und Bestimmung der GroRe des Ergusses standardisiert

echokardiografisch (Friedman et al., 1979; Imazio et al., 2010).

Zytologische Diagnostik

Ein weiteres potentes Diagnostikum stellt die zytologische Untersuchung dar (Talreja
et al., 2008). Im Rahmen der echokardiographiegesteuerten Perikardpunktion werden
die Zellen durch Erzeugung von Unterdruck in die Nadel aspiriert, wobei eine
Provokation von Fernmetastasen durch verschleppte maligne Zellen nicht zu
befurchten ist (Dietrich, 2011; Tsang et al., 2002). Dieser minimal-invasive Eingriff ist
ambulant durchfihrbar (Motherby, Kube, et al., 1999). Fir zytologische
Untersuchungen ist ein Volumen von mindestens 50-100 ml vom tiefsten Punkt der
Perikardhohle erforderlich. Auf diese Weise kann die diagnostische Treffsicherheit
optimiert werden, da sie stark von der Menge des Untersuchungsmaterials und der
Zellkonzentration abhangt (Bocking et al., 2000; Leff et al., 1978).

An adjuvanten Methoden in der zytologischen Diagnostik, mit welchen man die
Treffsicherheit verbessern mochte, stehen die Immunzytochemie, die Gegenstand
dieser Arbeit ist, zur Verfligung, ferner die DNA-Bildzytometrie (Rodriguez de Castro et
al., 1994), Spezialfairbungen wie die AgNOR-Analyse (Carrillo et al., 1994), die
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung und alle PCR-basierten molekularen Untersuchungs-
methoden. Wéhrend die Sensitivitdt der konventionellen zytologischen Diagnostik fir
die Detektion von malignen Zellen in Erglssen seréser Hohlen im Mittel 60% betragt,
wie sich in einer Literaturiibersicht von sechs Studien mit Gber 6000 Patienten
herausstellte (Spriggs, 1989), lasst sie sich bei weitergehend gleichbleibender Spezifitat

die Sensitivitat durch adjuvante Methoden teils deutlich erhéhen (vgl. Kapitel 1.3).
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1.2.4 Therapie

Primar richtet sich die Behandlung eines Perikardergusses nach dem Ausmald der
hamodynamischen Obstruktion und erst sekundar nach der atiologischen Krankheit
(Erdmann, 2011). Bei hamodynamisch relevanten Perikardergiissen ist die Punktion im
Sinne einer therapeutischen Intervention angezeigt. Bei Verdacht auf eine maligne
oder infektiose Ursachlichkeit sollte die Punktion zu diagnostischen Zwecken
(laborchemische, zytologischen, mikrobiologische Diagnostik) und zur
Therapieausrichtung erfolgen (Erdmann, 2011; Imazio et al, 2010). Die
Perikardiozentese erfolgt dann unter echokardiographischer Kontrolle (Gyr, 2003), um
Komplikationen, wie z.B. Verletzung des Myokards oder eines Pneumothorax zu
vermeiden (Burchardi et al., 2008; Vaitkus et al., 1994). Komplikationen bei Punktion
sind heutzutage gering. Laut Studien liegt die Erfolgsrate bei bis zu 99%, wahrend die
haufigsten Risiken, wie Punktion des rechten Ventrikels (3-10%), Pneumothorax (1-
2%), Schock (<1%) und ventrikulare Arrhythmien als gering einzustufen sind (Krikorian
& Hancock, 1978; Permanyer-Miralda et al., 1985; Tsang et al., 1998; Vayre et al.,
1998; Wong et al., 1979). Dabei ist neben der Aspiration der Fliissigkeit auch die
Moglichkeit gegeben den intraperikardialen Druck zu messen. Wie im vorherigen
Kapitel bereits erwahnt, ist auf den richtigen Entnahmeort sowie die korrekte
Entnahmemenge akkurat zu achten. In einer Studie aus den 50er Jahren des 20.
Jahrhunderts wird die Perikardpunktion bereits als beste Behandlungsform genannt,
weil durch die folgende zytopathologische Untersuchung des gewonnenen Materials
die Diagnose, Therapie und Prognose entscheidend positiv beeinflusst werden kann
(Kotte & McGuire, 1951). Auch neuere Studien schlieRen sich dieser Einschatzung an
(Apodaca-Cruz et al., 2010; Berg et al., 1997). Die zusatzliche intraperikardiale
Verabreichung von Tetracyclin bzw. Doxycyclin erwies sich ebenfalls als sehr wirksam
(Davis et al., 1984; Salamon et al., 1989). Es ist des Weiteren unbedingt erforderlich,
die jeweilige Grunderkrankung zu therapieren, um rezidivierende Ergilisse zu
vermeiden. Die pleuroperikardiale oder peritoperikardiale Fensterung, sowie die
verschiedenen Formen der Perikardiotomie, sind nur bei den therapierefraktaren

Rezidiven indiziert (Seeber, 2007).
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Im Falle maligner Perikarderglisse ist es initial auBerordentlich wichtig, hamo-
dynamische Obstruktion des Ergusses moglichst minimal zu halten und eine
Perikardtamponade abzuwehren. Gelingt dies, richtet sich die Prognose bei den
erkrankten Patienten nach der ursdachlichen Karzinose und der Effizienz einer
sachgerechten, tumorspezifischen Behandlung (Seeber, 2007). Die Therapie umfasst
abhangig vom Primarmalignom auch die Strahlen- und Chemotherapie.

Die Prognose eines benignen oder malignen Perikardergusses ist in der Literatur nicht
eindeutig geklart, allerdings wird Uberwiegend die Auffassung vertreten, dass eine
Perikardbeteiligung sich meistens als Spatmanifestation einer Erkrankung und somit
als prognostisch ungiinstig darstellt (Goldman & Pearson, 1965; Kim et al., 2010; Ore et
al., 2013). Dem gegenliber beschreibt Garcia-Riego aber auch, dass in 48% der Falle der
Perikarderguss als Erstmanifestation einer malignen Erkrankung auftrat (Garcia-Riego

et al., 2001).

1.3 Zielsetzung

Die Untersuchung von Perikardflissigkeiten gehort zu den Routineanwendungen der
Zytopathologie, stellt aber (blicherweise im Vergleich zu den Féllen von Pleura-
flissigkeiten und Peritonealfliissigkeiten nur einen kleinen Anteil des Untersuchungs-
gutes dar. Da alle drei Arten von Flussigkeiten gleichartig technisch aufbereitet werden
und auch gleiche Morphologien aufweisen, werden sie in vielen Studien, die sich mit
der diagnostischen Wertigkeit der Zytopathologie befassen, gemeinsam betrachtet.
Dem gegeniber werden aber etwaige Spezifika jeder Flussigkeitsart karglich
beschrieben.

Die Sensitivitat der konventionellen zytologischen Diagnostik fiir die Detektion von
malignen Zellen in Ergiissen betragt laut einer Studie von Motherby (1999) - wie in
Tabelle 4 dargestellt - nur etwa 53%, die Gesamttreffsicherheit belduft sich auf 78,2%
(Bocking et al.,, 2000). Schwerpunkt der Studie war allerdings die pleurale
Ergussdiagnostik, aus der 213 von 312 Fallen (= 68,2%) stammten; perikardiale

FlUssigkeiten waren mit nur 7 Fallen (= 2,2%) kaum vertreten.
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Tabelle 4: Treffsicherheit der zytologischen Diagnostik der Ergiisse seréser Korperhohlen (Motherby,
1999), modifiziert nach (Bocking et al., 2000).

Treffsicherheit der zytologischen Diagnostik der Ergiisse seréser Kérperhohlen
(213 pleurale, 85 peritoneale, 7 perikardiale, 8 Lavagen)

Statistische Kennzahlen Treffsicherheit ohne adjuvante Methoden
in (%)

Sensitivitat 53,4

Spezifitat 93,3

Gesamttreffsicherheit 78,2

Klassifikationsgenauigkeit 84,6

Anteil zytologische unklarer Falle in % 8,7

Damit wurden an der Universitatsklinik Dusseldorf seinerzeit etwa die Werte erreicht,
die auch in einer Literaturibersicht von sechs Studien mit (ber 6000 Patienten
dokumentiert worden waren; dort belief sich die Sensitivitdt der konventionellen
zytologischen Diagnostik fiir den Nachweis von malignen Zellen in Ergilssen serdser
Hohlen im Mittel auf 60% (Spriggs, 1989). Speziell bei der Betrachtung der Perikard-
ergisse schwanken die Aussagen hinsichtlich eindeutiger Diagnosen der
Ergusszytologie, beginnend 26% (Corey et al., 1993) lber 84,6% (Posner et al., 1981)
bis hin zu einer erzielten Sensitivitat von 92% und Spezifitat von 100% in einer Studie
von Meyers et al. (1997).

Um die Sensitivitat der Untersuchung anzuheben, sollte nicht nur konventionell
zytologisch diagnostiziert werden, sondern auch unter Einbeziehung adjuvanter
Methoden. Zu diesen zdhlen neben konventionellen Spezialfairbungen (PAS,
Eisenfarbung etc.) die Immunzytochemie und die DNA-Zytometrie (Bocking, 1995),
ferner auch die Elektronenmikroskopie, die Zytogenetik und die AgNOR-Histochemie
(Pomjanski et al., 2001); der Zytopathologe verspricht sich hiervon eine signifikante
Erhhung der Treffsicherheit der Zytodiagnostik. Die Erh6hung der Treffsicherheit in
der Ergusszytologie durch die genannten adjuvanten Methoden wurde ebenfalls in
einigen Studien untersucht. So erforschte Shield et al. Marker zur Detektion von
Adenokarzinomen in serésen Erglssen, in seiner Studie konnten fiir einzelne Marker,
wie z.B. BerEp4, eine Sensitivitdit von 34% erzielt werden. Die Sensitivitdt von
untersuchten Markerkonstellationen belief sich auf bis zu 84% (Shield et al., 1994).
Ebenso zeigte sich in einer Studie zur Treffsicherheit der Ergusszytologie samt

adjuvanten Untersuchungsmethoden (beinhaltet Immunzytochemie und/oder DNA-
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Zytometrie) von Motherby et al (1999), dass sowohl eine Steigerung der Sensitivitat
von 53,4% auf 61% als auch eine Steigerung der Spezifitdit von 93,3% auf 99% zu
erzielen ist. Zudem gibt es eine Reihe von Arbeiten liber die Anwendung spezifischer
Antikorper fir die immunzytochemische ldentifizierung des jeweiligen Primartumors.
Folgende Primartumoren wurden dabei untersucht: das papillare Adenokarzinom des
Ovars (Guzman, Hilgarth, et al., 1988), das Mammakarzinom (Guzman, Costabel, et al.,
1988) sowie kleinzellige Karzinome der Lunge (Guzman et al., 1990). Die separate
Betrachtung eines einzelnen Markers besitzt jedoch haufig keine hinreichende
Aussagekraft, es bedarf daher der Reflexion des gesamten angewandten
Markerpanels.

In der hier vorliegenden Studie steht als alleinige adjuvante Methode die
Immunzytochemie von Perikardergiissen im Fokus. Sie ist die am Schwerpunkt fir
Cytopathologie an der Universitatsklinik Disseldorf bei Erglissen meist angewandte
adjuvante Methode. Bei ihrer Verwendung wiederum kommen zwei grundsatzliche
Konstellationen zutragen:

- Zum einen gibt es Félle, bei denen man Tumorzellen fir moglich hélt, aber sie
konventionell-zytologisch nicht beweisen kann; hier wird die Immunzytochemie
zum Beweis von Tumorzellen oder zu ihrem Ausschluss eingesetzt.

- Zum anderen gibt es Falle, bei denen Tumorzellen sicher sind, der Kliniker sich
aber gerne Sicherheit dartiber verschaffen mochte, welcher Primartumor zu
Grunde liegt. Bei klinisch bereits bestehendem Verdacht auf einen bestimmten
Primartumor oder bei zuvor bekanntem Primartumor kénnen hier spezifische
Marker oder -kombinationen angewandt werden. Liegt ein ,,Cancer of unknown
primary” (CUP) vor, so ist ein breiterer Markereinsatz sinnvoll und moglich.

Am Schwerpunkt Cytopathologie der Universitat Disseldorf wurden zwischen 2002
und 2011 an 595 Perikarderglissen Untersuchungen durchgefiihrt. Im Rahmen dieser
Dissertation soll aus dem zugrunde liegenden Kollektiv untersucht werden, in welchen
Fallen man mit immunzytochemischen Sonderverfahren eine eindeutige Diagnose bzw.
eine prazisierte Diagnose erreichen konnte bzw. nachtraglich noch erzielen kann. Dazu
wurde das Follow-Up der Patienten erhoben und retrospektiv auf die durchgefiihrte

Diagnostik bezogen.
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2 Material und Methode

2.1 Patientenkollektiv

2.1.1 Auswahl der Patientenpopulation

Die vorliegende Studie ist eine retrospektive Analyse von Perikarderglissen der Jahre
2002 bis 2011. Das Patientengut entstammte der Universitatsklinik Disseldorf und
kooperierenden Krankenhausern. Die Einsichtnahme in die Patientenbefunde erfolgte
am Schwerpunkt Cytopathologie der Universitatsklinik Disseldorf (Leiter: Prof. Dr. A.
Bocking [31.12.2009], Prof. Dr. S. Biesterfeld [Uberlappend seit 1.11.2009]), an dem
auch primar die Probenpraparation und die zytopathologische Diagnostik
vorgenommen wurden. AuBerdem wurden die klinischen Akten der Patienten bei den
zuweisenden Kliniken eingesehen.

Anhand der patientenbezogenen Daten wie Krankengeschichten, Konsilschreiben, den
Arztbriefen und der histologischen Befunde konnten die zytologischen Diagnhosen
Uberprift werden und eine klinische Aufarbeitung im Sinne eines Follow-Ups erfolgen,
ein Ethikvotum (Aktenzeichen 4165) liegt vor.

Die Gesamtzahl der in diesem Zeitraum punktierten Patienten belief sich auf 456,
dabei wurden die Proben von 84 Patienten immunzytochemisch weiter untersucht
(=18,4%). Nur auf diese bezog sich die Anwendung der im Folgenden genannten

Einschlusskriterien.

2.1.2 Einschlusskriterien

Von den 84 Patienten erfiillten sechs die Einschlusskriterien fir das Follow-Up nicht, da
die Datenerhebung in den tberweisenden Krankenhdusern und Praxen erfolglos blieb;
bei zwei weiteren Patienten waren flir eine immunzytochemische Auswertung zu
wenige Zellen vorhanden. Die Gesamtzahl der in der vorliegenden Studie ein-
geschlossenen Patienten belduft sich somit auf 76 Patienten, von denen 79 Proben

untersucht wurden. Diese wurden nach drei Modi untersucht:
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a) In 29 Proben, bei denen anamnestisch kein Tumorleiden bekannt war und/oder die
konventionelle Zytologie ein ,zweifelhaftes” Ergebnis erbrachte, erfolgte eine immun-
zytochemische Diagnostik zum Tumornachweis oder -ausschluss. Dies geschah
Ublicherweise durch Anwendung der immunzytochemischen Marker BerEP4 und HEA
125, die typischerweise epitheliale Antigene markieren, welche bei mesothelialen

Zellen nicht vorhanden sein sollten.

b) Ebenfalls untersucht wurden 47 Proben, bei denen anamnestisch ein Primadrtumor
bekannt war oder durch die konventionelle Zytologie bereits gesichert worden war. Bei
diesen Patienten wurde eine immunzytochemische Typisierung vorgenommen. Hierzu
wurden vorzugsweise Marker wie CK7, CK5/6, CK20 sowie TTF1 eingesetzt,

gelegentlich in Abhangigkeit von der Tumoranamnese auch andere (s. Kapitel 2.2.6).

c) Bei weiteren drei Proben erfolgten HER-2/neu-Bestimmungen und Hormon-
rezeptoranalysen. Bei zwei Patientinnen lag ein bekanntes Mammakarzinom vor, bei
einer Patientin der Kohorte wurde mit zusatzlichen Markern, wie CK 5,6,7,20, CA125,
CDX2, TTF1 und Mammaglobin zugleich der Primarius bestimmt. Bei dieser Art der
immunzytochemischen Untersuchung geht es nicht um die Bestimmung der Dignitat
eines Perikardergusses oder um die Feststellung des Primarius, vielmehr lasst sich bei
bestehendem Mammakarzinom durch die immunzytochemischen Ergebnisse eine
prognostische Aussage treffen. Zudem kann der Kliniker therapeutische Konsequenzen
aufgrund des Ergebnisses ziehen. Haben mehr als 10% der Tumorzellkerne fiir den
Ostrogen- und/oder fiir den Progesteronrezeptor ,positiv’ reagiert, ist von einem
,hormonrezeptorpositiven“ Ergebnis auszugehen. Wenn die Kernfarbbarkeit bei
beiden ganzlich fehlt, ist von einem ,,hormonrezeptornegativen” Ergebnis auszugehen
(Seeber, 2007). Fur die Therapie bedeutet dies, dass ,hormonrezeptorpositive”
Karzinome auf eine endokrine Therapie ansprechen, ,hormonrezeptornegative”
Karzinome jedoch nicht (Seeber, 2007). HER-2/neu (human-epidermal-growth-factor-
receptor-2) gehort zu der Gruppe der epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren, dabei
hat HER-2/neu Einfluss auf eine Vielzahl biologischer Prozesse, wie zum Beispiel die

Zellproliferation, Zelldifferenzierung sowie auf die Apoptose (Olayioye, 2001).
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2.1.3 Geschlechterverteilung

Bei den 76 Patienten handelt es sich um 39 weiblichen und 37 mannlichen
Geschlechts. Dies entspricht einer Geschlechtsverteilung im Patientengut von 51%
Frauen zu 49% Mannern. Die prozentuale Verteilung stellt sich grafisch wie in

Abbildung 2 ersichtlich dar:

B Manner

M Frauen

Abb. 2: Geschlechterverteilung des Patientenkollektivs (n=76). Absoluter Zahlenwert; Prozentwert

2.1.4 Altersverteilung

Die 76 Patienten waren zwischen 23 und 90 Jahre alt; der geschlechteriibergreifende
Mittelwert liegt bei 61,6 +/- 13,0 (Standardabweichung) Jahren. Die Altersverteilung
zeigt bei den Patientinnen einen Mittelwert von 60,7 Jahren (Streuung von 32 bis 90
Jahre) und bei den Patienten einen Mittelwert von 62,6 Jahren (Streuung von 23 bis 90
Jahre) auf. Die Verteilung (Abb. 3) zeigt einen deutlichen geschlechteriibergreifenden
Anstieg der Pravalenz beginnend mit dem 41. Lebensjahr. Bei Frauen bildet sich ein
Plateau zwischen dem 51. und 80. Lebensjahr, wahrend bei den Mannern ein

Maximum an erkrankten Patienten zwischen dem 61. bis 70. Lebensjahr erreicht ist.
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Abb. 3: Einteilung der Patienten nach Altersklassen und Geschlecht.

2.2 Materialaufbereitung

2.2.1 Klinische Vorgehensweise der Materialgewinnung

Die Perikardiozentese ist als minimalinvasiver Eingriff ambulant ausfiihrbar und erfolgt
echokardiographiegesteuert. Das Punktat sollte aus zytopathologischer Sicht an der
tiefsten Stelle der Perikardhéhle entnommen werden, weil die diagnostisch
bedeutsamen Zellen dorthin absinken (Bocking et al., 2000). Auf Grund der Tatsache,
dass die zytologische Treffsicherheit von der Masse des untersuchten Materials
abhangt, ist es angezeigt, moglichst ausreichende Volumina (50-100 ml) oder multiple
Punktate einzusenden (Bocking et al., 2000; Motherby, Nadjari, et al., 1999). Die
Punktatmenge variiert in der vorliegenden Studie zwischen 4-1600 ml. Die gewonnene
Ergussflissigkeit wird in sterilen und dicht schlieRenden Gefdllen ins Labor
transportiert. Die diagnostisch wertvollen Zellen Gberdauern in der nativen und sehr
proteinreichen Ergussflissigkeit eine zweitdgige Beforderung, ohne dabei eine
morphologische oder immunologische Beeintrachtigungen zu erfahren (Bocking et al.,
2000). Ist die sofortige Einsendung nicht moglich, so kann das Ergussmaterial vor Ort
zentrifugiert werden. Dabei ist seine urspriingliche Farbe, Konsistenz und Gestalt zu
notiert, da sie der spateren Diagnostik dient. AuRerdem sind Informationen Uber die

allgemeine Anamnese, klinische Befunde und Verdachtsdiagnosen durch den Kliniker
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auf dem Einsendeschein zu vermerken, da dessen Erkenntnisse fiir die Analyse der
Zytologiebefunde und Auswahl der immunzytochemischen Marker einen
entscheidenden Hinweis liefern kénnen. Ebenso sollten durchgefiihrte therapeutische
MalRnahmen wie Radiatio oder Chemotherapie erwdahnt werden, da diese ursachlich
fir den Erguss sein konnen (Refaat & Katz, 2011) oder die zytologische Erscheinung
stark verandert haben kénnen, sodass zum Beispiel bei vorheriger Chemotherapie oder
Radiatio ein an sich ,tumorzell-negatives” Zellmaterial durch die Zellverdnderung als

»Zweifelhaft” oder , dringend verdachtig” eingestuft wird.

2.2.2 Herstellung der Ausstrichpraparate fiir die Ergusszytologie

Das durch die Perikardiozentese erhaltene native Zellmaterial wird in 30 oder 50 ml
Einheiten abgefiillt und auf 3-5°C temperiert eingelagert. Bei diesen optimalen
Voraussetzungen ist es bis zu drei Tage bestandig. Wenn jedoch moglich, ist gewiss die
Verarbeitung am entsprechenden Tag zu bevorzugen (Bocking et al., 2000). Eine
Zugabe von Antikoagulanzien und Konservierungsmitteln ist nicht notwendig (Kl6ppel
et al.,, 2011). Die eingesandte Menge, die Farbe, der Geruch und die Konsistenz des
Materials sind zu dokumentieren und zu unterscheiden zwischen serbsem,
hdamorrhagischem und eitrigem Erscheinungsbild (Freudenberg et al., 2002). Diese
Informationen sind von Bedeutung und gehen in die spatere Diagnosefindung ein.

Die weitere standardisierte Vorgehensweise am Schwerpunkt Cytopathologie der

Universitat Dusseldorf ist im Folgenden beschrieben:

Zentrifugation

In der Fachliteratur werden verschiedene Aufbereitungsmethoden zur Konzentration
von Zellen beschrieben. Die am Schwerpunkt Cytopathologie angewandte Methode ist

die der Zentrifugation (500g/5min).

Beschriftung

Es folgt die Beschriftung mit der Eingangsnummer des Instituts (C-Nummern) und das

Durchnummerieren von insgesamt 6 Objekttragern.
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Beschicken der Objekttrager

Je ein Tropfen zuvor aufgeschiitteltes Sediment wird mit einer Pasteurpipette auf den
jeweiligen Objekttrager aufgebracht, bevor ein zweiter Trager flach aufgelegt und
anschliefend abgezogen wird. Durch die Kapillarkrafte findet so eine Verteilung des
Sediments auf beiden Objekttragern auf einer Fliche a 24 * 60 mm Flache (= 43 cm?)
statt. Bei diesem Vorgehen ist darauf zu achten, dass die Praparate gleichmaRig - in
keinem Fall zu dick oder unregelmaBig - ausgestrichen werden. Auf diese Weise
werden sechs Objekttrager beschickt.

Die Objekttrager eins bis drei werden luftgetrocknet und nach May-Griinwald-Giemsa
gefarbt. Die drei verbleibenden Objekttrager werden nach dem Ausstreichen a priori
mit einem alkoholischen Fixationsspray, einer Modifikation des Delaunay-Fixativs
fixiert und anschlieBend nach Papanicolaou gefarbt (s. u.). Diese Farbung wird
standardisiert in einem Farbeautomaten vorgenommen (Abb. 4). In der darauf

folgenden Abbildung sind noch einmal die praparatorischen Schritte in ihrem Ablauf

zusammengefasst (Abb. 5).

Abb. 4: Firbeautomat am Schwerpunkt fiir Cytopathologie fiir automatisierte und standardisierte
zytologische Farbungen.
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Punktatflissigkeit

Zentrifugation

Beschicken der 6
Objekttrager

MayCiinuaeids Delauney Fixativ
Giemsa
13 4-6
Zytologische Farbung nach
Diagnostik Papanicolaou
Archiv {Immunzytochemie

Archiv

Abb. 5: Priaparationsschema zur Herstellung von Ausstrichpraparaten seréser Perikardergiisse fiir eine
zytologische und immunzytochemische Untersuchung am Schwerpunkt fiir Cytopathologie.
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May-Grinwald-Giemsa-Farbung (MGG-Farbung)

Die May-Griinwald-Giemsa-Farbung setzt luftgetrocknete Prdparate voraus, deren
Farbung wahrend finf Minuten in einer standardisierten Methylenblau-Lésung (May-
Grinwald-Losung) beginnt (s. Tabelle 5). Hieran schlieBt sich eine zweifache Spilung in
einer leicht sauer (pH-Wert 6,8) gepufferten wassrigen Losung an. Danach wird ein
zweiter Farbeschritt in einer standardisierten Azur-Eosin-Methylenblau-Lésung
(Giemsa-Losung) wahrend 15 Minuten vorgenommen und erneut zweimal in der

gepufferten wassrigen Losung gespilt, sodann erfolgt die Eindeckelung der Praparate.

Tabelle 5: Schema der Farbung nach May-Griinwald-Giemsa am Schwerpunkt fiir Cytopathologie der
Universitatsklinik Diisseldorf.

Einwirkzeit Reagenzien
5 Minuten Eosin-Methylenblau-Losung
1 Minute wassrige Spulung (pH 6,8)
1 Minute wassrige Spulung (pH 6,8)
15 Minuten Azur-Eosin-Methylenblau-Lésung
1 Minute wassrige Spulung (pH 6,8)
1 Minute wassrige Spulung (pH 6,8)

Nach dieser Farbung erscheint, wie auf dem folgenden Foto ersichtlich, das Zytoplasma
in Blau-Tonen, wahrend sich der Kern in Violett-Tonen anfarbt (vgl. Abb. 6). Auch
dieses Foto ist exklusiv im Institut flir Pathologie, auf Basis des vorliegenden
Patientenkollektivs entstanden. Die Zellen unterliegen durch die Lufttrocknung einer

schwacheren Schrumpfung, als bei der Papanicolaou-Farbung.
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Abb. 6: Gutartiger Perikarderguss, MGG-Farbung, 400-fach vergroRert.

Die Papanicolaou-Farbung

Diese Standardfarbung fiir alkoholfixierte zytologische Praparate geht auf den
gleichnamigen US-amerikanisch-griechischen Pathologen George Papanicolaou zuriick
und wird am Schwerpunkt fiir Cytopathologie standardisiert in einem Farbeautomaten
durchgefihrt. Zunachst durchlaufen die Prdparate eine Alkoholreihe absteigender
Konzentration, beginnend mit 96%igem Ethanol und endend mit 50%igem Ethanol. Auf
diese Weise werden die Praparate dem wassrigen Milieu angenahert, denn nur so
kann die anschlieBende Farbung mit dem basischen Farbstoff Hamatoxylin erfolgen.
Hamatoxylin farbt die negativ geladenen Phosphatgruppen der Zellkern-DNA. Im
weiteren  Verlauf wird Uberschissiges Hamatoxylin  mit  Leitungswasser
herausgewaschen, und die Praparate durch eine aufsteigende Alkoholreihe, beginnend
mit 70%igem und endend mit 99,5%igem Ethanol, entwdassert. Dieser Prozess ist
erforderlich, um eine Farbung mit den hydrophoben Plasmafarbstoffen zu
ermoglichen. Bei der Plasmafarbung richtet sich die Einwirkzeit nach dem
gewinschten Farbton. Auf Grund der vorwiegend basischen Reaktion des Zytoplasmas
werden vorwiegend saure Farbstoffe wie z.B. Orange G angewandt. Danach wird durch
Xylol der Alkohol ausgewaschen und folgend das Xylol durch Voclear ersetzt.
Nachfolgend ist in Tabelle 6 das Farbeschema der Papanicolaou-Farbung

widergegeben:
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Tabelle 6: Schema der Farbung nach Papanicolaou am Schwerpunkt fiir Cytopathologie der

Universitatsklinik Diisseldorf.

Einwirkzeit Reagenzien
2 Minuten 96% Ethanol
1 Minute 96% Ethanol
1 Minute 70% Ethanol
1 Minute 50% Ethanol
1 Minute Aqua dest
2 Minuten Hamatoxylin
3 Minuten Leitungswasser
3 Minuten Leitungswasser
1 Minute NH,OH
1 Minute 70% Ethanol
1 Minute 70% Ethanol
1 Minute 80% Ethanol
1 Minute 96% Ethanol
2 Minuten Orange Il 2b
1 Minute 96% Ethanol
1 Minute 96% Ethanol
2 Minuten Polychrom 3b
1 Minute 96% Ethanol
1 Minute 96% Ethanol
2 Minuten 99,5% Ethanol
1 Minute Xylol
1 Minute Xylol
1 Minute Voclear
1 Minute Voclear
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2.2.3 Zytologische Kriterien fiir Malignitat

Die Klassifikation und Identifikation fiir Malignitat in Erglissen basiert auf fundierten
zytologischen Beurteilungskriterien, die in der Fachliteratur bereits vielfach Erwdhnung
fanden (Bibbo, 1997; Dannenberg, 2015; Koss, 2006). Dabei handelt es sich

insbesondere um folgende zehn Kriterien (vgl. Abb.7):

1. Nachweis von Zellverbanden

2. Exzentrische Lokalisation von Zellkernen

3. Zugunsten der Kerne verschobene Kern- Plasma-Relation
4. Anisonukleose (unterschiedliche GroRRe der Zellkerne)

5. Kernpolymorphie (Vielgestaltigkeit der Zellkerne)

6. Uberlappung von Zellkernen

7. lrregularitat der Zellkernmembran

8. Hyperchromasie und Anisochromasie

9. Vergroberung des Chromatinmusters

10. Vermehrung und VergroRRerung von Nukleolen

In folgender Abbildung ist ein Ausstrichpraparat eines malignen Perikardergusses
dargestellt. Das Foto ist exklusiv im Institut flir Pathologie entstanden, der Ausstrich
entstammt dem vorliegenden Patientenkollektiv. Die oben beschriebenen

zytologischen Kriterien fir Malignitat sind ersichtlich.
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Abb. 7: Maligner Perikarderguss, MGG-Farbung, 400-fache VergroRBerung.

2.2.4 Diagnostische Klassifikation

Die diagnostische Klassifikation beziliglich der Auswertung der Ergusszytologie erfolgt
nach einer standardisierten Nomenklatur der Deutschen Gesellschaften fiir Pathologie
und fiir Zytologie, die auf Bocking und Freudenberg zurlickgeht (Bocking &
Freudenberg, 1998).

Danach werden die zytologischen Diagnosen in folgende flinf Kategorien eingeteilt.

1. ,Tumorzell-positiv*
2. ,dringender Verdacht”
3. ,,zweifelhaft”

4. ,Tumorzell-negativ” (keine Tumorzellen)

Ill

5. ,,unzureichendes Zellmateria

Zu 1.) In ,tumorzell-positiven” Praparaten, sind eindeutig Zellen einer Neoplasie
nachweisbar. Bei Praparaten der Kategorie 1 kann mittels immunzytochemischen
Untersuchungen eine Typisierung des Tumors versucht werden. Auf diese Weise kann

in vielen Fallen der zugrunde liegende Primarius bestimmt werden. Da maligne
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Perikarderglisse oft von Bronchialkarzinomen oder Mammakarzinomen herriihren,

werden vorzugsweise Marker wie CK7, CK5/6, CK20, sowie TTF1 eingesetzt.

Zu 2.) Als ,,dringend verdachtig” werden Ausstriche bezeichnet, bei denen die Existenz
maligner Zellen wahrscheinlich ist. Um eine eindeutig ,positive” Diagnose zu stellen,
liegen hier zu sparlich maligne Zellen vor oder die zytologischen Beurteilungskriterien

flr Malignitat sind nicht hinreichend erfullt (s. Kapitel 2.2.3).

Zu 3.) ,Zweifelhaft” lautet die Diagnose in Fillen, bei denen maligne Zellen nicht
gewiss auszuschlieBen sind. Die Prdparate zeigen abnorme, atypische Zellen, die auf

eine Dysplasie hinweisen kénnen.

In den Praparaten der Kategorie 2 und 3, in denen man Tumorzellen fiir méglich halt,
wird zu ihrem Nachweis oder zu ihrem Ausschluss eine Anwendung der immun-

zytochemischen Marker BerEP4 und HEA 125 angestrebt.

Zu 4.) In ,, Tumorzell-negativen” Praparaten, sind keine Tumorzellen nachweisbar. In

dieser Gruppe befinden sich unter anderem hamorrhagische und entzindliche Ergisse.

Zu 5.) Als ,unzureichend” flir eine Diagnose werden die Ausstriche eingeordnet, die
keine Zellen oder zu wenige Zellen bzw. autolytisches Zellmaterial enthalten, also nicht

reprasentativ sind.

2.2.5 Immunzytochemische Untersuchung

Immunzytologie dient dem spezifischen Nachweis von Antigenen im Zytoplasma, der
Zellmembran oder dem Zellkern durch eine spezifische Antikdrper-Markierung. Dafir
kéonnen monoklonale, spezifisch gegen eine einzige Antigendeterminante gerichtete,
und polyklonale, mit verschiedenen Antigendeterminanten reagierende, Antikoérper
zum Einsatz kommen. Da Antikorper selbst nicht sichtbar sind, miissen sie fur die
immunzytologische Verwendung markiert werden. Dabei kommen Substanzen, wie
Fluorchrome (Coons, 1958), verschiedene Enzyme (Avrameas, 1969; Nakane & Kawaoi,

1974) oder kolloidales Gold (De Mey et al., 1981; Faulk & Taylor, 1971) zum Einsatz, die



28
Material und Methode

an die Antikoérper gekoppelt werden. Diese Substanzen sind entweder selbst farbig
oder vermitteln eine Anfarbung (iber eine spatere Indikatorreaktion.

Fir die folgende (immunologische) Farbung stehen verschiedene Methoden zur
Verfiigung, die Uber Jahre stets weiter entwickelt wurden (Chan, 2000). So zum
Beispiel die direkte und indirekte Methode (Coons et al., 1955), die Methode des
»markierten Antigens” (Beutner et al., 1965; D. Y. Mason & Sammons, 1979) sowie die
Immunglobulin-Enzym-Briicken-Technik von Mason (1969). Als Weiterentwicklung
folgte die Peroxidase-Anti-Peroxidase-Methode nach Sternberger (Sternberger et al.,
1970), kurz PAP-Methode. In den 80er Jahren des 20. Jahrhunderts etablierte sich fiir
die alkalische Phosphatase die APAAP-(Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-
Phosphatase) Methode nach Cordell (1984).

Daneben existieren auch Methoden, die auf der Wechselwirkung von Avidin
(HOhnereiweiR) und Biotin beruhen. Die hoch praktikablen und sensitiven Avidin-
Biotin-Methoden nutzen die starke und nahezu irreversible Bindung zwischen Biotin
und Avidin. Diese Affinitat ist viel starker als die Antigen-Antikorper-Interaktion
(Green, 1963; Hastka, 1997). Von besonderer Bedeutung ist dabei laut Hastka (1997),
dass Avidin vier Bindungsstellen fur Biotin besitzt und die meisten Proteine und
Enzyme mit mehreren Biotinmolekiilen konjugiert werden koénnen. Durch diesen
Verstarkereffekt (vgl. Abb. 8) konnen makromolekulare Komplexe zwischen Avidin und
dem biotinyliertem Enzym gebildet werden. Auf diese Weise wird das nachzuweisende
Antigen nicht singuldr, sondern durch ein komplexes Netzwerk aus biotinylierten

Enzymen und Avidin markiert (Hastka, 1997).

Enzym .
Biotin -

Avidin <:>

Abb. 8: Verstarkungsprinzip der Avidin-Biotin Methode Darstellung modifiziert nach Hastka (1997).
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Das zweischrittige Verfahren nach Clark und Todd ist die simpelste Methode, welche
die beschriebene Avidin-Biotin-Interaktion ausnutzt (Clark & Todd, 1982; Hastka,
1997). Hierbei wird ein biotinylierter Primarantikdrper im zweiten Schritt durch Avidin
nachgewiesen, jedoch muss bei dieser Methode der Primarantikorper in konjugierter
Form vorliegen, was das Verfahren aufwendiger und kostenintensiver gestaltet
(Hastka, 1997).

Daher hat es sich als folgerichtig erwiesen, ein dreischrittiges Verfahren zu verwenden,
bei dem erst der zweite Antikérper biotinyniliert wird und dadurch der primare
Antikorper nicht in konjugierter Form vorliegen muss. Zwei Methoden wenden dieses
Prinzip an: die LAB-(Labeled-Avidin-Biotin-) Methode nach Warnke und Levy (1980)
und die im Rahmen der Studie verwendete ABC-(Avidin-Biotin-Komplex-) Methode
nach Hsu (Hsu & Raine, 1981; Hsu et al., 1981a, 1981b). In einer immunhistologischen
Studie aus den 80er Jahren des 20. Jahrhunderts wird die LAB-Methode als
empfindlicher beschrieben (Giorno, 1984). Die Ursache hierfiir wird laut Hastka (1997)
in der betrachtlichen GrofRe des ABC-Komplexes begriindet. In der Immunzytologie
wird die ABC-Methode jedoch als das empfindlichste Verfahren (iberhaupt eingestuft,
nach Hastka (1997) und einer Studie von Hsu (1981b) ist sie fiinfmal sensitiver als die
PAP-Methode.

Bei der ABC-Methode wird zunachst das Antigen mit dem Primarantikérper markiert,
anschlielend wird ein biotinylierter, also kovalent an Biotin gebundener Sekundar-
antikorper, zugegeben, der sich an den Primarantikorper koppelt. Im dritten Schritt
reagiert der Komplex aus Avidin, Biotin und Enzym mit dem biotinylierten
Sekundarantikorper (Hastka, 1997). Das Avidin-Biotin-Verhaltnis ist laut Hastka (1997)
moglichst so zu wahlen, dass an jedem Avidin drei Peroxidase-Enzyme (iber Biotin
gebunden sind und die vierte Biotinbindungsstelle zunadchst aufnahmebereit bleibt.
Uber diese voriibergehend freie Stelle erfolgt dann (wie in Abb. 9 ersichtlich) die
Kopplung an den biotinylierten Sekundarantikdrper (Hastka, 1997). Eine zusatzliche
Qualitat dieser Methode ist die Tatsache, dass unspezifische Farbungen anndhernd
nicht zustande kommen. Das ist zum einen der hohen Affinitat des Avidins zum Biotin
geschuldet, zum anderen spielt auch die Abwesenheit endogener
Avidinbindungsstellen der meisten Geweben eine tragende Rolle (Giorno & Kohler,

1983; Hastka, 1997).
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* Biotinilierter Antikorper . Enzym
—<Sekundér—Antik6rper - Biotin

Abb. 9: ABC-Technik modifiziert nach Hastka und Joppien (Hastka, 1997; Joppien, 2011).

Die immunzytochemische Laboruntersuchung erfolgt an Praparaten, die (vgl. Kapitel
2.2.2) durch Alkohol fixiert und nach Papanicolaou gefirbt sind. Wahrend der
mikroskopischen Diagnostik werden auffillige Zellgruppen mit einem wasserfesten
Schreiber auf dem Deckglas markiert. Nach Abschluss der Untersuchung werden die
Konturen der Markierungen mit einem Kopierer auf Papier dokumentiert. Danach
erfolgt basierend auf einer Studie von Dalquen (1993) die Anwendung der ABC-
Methode.

Wie in Tabelle 7 ersichtlich beginnt die Vorbehandlung mit der Entfernung des
Eindeckmediums und des Farbstoffes, dazu absolvieren die Prdparate fur jeweils 10
Minuten zwei Xylolbader. Es schlieRen sich Ethanolbader in absteigender Konzen-
tration von 100% bis 96%, mit jeweils 10 minltiger Verweildauer an. Bei Kern-
antikérpern, wie TTF-1 und CDX-2, ist als additiver Zwischenschritt eine 20 minitige
Hitzebehandlung bei 80 Grad Celsius erforderlich, wahrend bei zytoplasmatisch
bindenden Antikdpern direkt die Hemmung der endogenen Peroxidase folgt. Dies ist
erforderlich, um eine Umwandlung des Substrates durch endogene - also in den Zellen

enthaltene Peroxidasen - zu inhibieren (Hastka, 1997). Dazu werden die Praparate in
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einer von Streefkerk entwickelten Mischung aus Methanol und H;0; inkubiert
(Streefkerk, 1972).

Nachfolgend schlieBen sich mehrere Spiilvorgange an, um das Methanol zu entfernen.
Danach erfolgt die Inkubation in Normalserum fiir einen Zeitraum von 20 Minuten. Im
Anschluss werden die Objekttrager mit dem Primar-Antikorper flir 12 Stunden bei 25
Grad Celsius inkubiert und zweimalig mit 0,5 M TRIS (tris-(hydroxymethyl)
aminomethan) gespilt. Im weiteren Verlauf werden die Objekttrager mit dem
Sekundar-Antikorper 30 min wahrend inkubiert und ebenfalls einem zweimaligen
Waschvorgang mit 0,5 M TRIS unterzogen. Aquivalent zu dem vorherigen Schritt findet
eine 30 minitige Inkubation mit ABC-Elite-Standard statt, bevor die Praparate erneut
in 0,5 M TRIS-Puffer dem wiederholten Waschvorgang unterzogen werden. Exogene
Peroxidasen, wie im ABC-Komplex verwendet, katalysieren die Oxidation eines
Substrates durch Wasserstoffperoxid (Hastka, 1997). Das am Schwerpunkt fir
Cytopathologie, verwendete chromogene Substrat ist das von Graham et al. (1965)
beschriebene AEC (3-Amino-9-ethylcarbazol), eben dieses wird im folgenden Schritt fur
40 Minuten appliziert. Nach erneutem Spiilen folgt dann die Gegenfarbung mit Mayers
Hamatoxylin, dadurch ist mikroskopisch eine bessere Abgrenzung und Identifizierung
der Zellen gesichert. Die genauen Zeiten, Substrate und Zwischenschritte sowie

Substratdosierungen sind in der folgenden Tabelle 7 dargestellt.
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Tabelle 7:

Immunzytochemisches Farbeprotokoll
Universitatsklinik Diisseldorf.

des Schwerpunkts Cytopathologie an

der

Farbeprotokoll fiir die Immunzytochemie nach der ABC-Methode

Schritte Reagenz Zeit

1 Xylol 2 mal 10 Minuten

2 Ethanol 100% 10 Minuten

3 Ethanol 100% Ethanol 100% 10 Minuten

4 Ethanol 96% 10 Minuten

5 Ethanol 96% 10 Minuten

6 Hitzebehandlung PBS-Puffer 5 Minuten

- additiver Citratpuffer

Zwischenschritt bei Objekttrager im Wasserbad 20 Minuten

Kernantikérpern - Objekttrager abkiihlen lassen | 20 Minuten
PBS-Puffer 5 Minuten

7 Stoppen der 1 ml H,0, (30 % Perhydrol) auf |30 Minuten

endogenen Peroxidase

100 ml Methanol

8 Stoppen der
endogenen Peroxidase

3mal mit PBS Puffer spiilen

9 Waschvorgang

PBS-Puffer

2 mal 10 Minuten

10 Inkubation 1.Tag

Normalserum
Priméar-Antikorper

Normalserum20 Min
12h bei 25°C

11 Waschvorgang

Tris 0,5M in PBS 1:10

2 mal 5 Minuten

12 Inkubation 2.Tag

LINK (Sekundéarantikorper)

30 Minuten

13 Waschvorgang

Tris 0,5M in PBS 1:10

2 mal 5 Minuten

14 Inkubation 2.Tag

ABC-Elite Standard

30 Minuten

15 Waschvorgang

Tris 0,5M in PBS 1:10

2 mal 5 Minuten

16 Substrat- Chromogen-

Reagenz

AEC

40 Minuten

17 Spulvorgang

Destilliertes Wasser

2 mal 5 Minuten

18 Gegenfarbung

Mayer Hamatoxylin

1 Minute

19 Waschvorgang

flieBRendes Wasser

10 Minuten

20 Eindecken mit
Aquatex

PBS: phosphate buffered saline; AEC: (3-Amino-9-ethylcarbazol); ABC: Avidin - Biotin-Komplex; TRIS:
tris (hydroxymethyl) aminomethan
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2.2.6 Einsatz der Immunzytochemie in der Erkennung einer Karzinose

Wie im Kapitel Zielsetzung bereits geschildert, bestehen zwei Hauptindikationen zum
Einsatz der Immunzytochemie der Erglisse, zundchst wird der Einsatz der
Immunzytochemie zur Erkennung einer Karzinose genauer beleuchtet.

Falle, die , dringend verdachtig” oder ,,zweifelhaft” eingestuft wurden, werden auf das

Vorliegen epithelialer Tumorzellen untersucht. Hierzu dienen als Primarantikorper:

- BerEP4, ein monoklonaler Antikoérper, der zur Differenzierung von
Adenokarzinomen und malignen Mesotheliomen dient (Ordonez, 2002; Yaziji et
al., 2006). Eine Studie aus den 90er Jahren des 20. Jahrhunderts zeigte, dass
87% der Adenokarzinome eine positive Reaktion auf BerEP4 aufwiesen; bei
Mesotheliomen hingegen nur bei 1% der Falle (Sheibani et al., 1991).

- HEA125, ein monoklonaler Antikérper, der zur Detektion von Karzinomen
genutzt wird. Der Marker zeigt ein breites positives Reaktionsspektrum mit
einer Fllle humaner Epithelien und epithelialer Tumoren. Studien zufolge
zeigen Karzinome eine stark positive Reaktion, wahrend Sarkome, Lymphome,
Melanome und neurogene Tumoren nicht angefarbt werden (Moldenhauer et
al., 1987). In Einzelfallen dient HEA 125 auch als Gegenprobe.

- Anti-Calretinin, ein polyklonaler Antikdrper, der eine Unterscheidung von

reaktiven Mesothelzellen oder Mesotheliomen (etwa 80% positiv) von
Karzinomen im Perikarderguss ermoglicht. In einer Studie von Doglioni et al.
(1996) konnte fir die Detektion von Mesotheliomen eine Sensitivitat von 100%
erzielt werden. Ebenso ist eine Abgrenzung zu Adenokarzinomen (z.B. der
Lunge) moglich, diese reagieren in der Regel negativ (Chhieng et al., 2000;
Miettinen & Sarlomo-Rikala, 2003).
Der Nachweis einer iberzeugenden BerEP4- bzw. HEA125-Expression wird dabei als
Evidenz flir epitheliale Tumorzellen, also fiir das Vorliegen einer Ergusskarzinose,
interpretiert. Calretinin-Positivitdt wird als charakteristisch flir Mesothelzellen an-
gesehen und sprache somit gegen eine Karzinose, ohne dass eine Calretinin-Expression
zwischen einer reaktiven (gutartigen) oder einer bosartigen Mesothelzellveranderung

(malignes Mesotheliom) unterscheiden liee. Da in seltenen Fallen auch Ko-
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Expressionen von BerEP4 / HEA 125 mit Calretinin oder gar paradoxe Farbemuster
auftreten konnen, muss die Interpretation stets im Kontext mit dem gesamten

morphologischen Bild erfolgen.

2.2.7 Einsatz der Immunzytochemie in der Typisierung einer Karzinose

Der Einsatz der Immunzytochemie in einer Markerkombination ermdglicht ferner die
Zuordnung ortsfremder epithelialer Zellen zu einem bestimmten Herkunftsorgan,
sodass die Methode auch zur Tumortypisierung genutzt werden kann, und zwar in
erster Linie an bereits ,tumorzell-positiv’ diagnostizierten Fallen. Hier kommen
folgende Antikorper zum Einsatz (Ackerman, 1996; Ackerman & Ackerman, 1996;

Geisinger, 2004; Shidham & Atkinson, 2007):

- Anti-CK 5/6: Dient dem Nachweis der basischen Zytokeratine 5 und 6. Studien
zufolge zeigt sich eine Positivitat von bis zu 100% fur Pankreas- ,78% fir
Magen- und 77% fir Mammakarzinome (Pomjanski et al., 2005). AuBerdem
dient CK 5/6 als differentialdiagnostischer Marker zur Differenzierung von
Adenokarzinomen der Lunge (meist negativ) und malignen Mesotheliomen
(meist positiv) (Ordonez, 1998).

- Anti-CK 7: Dient dem Nachweis des basischen Zytokeratins 7, welches von
glanduldren Epithelien und Ubergangsepithelien exprimiert wird.

- Anti-CK 20: Dient dem Nachweis des sauren Zytokeratins 20, welches wie CK7
von vielen glanduldren Epithelien und Ubergangsepithelien exprimiert wird.
Chu et al. (2000) zeigte eine CK-20-Positivitat in approximativ allen kolorektalen
Karzinomen seiner Studie. Bei Metastasen eines Adenokarzinoms mit
unbekanntem Primarius konnen das Anfarbeergebnis von CK7 und CK20 und
die Anwendung des Algorithmus zur diagnostischen Interpretation (vgl. Abb.10)
einen entscheidenden Hinweis auf die Primariuslokalisation geben.

- Anti-TTF-1: Der Thyroid-Transkriptionsfaktor wurde zunachst in Zellen der
Schilddriise und spater in pulmonalen Zellen nachgewiesen (Lau et al., 2002).
NaturgemaB wird es von den meisten Karzinomen der Schilddriise exprimiert,

dient aber differential-diagnostisch als Marker fiir Adenokarzinome der Lunge
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(Nakamura et al., 2002; Ordonez, 2000a). Zahlreiche Studien haben bereits die
diagnostische Treffsicherheit von TTF-1 bei primdren und metastasierenden
Lungenadenokarzinomen untersucht (Afify & al-Khafaji, 2002; Bingle, 1997;
Kaufmann & Dietel, 2000; Ordonez, 2000b; Reis-Filho et al., 2000). In diesen
Studien konnte gezeigt werden, dass TTF-1 ein hoch spezifischer Marker zur
Identifizierung von Lungenadenokarzinomen ist. Die ermittelten Sensitivitaten
des Markers TTF-1 wurden mit 61,5%-89% angegeben. Die berichteten Werte
flr die Spezifitdat des Markers variierten zwischen 97%-100%.

- Anti-CA 125 (Anti Cancer Antigen 125): Dieser monoklonale Antikorper dient
der Detektion von Adenokarzinomen des Ovars (Leake et al., 1994). Aullerdem
zeigt sich auch bei Adenokarzinomen anderer Organe, wie z.B. der Lunge,
Schilddrise (Keen et al., 1999), des Cervix sowie des gastrointestinal Traktes
eine positive Expression (Koelma et al.,, 1987; Loy et al., 1992), sodass er
letztendlich nicht als organspezifisch gelten kann.

- Anti-CDX 2 ist ein hoch sensitiver Tumormarker zu Detektion kolorektaler
Karzinome (Moskaluk et al.,, 2003), es wurde fur Kolonkarzinome eine
Sensitivitdt von 87,5% und Spezifizitdt von 96,1% beschrieben (Barbareschi et
al., 2003; Pomjanski et al., 2005; Tanaka et al., 2007).

- Anti-Mammaglobin dient der Detektion von metastasierenden

Mammakarzinomen oder genitalen Karzinomen der Frau.

- Vimentin wird in einer Vielzahl von mesenchymalen und epithelialen Tumoren
exprimiert und sein Nachweis kann so der Abgrenzung gegeniiber Sarkomen
dienen (Leader et al., 1987). Vimentin ist ebenso geeignet als interne Kontrolle,
da es in vielen ortsstandigen Geweben wie Endothelzellen, Fibroblasten und
anderen mesenchymalen Elementen exprimiert wird. Aulerdem ist sein
Antigen so robust, dass man aus einer fehlenden Vimentin-Expression in den
genannten Geweben auf einen technisch schlechten Gewebeerhalt schlieRen
kann.

- Anti-EMA (epitheliales Membranantigen): Dieser Antikorper diente zwar
urspriinglich dem Beweis des epithelialen Ursprungs von Tumoren, auch von
Plattenepithelkarzinomen, ist aber inzwischen eher als ,Zweitmarker” von

Mesothelien in Gebrauch, von welchen er recht regelmallig exprimiert wird.
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Eine gute Anfarbepravalenz von malignen Zellen in serésen Erglissen konnte in
einer Studie von Al-Nafussi und Carder (1990) nachgewiesen werden.

- WT 1 (Wilms-Tumor-Protein) ist ein Transkriptionsfaktor der Niere, dessen
Bezeichnung auf die Expression in Wilms Tumoren (Nephroblastomen)
zuriickgeht. AuBerdem wird WT-1 von Mesotheliomen und serdsen
Ovarialkarzinomen exprimiert (Oates & Edwards, 2000; Shimizu et al., 2000). In
einer Studie von Goldstein konnte gezeigt werde, dass 93% der serdsen
Ovarialkarzinome eine positive Reaktion auf Anti-WT1 zeigen (2001).

- PSA, das prostataspezifische Antigen, welches ein bedeutendes Zielantigen zur
Diagnostik und Monitoring von Prostatakarzinomen darstellt, wird in Erglissen
im Grunde nur von Prostatakarzinomen exprimiert. Sodass dessen Nachweis in
der Ergussdiagnostik eingesetzt wird, wenn eine Karzinose durch ein
Prostatakarzinom in Betracht kommt.

- Anti-CD 20 ist ein Marker fir B-Zell Lymphome, die meisten dieser Lymphome
reagieren positiv.

- Anti-CD 45 ist ein Marker fir Lymphome allgemein. Etwa 93-99% aller
Lymphome sind positiv.

- Anti-CD 45 Ro ist ein spezifischer Marker fiir T-Tell-Lymphome (Arlettaz et al.,

1999).

- BCL 2 (B-cell lymphoma 2) dient im Wesentlichen in der Histologie zur
Differenzierung zwischen einem follikuldren Lymphoms und einer reaktiven
follikuldaren Hyperplasie. In der vorliegenden Studie wurde der Antikérper in der
Abklarung eines etwaigen synovialen Malignoms verwendet.

- HMB 45 ist ein monoklonaler Antikorper, der urspriinglich zur Unterscheidung
von Melanomen und normalen Melanozyten eingesetzt wurde. HMB-45 wird
insbesondere in der Diagnostik von malignen Melanomen und seinen
Metastasen eingesetzt (Schwechheimer & Zhou, 1995).

- Anti-Melan A gibt Aufschluss Uber die melanozytare Differenzierung von
benignen und malignen Hauttumoren und Lasionen (Busam et al., 1998). Zur
Detektion von Mesotheliomen ist es einer Studie von Ordonez et al. zu folge

nicht geeignet (Ordonez et al., 2013).
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- Anti-Pan Cytokeratin dient als Antikorper zur Abgrenzung von Karzinomen von

Lymphomen und zur ldentifikation von Karzinommikrometastasen in Lymph-

knoten. Die meisten Karzinome zeigen eine positive Reaktion.

- Synaptophysin

ist ein hoch molekulares Transmembranprotein, das

in

normalen, reaktiven und neoplastischen Zellen neuroendokrinen oder neuro-

ektodermalen Ursprungs exprimiert wird (Chejfec et al., 1987; Gould et al.,

1987) und dessen Nachweis in der Ergussdiagnostik vor allem der Erkennung

kleinzelliger neuro-endokriner Lungenkarzinome dient.

In der folgenden Tabelle sind die im Rahmen der Studie am haufigsten verwandten

Antikorper hinsichtlich Gewicht, Bindung, Art, Verdiinnung, Hersteller und Klon naher

spezifiziert:

Tabelle 8: Spezifikationen der Antikérper, die im Rahmen der vorliegenden Studie am Schwerpunkt
fiir Cytopathologie Diisseldorf am haufigsten benutzt worden sind.

Antikorper, Gewicht, Bindung

Art, Verdiinnung, Hersteller, Klon

TTF1
Thyroid- Transkriptionsfaktor
Bindung: intranuklear

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

CDX2

intestinal-spezifischer-
Transkriptionsfaktor; Homeobox- Gen
Bindung: intranuklear

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

CK5/6
Basistyp Zytokeratin, 58 kDa
Bindung: intrazytoplasmatisch

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

CK7
Basistyp Zytokeratin, 54 kDa
Bindung: intrazytoplasmatisch

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

CK20
intermediares Filamentprotein, 46 kDa
Bindung: intrazytoplasmatisch

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

CA125
hoch molekulares GP, > 200 kDa
Bindung: intrazytoplasmatisch

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

BerEP4
Epitheliales Antigen, 36 kDa
Bindung: intrazytoplasmatisch

monoklonal, 1:200; Dako, Glostrup,
Nr. M 0804, Klon BerEP4

HEA 125
Epithel-spezifisches GP, 34 kDa
Bindung: intrazytoplasmatisch

monoklonal, 1:20-1:100, Biologo, Kronshagen
Nr. HE100-2 , Klon: HEA125

kDa:Kilo-Dalton; GP: Glykoprotein
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Zur Tumortypisierung besitzt die isolierte Betrachtung eines einzelnen Markers jedoch
haufig keine hinreichende Aussagekraft, es bedarf daher der Beurteilung der gesamten
angewandten Markerauswahl und auch bei dieser Indikation der Interpretation im
gesamten morphologischen und klinischen Kontext. Am Schwerpunkt Cytopathologie
in der Universitatsklinik Disseldorf wurde basierend auf der Auswertung einer immun-
zytochemischen Studie (Pomjanski et al., 2005) von 101 tumorzell-haltigen serdsen
Korperhohlenerglissen mit klinischem Follow-Up ein Algorithmus zur diagnostischen
Interpretation der immunzytochemischen Farbeergebnisse entwickelt (Abb.10), der
gute bis sichere Hinweise fiir eine Zuordnung von Adenokarzinomen zu einer Herkunft
aus der Lunge, der Mamma, dem Ovar, dem Magen, dem Pankreas und dem Kolon

bzw. Rektum erbringt.

CK7/ 20

CK7>CK20 CK7<CK20

TTF1 + Ca 125+

Abb. 10: Diagnostischer Interpretationsalgorithmus fiir Perikardergiisse bezogen auf
Adenokarzinome. Modifiziert nach (Pomjanski et al., 2005). (+)=, positive” Expression, (-) = ,negative”
Expression ; im Vergleich zweier Marker starkere (> )bzw. (<) schwachere Expression.

In den folgenden zwei Abbildungen ist einmal eine Anfarbung mit TTF-1,
stellvertretend fiir intranukledr bindende Antikorper, und eine Anfarbung mit CK7,
stellvertretend fiir intrazytoplasmatisch bindende Antikorper dargestellt. Die
Fotografien sind exklusiv im Institut flr Pathologie an Praparaten aus der hier

vorliegenden Studie entstanden.
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Abb. 11: Maligner Perikarderguss, TTF-1 , positiv“, 400-fach vergroBert.

Abb. 12: Maligner Perikarderguss, CK 7 ,,positiv“, 400-fach vergroBert.

2.2.8 Einsatz der Imnmunzytochemie in der Planung einer adjuvanten Therapie bei
einer Karzinose durch ein Mammakarzinom

Wurden indes Tumorzellen eines metastasierenden Mammakarzinoms durch vorherige
Untersuchungen zweifelsfrei diagnostiziert, so bedarf es gelegentlich auch an
Erglissen, einer HER-2/neu-Bestimmung und einer Hormonrezeptoranalyse auf das
Vorliegen einer Ostrogen- bzw. Progesteronrezeptorexpression (ER, PR). Die Indikation
hierzu wird aus dem klinischen Gesamtkontext gestellt und bericksichtigt, da die

Untersuchungen am Primartumor bereits verpflichtend durchgefiihrt worden sind, vor
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allem den seit Entdeckung des Primdrtumors vergangenen Zeitraum und die
adjuvanten therapeutischen Ansatze der behandelnden Klinik. Diese konnten bei einer
HER-2/neu-Positivitat in der Gabe einer Trastuzumab-Antikorpertherapie (,Herzeptin®)
bzw. bei ER- und/oder PR-Positivitdit in der Anwendung einer antihormonellen

Therapie bestehen.

2.2.9 Die Auswertung der immunzytochemisch gefarbten Prdparate

Die Auswertung der Praparate erfolgt lichtmikroskopisch nach dem Prinzip der
semiquantitativen Analyse. Dabei wird eine prozentuale Bestimmung des Anteils der
angefarbten Tumorzellen und dementsprechende Einteilung nach Score durchgefiihrt
(vor allem in Subkohorte 2). Jede Tumorzelle, die eine Farbung erkennen lasst, wird

obgleich geringer Farbintensitat als ,positiv” gewertet.

- Score 0 bedeutet, dass weniger als 10% der Tumorzellen eine Reaktion zeigten.

- Score 1 drickt aus, dass zwischen 11-20% der Tumorzellen angefarbt wurden.

- Score 2 heildt, dass zwischen 21-40% der neoplastischen Zellen eine Anfarbung
aufwiesen.

- Score 3 zeigt bei zwischen 41-60% der malignen Zellen eine Farbung.

- Score 4 weist bei 61-80% der Tumorzellen eine Farbung auf.

- Score 5 zeigt zu 81-100% reaktive Tumorzellen.

Dieses Verfahren der semiquantitativen Diagnostik ermoglicht bei Betrachtung der
gesamten Markerkonstellation die Befolgung des in Abbildung 10 gezeigten
Algorithmus  zur diagnostischen Interpretation der immunzytochemischen
Farbeergebnisse. Bei wenigen Markern werden aus klinisch-praktischen Griinden
andere Angaben als der Score bevorzugt. Da Angaben fir Ki-67, einen
Proliferationsmarker, sowie fiir den Ostrogen- und den Progesteronrezeptor (ER, PR) in
der Histologie lblicherweise als semiquantitative Zahlenangaben gemacht werden,
geht man in der Zytologie analog vor; auf die gemal dem immunreaktiven Score von
Remmele und Stegner (1987) anzugebende Farbeintensitat fiir ER und PR wird am

Schwerpunkt fir Cytopathologie aber verzichtet. Auch das in der Histologie verankerte
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Scoring (,DAKO-Score”) fur die Bestimmung von HER-2/neu (human-epidermal-

growth-factor-receptor-2) wird in der Zytologie analog gehandhabt.

2.3 Grundlagen der statistischen Datenanalyse

2.3.1 Kennzahlen der statistischen Datenanalyse

Die Auswertung der Daten des Patientenkollektivs erfolgt im weiteren Verlauf unter
anderem nach einer speziellen Form der Kontingenztafel: der Vierfeldertafel (Hilgers,
2007). Anhand dieser kdnnen die statistischen Mal3zahlen ermittelt werden, die zur
Einschdtzung der Treffsicherheit der zytologischen Diagnosen der Perikardergiisse
dienen. Die Auswertung geschieht zur besseren Vergleichbarkeit in Anlehnung an die
Parallelstudie (Dannenberg, 2015). Dabei werden verschiedene KenngréRen

berechnet, die auf die in Tabelle 9 dargestellte Vierfelder-Tafel zuriickgehen.

Tabelle 9: Ergebnismatrix von Testinterpretationen in der Medizin. Modifiziert nach Hilgers (2007).

Diagnostik + Diagnostik - Summe
Tumor + Anzahl der Anzahl der Anzahl der tatséchlich
richtig positiven falsch negativen positiven Fille
(a) (b)
Tumor - Anzahl der Anzahl der Anzahl der tatsachlich
falsch positiven richtig negativen Fille
(c) negativen (d)
Summe Anzahl der Anzahl der Summe
positiv negativ
erkannten Falle erkannten Fille

Diagnostik +/-: Diagnose maligne/benigne; Tumor +/-: Tumor maligne/benigne.

Insgesamt wurden folgende GroRen in Anlehnung an Hilgers (2007) bestimmt:

Unter der Sensitivitdit versteht man die (bedingte) Wahrscheinlichkeit fir ein
»positives” Testergebnis unter den tatsachlich Erkrankten (Hilgers, 2007). Mit dieser

statistischen Mal3zahl wird die Anzahl richtig erkannter Kranker unter allen Erkrankten
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ermittelt. Der Idealwert der Treffsicherheit liegt bei 100 %. Sie wird ermittelt durch:

(—)

a+b

Unter der Spezifitat versteht man die (bedingte) Wahrscheinlichkeit fir ein ,negatives”
Testergebnis im Kollektiv der tatsachlich gesunden Patienten (Hilgers, 2007). Sie wird

ermittelt durch

-2

c+d

Die Falsch-Positiv-Rate gibt den Prozentsatz der als Tumor diagnostizierten

neoplastischen Verdanderungen an, die sich nachtraglich als falsch herausstellen. Sie

erganzt sich mit der jeweiligen Spezifitdt zu 100 %. Sie wird ermittelt durch:

(—)

c+d

Die Falsch-Negativ-Rate ist die Rate mit den Tumoren, die falschlicherweise nicht als

solche diagnostiziert wurden. Anders ausgedriickt wird mit der Falsch-Negativ-Rate der
Prozentsatz Gbersehener Kranker ermittelt. Sie ergéanzt sich mit der Sensitivitat zu 100

% und wird ermittelt durch:

(—)

a+b

Der positive Pradiktionswert ist ein prozentualer Vorhersagewert, der die (bedingte)

Wahrscheinlichkeit angibt, erkrankt zu sein, sofern ein positives Testergebnis vorliegt

(Hilgers, 2007). Er wird ermittelt durch:

(=)

a+c

Der negative Pradiktionswert gibt die (bedingte) Wahrscheinlichkeit an, gesund zu

sein, im Falle eines negativen Testergebnisses (Hilgers, 2007). Er wird ermittelt durch:

()

b+d
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Die Gesamttreffsicherheit gibt den Prozentsatz aller richtig positiven und richtig

negativen erkannten Diagnosen, bezogen auf die Gesamtzahl aller Punktionen:

( )

a+d
a+b+c+d

Die Auswertung der Treffsicherheit der immunzytochemischen Typisierung erfolgt
nicht mit Hilfe der Vierfeldertafel, sondern durch selektive Bestimmung der
Sensitivitdt, dem positiven Pradiktionswert, der Gesamttreffsicherheit und die
Klassifikationsgenauigkeit. Diese gibt den Prozentsatz korrekt histogenetisch typisierter

oder klassifizierter Tumoren an. Er definiert sich als der Quotient aus der Anzahl der

korrekt typisierten ,tumorzellpositiven” Proben und der Gesamtzahl der Proben.

2.3.2 Definition der Wertungskategorien

Aufgrund der Tatsache, dass es neben ,tumorzell-positiven” und ,tumorzell-
negativen” Befunden auch solche gibt, die als ,zweifelhaft” oder ,dringend verdachtig”
klassifiziert worden sind, war es notwendig, Wertungskategorien zu entwickeln, d.h.
die nicht eindeutigen Falle fur die Statistik als ,positiv“ oder ,negativ“ zu werten. Die
Einteilung der Wertungskategorien findet in Anlehnung an die Parallelarbeit
(Dannenberg, 2015) statt, sodass eine gute Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu

erwarten ist.

Wertungskategorie 1 (WK1):

Die ,tumorzell-positiven” und ,dringend verdachtigen” Falle werden als ,positiv”
gewertet. Die ,tumorzell-negativen“ und ,zweifelhaften“ Falle werden als ,negativ”

eingestuft. Dabei handelt es sich um den Normalfall.

Wertungskategorie 2 (WK2):

Die ,tumorzell-positiven”, ,dringend verdachtigen” sowie die ,zweifelhaften” Fille
werden als ,tumorzell-positiv’ betrachtet. Demnach werden nur die ,tumorzell-
negativen” Studienfdlle als ,negativ” hinsichtlich einer Neoplasie angesehen. Dabei

handelt es sich um den Sonderfall.
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2.3.3 Definition der Evidenzlevel

Durch das Follow-Up wurden die zytologischen Diagnosen durch klinische,
radiologische und histologische Befunde verifiziert oder aber auch falsifiziert. Diese
zusammengetragenen Befunde werden ihrer Wertigkeit entsprechend zur Qualitats-
sicherung in Evidenzlevel (EL) unterteilt, welche die Gewichtung der einzelnen Befunde
und Zuverlassigkeit des erfolgten Follow-Ups ausdriicken. Bei den positiven Fallen
findet eine Einteilung in 6 Level statt, Level 1 stellt hier die niedrigste, Level 6 die
hochste Bewertungsstufe dar. Die negativen Falle werden auch in Evidenzlevel
eingeteilt, allerdings nur in 4 Evidenzlevel. AuBerdem stellt hier Evidenzlevel 4 die
hochste und 1 die niedrigste Stufe dar. Diese Art der Einteilung lehnt sich sowohl an
den Certainty-Faktor (Sobin & Compton, 2010) als auch an zwei Doktorarbeiten aus
dem Institut flir Pathologie (Schwerpunkt Cytopathologie) der Universitdt Disseldorf
(Bolefahr, 2011; Dannenberg, 2015) an. Im Einzelnen sind die Stufen wie folgt zu

unterscheiden.

Definition von richtig oder falsch positiven zytologischen Diagnosen:

Evidenzlevel 1:

a) Aus dem Arztbrief geht die gleichstimmige Diagnose hervor, wie zuvor aus der
zytologischen Befundung (positiv). Es erfolgte keine weitere Diagnose-
absicherung (,richtig positiv”).

b) Aus dem Arztbrief geht eine ,,negative” Diagnose hervor, entgegengesetzt dem
zytologischen Befund. Keine weitere Diagnostik widerlegt die zytologische

Expertise (,falsch positiv“).

Evidenzlevel 2:

a) Aus dem Arztbrief geht die gleichgestellte ,,positive” Diagnose hervor, indes mit
bestatigtem Follow-Up (,richtig positiv”).

b) Aus dem Arztbrief geht eine vom zytopathologischen Befund abweichende,
,hegative” Diagnose hervor; die Atiologie der punktierten Raumforderung

wurde geklart (,,falsch positiv”).
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Evidenzlevel 3:

a) Ein wiederholter zytologischer Befund unterlegt den urspriinglichen
zytologischen Befund (, richtig positiv*).

b) Ein wiederholter zytologischer Befund kommt im Vergleich zur ersten
zytopathologischen Diagnose zu einem widerspriichlichen Ergebnis (,falsch

positiv®).

Evidenzlevel 4:

a) Bildgebende Verfahren wie z.B. die Sonographie, Rontgen oder Szintigraphie
bekraftigen die gestellte zytologische Diagnose (,richtig positiv“).
b) Bildgebende Verfahren widerlegen oder entkraften die zytologische Diagnose

(,falsch positiv*).

Evidenzlevel 5:

a) Ein MRT und/oder CT untermauert die zytologische Diagnose (,richtig positiv“).

b) Bzw. widerlegt die zu Grunde liegende zytologische Diagnose (,falsch positiv”).

Evidenzlevel 6:

a) Die histologische Befundung eines Biopsats der tumordsen Veranderung
untermauert die zytologische Diagnose (, richtig positiv“).

b) Bzw. widerspricht der zytologischen Diagnose (,falsch positiv”).

Definition von richtig/falsch negativen zytologischen Diagnosen:

Evidenzlevel 1:

a) Der punktierte Erguss wurde im Arztbrief abschlieRend als , positiv’ beurteilt.
Keine weitere Diagnostik entkréaftet die zu vorige zytologische Diagnose (,falsch
negativ”).

b) Der Erguss wurde im Arztbrief abschlieBend als ,ungeklart” bewertet. Der
Kliniker Gbernahm die Dignitat des Prozesses aus dem zytologischen Gutachten

(,richtig negativ®).
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Evidenzlevel 2:

a)

b)

Der punktierte Erguss wurde im Arztbrief schlussendlich als positiv eingestuft,
anknupfende bildgebende Verfahren (Sonographie/Szintigraphie) oder weitere
zytologische und histologische Befunde widersprechen der zytologischen
Diagnose (,falsch negativ”).

Der Erguss wurde im Arztbrief abschliefend als ungeklart bewertet, jedoch
pflichten weitere zytologische und/oder histologische Befunde der ,negativen”

Diagnose bei (,richtig negativ”).

Evidenzlevel 3:

a)

b)

Der Erguss wurde im Arztbrief letztendlich als ,positiv” beurteilt. Ein CT und/
oder MRT widerlegt die zytologische Diagnose (,falsch negativ”®).

Der Erguss wird im Arztbrief als benigne betitelt (, richtig negativ®).

Evidenzlevel 4:

a)

b)

Die Ergussbildung wurde im Arztbrief abschlieRend als ,positiv’ bewertet. Eine
histologische Untersuchung des Geschehens widerlegt die zytologische
Expertise (,,falsch negativ”).

Die Ergussbildung wurde im Arztbrief abschlieBend als ungeklart eingestuft,
jedoch bekraftigen weitere Befunde, wie die der Zytologie, Histologie,
Sonographie, Rontgen, MRT und/oder CT den zytopathologischen Befund,
und/oder Bestatigung der zytopathologischen Diagnose durch negatives,

mehrjahriges Follow-Up (,richtig negativ”).
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3 Ergebnisse

3.1 Einfiihrung zur Datenauswertung

Basierend auf den geklarten Fallen erfolgt, wie in Kapitel 2.3.2 beschrieben, im
Ergebnisteil die detaillierte statistische Auswertung der unterschiedlichen
Wertungskategorien (WK1 und WK2) hinsichtlich der ,zweifelhaften“ zytologischen
Untersuchungsergebnisse. Auferdem wurde das Patientenkollektiv in drei Sub-

kohorten unterteilt.

Die Subkohorte 1 beinhaltet die Patientenfalle, bei denen zum Beweis von Tumorzellen
oder zu ihrem Ausschluss eine Anwendung der immunzytochemischen Marker BerEP4
und HEA 125 angestrebt wurde. Fiir dieses Kollektiv wurden die in Kapitel 2.3.1
beschrieben statistischen Kennzahlen berechnet, sowie eine detaillierte Auswertung

mittels Vierfeldertafel vorgenommen.

Die Subkohorte 2 beinhaltet die Patientenfille, bei denen Tumorzellen sicher waren,
aber man mittels Typisierung Klarheit (iber den Primarius gewinnen wollte. Da maligne
Perikarderglisse oft von Bronchial- und Mammakarzinomen herriihren, wurden hierfir

vorzugsweise Marker wie CK7, CK5/6, CK20, TTF1 sowie ER und PR eingesetzt.

Subkohorte 3 beinhaltet die wenigen Félle, bei denen eine Her-2/neu-Immun-

zytochemie Gegenstand der erganzenden Untersuchungen war.

3.2 Allgemeine Datenauswertung der Studie

Von den 456 Patienten des Gesamtkollektivs wurden bei 84 Patienten immun-
zytochemische  Untersuchungen  vorgenommen.  Aufgrund  unzureichenden
Untersuchungsmaterials fiir die immunzytologische Untersuchung mussten zwei
Patienten von dieser Studie ausgeschlossen werden. Bei 6 Patienten (7%) konnte kein
Follow—Up durchgefiihrt werden, da ihre Patientenakten — trotz wiederholter Bitten —

von den jeweiligen Kliniken nicht zur Verfligung gestellt wurden (s. Abb. 13).
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Damit standen 76 (91,%) Patienten mit 79 immunzytochemischen Untersuchungen fiir
die statistische Auswertung zur Verfligung, die die Datengrundlage fiir die in dieser
Studie durchgefiihrten statistischen Berechnungen bildeten. Unter den 79
immunzytochemischen Untersuchungen befanden sich 47 Untersuchungen mit
Typisierungsmarkern und 29 Untersuchungen zwecks Beweis-/Ausschlussdiagnostik

mit Markern wie BerEP4, sowie drei Her-2/neu Tests.

6;,7%  2;2%

H geklarte Falle im Sinne eines
Follow-Ups

B ungekldrte Fdlle im Sinne eines
Follow-Ups

ausgeschlossene Patienten

Abb. 13: Aufklarungsrate bezogen auf die Patientenzahl. Absoluter Zahlenwert; Prozentwert

In einer parallelen Studie wurde der dort zu Grunde liegende Patientenpool unter
Anwendung der konventionellen zytologischen Diagnostik untersucht, dabei konnten
von den 456 Patienten 424 Fille vollstandig geklart werden (Dannenberg, 2015). Da
die vorliegende Studie, in Hinblick auf 76 Falle, eine Teilbetrachtung des Gesamt-
kollektivs ist, wird dieses mit Genehmigung des Autors in Abbildung 14 kurz graphisch

charakterisiert.
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Punktierte Patienten (n=456)

Aus- Zytologische . . - .
schliisse Diagnostik Immunzytochemisch diagnostizierte Patienten

il (n= 455) (n=84)

geklarte
Falle fehlen- geklarte Falle hinsichtlich fehlen-
durch des des Follow-Ups: des Aus-

Follow- || Follow- Untersuchungen (n=79) Follow- | schliisse
Up Ll : Up (n=2)
(n=31) Patienten (n=76) (n=6)

(n= 424)

Sub- Sub- Sub-
kohorte | kohorte | kohorte
1 2 3

(n=29) | (n=47) (n=3)

Abb. 14: Darstellung des gesamten Patientenkollektivs unter Beriicksichtigung der Parallelstudie von
Dannenberg (2015).

Bei den 76 Patienten dieser retrospektiven Analyse wurde eine konventionelle
zytologische Diagnostik durchgefiihrt. Die Befunde dieser bereits erfolgten Diagnostik
teilt sich wie folgt auf: 61% der Praparate wurden als ,,tumorzell-positiv” eingestuft,
bei 9% bestand der ,dringende Verdacht”, bei weiteren 29% war die Diagnose
»Zweifelhaft” und bei nur 1% waren die Proben als ,negativ” eingestuft (s. Abb. 15). In
diesem einen konventionell zytologisch als ,negativ” befundeten Fall wurde die

Immunzytochemie direkt mit der konventionellen Diagnostik angeordnet.
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m zweifelhaft
B dringender verdacht
negativ

M positiv

Abbildung 15: Zytologische Befunde des vorliegenden Priparate-Kollektivs (n=76). Absoluter

Zahlenwert; Prozentwert

3.3 Auswertung hinsichtlich Evidenzlevel

Die Auswertung der Patientendaten nach Evidenzlevel wird in Tabelle 10 verdeutlicht.

Ein GrofRteil der Follow-Up-Daten konnte den jeweils hochsten Kategorien zugeordnet

werden.

Bei den ,positiven” Diagnosen wird dies besonders deutlich, hier konnten 93,5% in die

beiden hochsten Evidenzlevel (5 und 6) eingeteilt werden.

Die Verteilung bei den , negativen” Ergebnissen stellt sich auf Grund der Unterteilung

in 4 Level etwas abweichend dar, aber auch in dieser Gruppe konnten 64,3% dem

hochsten Level (4) zugeordnet werden. Die Ergebnisse verdeutlichen sowohl in der

Gruppe der ,positiven” Diagnosen als auch in der Gruppe der ,negativen” Diagnosen

eine hohe Wertigkeit des durchgefiihrten Follow-Ups.

Tabelle 10: Aufteilung der Follow-Up-Daten von Wertungskategorie 1 nach Evidenzlevel.

Evidenzlevel Anzahl (n) Anzahl (n)
"positive" Diagnosen "negative" Diagnosen

EL1 0 0

EL2 2 1

EL3 2 4

EL4 0 9

ELS 56 -

EL6 2 -

Insgesamt 62 14

EL: Evidenzlevel
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3.4 Ergussatiologie

Die Ergiisse werden hinsichtlich ihrer Atiologie in zwei grundlegende Gruppen
unterteilt. Bei einer Gesamtzahl von n=76 gibt es zum einen die benignen Ergiisse
(n=14) und zum anderen die malignen Erglisse (n=62) Erglisse. Wie aus Abbildung 16
ersichtlich, sind die malignen Erglisse mit einem Prozentsatz von 82% weitaus haufiger
als die Benignen. In diesem Kapitel wird auf die unterschiedlichen Ursachen innerhalb

der Gruppen sowie auf geschlechterspezifische Unterschiede eingegangen.

70 ~ 62
60 -
50 -
40 A
30 A M benigne Erglisse

20 14

B maligne Ergusse

w
=
w
=

Manner (n=37) Frauen (n=39) Insgesamt (n=76)

Abb. 16: Geschlechterspezifischer Unterschied benigner und maligner Ergiisse.

Betrachtet man den geschlechterspezifischen Unterschied, so zeigt sich, dass im
Kollektiv der Manner die ausgewerteten Erglisse zu 19% (n=6) benigner Natur waren.

Im Kollektiv der Frauen handelte es sich bei 26% (n=8) um benigne Ergisse.

3.4.1 Benigne Ergiisse

Betrachtet man die geschlechterspezifische Aufteilung nach Ursachen der , negativen”
Erglisse, wie in Abbildung 17 dargestellt, so zeigt sich, dass bei den Frauen keine
systemischen und stauungsbedingten Erglisse auftraten, lediglich idiopathische und
entziindliche Erglisse wurden zu gleichen Teilen verzeichnet. Im Kollektiv der Manner
sind alle vier Ursachen eines ,tumorzell-negativen Ergusses” vertreten, wobei hier die

idiopathischen und systemischen Ursachen an erster Stelle stehen.



52
Ergebnisse

Dabei muss bedacht werden, dass die dargestellten Falle diejenigen sind, bei denen
sich ein Tumorverdacht immunzytochemisch nicht bestatigte, so dass die Verteilung
der Ergussursachen nicht reprasentativ fir das Gesamtkrankengut ist (vgl. Dannenberg

(2015)).

B Manner

M Frauen

0 T T T T
systemisch entziindlich stauungs- bedingt idiopathisch

Abb. 17: Geschlechtsspezifische Verteilung der Atiologie benigner Perikardergiisse.

Es ist festzustellen, dass 57% (n=8) der ,tumorzell-negativen” Ergiisse bei Frauen und
43% (n=6) bei Mannern auftraten (vgl. Abb. 17). Die statistische Verteilung stellt sich
wie in Tabelle 11 ersichtlich dar: bei den Frauen zeigt sich eine gleichmaRige Aufteilung
zu je 50% zwischen entziindlichen und idiopathischen Ergiissen. Bei den Mannern ist
die Aufteilung breiter gefachert: Je 33,3% der Erglisse waren systemsicher oder

idiopathischer Natur, je 16,7% waren entziindlich oder stauungsbedingt.

Tabelle 11: Statistische Verteilung der ,tumorzell-negativen” Perikardergiisse nach Atiologie bei
Mannern und Frauen.

Atiologie Manner Frauen Anteil (M) Anteil (F) Insgesamt
(M) (F) in% in% (M+F)

Entziindlich 1 4 16,7% 50% 5

Idiopathisch | 2 4 33,3% 50% 6

Systemisch 2 0 33,3% 0% 2

Stauung 1 0 16,7% 0% 1

Insgesamt 6 8 100,0% 100,0% 14
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3.4.2 Maligne Ergiisse

Wie aus Abbildung 18 ersichtlich, liegt innerhalb der Kohorte der 62 ,tumorzell-
positiven” Erglissen eine gleichmaRige Verteilung zwischen Mannern (50%) und Frauen

(50%) vor.

M Frauen

B Manner

Abb. 18: Geschlechterverteilung der ,tumorzell-positiven” Ergiisse. Absoluter Zahlenwert;
Prozentwert

Bezliglich der Primartumoren zeigte sich, dass der grofSte Anteil der malignen Prozesse
am Perikard bei beiden Geschlechtern bronchialen Ursprunges ist: 56,5% (n=35) aller
»tumorzell-positiver” Perikarderglisse gehen von einem Bronchialkarzinom aus.
Weitere Primartumore zeigten sich - wie in Abbildung 20 dargestellt - in der Haufigkeit
ihres des Auftretens geschlechtsiibergreifend deutlich seltener. Betrachtet man die
Herkunftsorgane geschlechtsspezifisch (s. Abb.19), so fallt auf, dass bei den Frauen
Mammakarzinome mit 29% am zweithdufigsten den Primarius stellen. Bei den
Mannern liegen maligne Mesotheliome mit 9,7% mit deutlichem Abstand auf dem

zweiten Platz der Herkunftsorgane.
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25 1

M Frauen

B Manner

“"

Abb. 19: Geschlechtsspezifische Verteilung nach Herkunftsorgan der ,tumorzell-positiven
Perikardergiisse.

In Tabelle 12 sind die vorkommenden Primartumoren differenziert aufgeschlisselt.
Neben Bronchialkarzinomen, Mammakarzinomen und malignen Mesotheliomen
kamen weitere Tumoren vor, darunter auch seltene wie ein Merkelzellkarzinom und
ein Synovialkarzinom. AuRerdem kamen auch Perikardabsiedlungen von Karzinomen
des Ovars, der Cervix uteri, des Magens, des Osophagus und der Glandula parotis
sowie bei malignem Melanom vor. In zwei Fallen (= 3,2%) konnte die Tumorherkunft
weder morphologisch, noch anhand der klinischen Verlaufe geklart werden, so dass
abschlielend die Diagnose eines CUP-Syndroms (,Cancer of unknown primary“)
gestellt wurde. Des Weiteren traten das Ovar und der Cervix bei 3,2% als
Herkunftsorgan auf. Gefolgt von Magen, Osophagus, Melanomen und Parotis mit

jeweils 1,6%.
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Tabelle 12: Statistische Verteilung der ,tumorzell-positiven” Perikardergiisse
Mannern und Frauen.

nach Atiologie bei

Herkunfts- Mainner (M) | Frauen (F) | Anteil (M) Anteil (F) Insgesamt
organ in % in% (M+F)
Lunge 21 14 67,7% 45,2% 35 (56,5%)
Mamma - 9 - 29,0% 9 (14,5%)
malignes 3 1 9,7% 3,2% 4 (6,5%)
Mesotheliom

Lymphom 1 1 3,2% 3,2% 2(3,2%)
Ovar - 2 - 6,5% 2(3,2%)
cup 2 0 6,5% 0% 2(3,2%)
Osophagus 1 0 3,2% 0% 1(1,6%)
Magen 1 0 3,2% 0% 1(1,6%)
Cervix - 2 - 6,5% 2(3,2%)
Merkellzellen | 0 1 0,0% 3,2% 1(1,6%)
Parotis 1 0 3,2% 0,0% 1(1,6%)
malignes

Melanom 1 0 3,2% 0,0% 1(1,6%)
Synovial-

karzinom 0 1 0,0% 3,2% 1(1,6%)
Insgesamt 31 31 100% 100% 62

F: Frau; M. Mann; %: Prozent

3.4.3 Zusammenfassende Darstellung der hdufigsten Ursachen beider Dignitdten

Bei Betrachtung der statistischen Verteilung aller Perikardergiisse nach Atiologie bei
Mannern und Frauen (s. Tabelle 13), zeigt sich, dass mit 46,1% die haufigste Ursache
fir Perikardergiisse bei beiden Geschlechtern Lungenkarzinome sind. Bei Frauen
folgen auf dem zweiten Platz mit 23,1% die Mammakarzinome, die auch bei der
Gesamtbetrachtung einen Anteil von 11,8% ausmachen. Bei Mannern sind maligne
Mesotheliome mit 8,1% zweithdufigste Ursache fiir Perikardergiisse. In der Gesamt-
betrachtung nehmen maligne Mesotheliome allerdings nur einen Anteil von 5,3% ein
und liegen damit nur auf Platz sechs. In der Gesamtbetrachtung liegen hingegen
benigne Ursachen auf Platz drei und vier der haufigsten Ursachen, gemeinsam nehmen
systemische und idiopathische Erglisse einen Anteil von 15,8% ein. Auch entziindliche
Erglisse erweisen sich mit 6,6% als haufiger ursachlich als maligne Mesotheliome. Eine
genaue Darstellung Uber die statistische Verteilung sowohl benigner als auch maligner

Perikarderglisse enthalt die folgende Tabelle:
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Tabelle 13: Statistische Verteilung der Perikardergiisse nach Atiologie bei Mannern und Frauen.

Ursache Manner (M) | Frauen (F) Anteil (M) in | Anteil (F)in | Insgesamt
=% =% (M+F)
Maligne:
Lungen CA 21 14 56,8% 35,9% 35(=46,1%)
Mamma CA - 9 - 23,1% 9 (=11,8%)
malignes 3 8,1% 2,6% 4 (=5,3%)
Mesotheliom
Lymphom 1 1 2,7% 2,6% 2 (=2,6%)
OvarCA - 2 - 5,1% 2 (=2,6%)
cup 2 0 5,4% 0% 2 (=2,6%)
Osophagus CA 1 0 2,7% 0% 1(=1,3%)
Magen CA 1 0 2,7% 0% 1(=1,3%)
Cervix CA 2 - 5,1% 2 (=2,6%)
Merkellzell CA 1 0,0% 2.6% 1(=1,3%)
Parotis CA 1 0 2,7% 0,0% 1(=1,3%)
malignes
Melanom 1 0 2,7% 0,0% 1(=1,3%)
Synovial CA 1 0,0% 2,6% 1(=1,3%)
Benigne:
Idiopathisch 2 4 5,4% 10,2% 6 (=7,9%)
Systemsich 2 0 5,4% 0% 6 (=7,9%)
Stauungsbedingt | 1 0 2,7% 0% 1(=1,3%)
Entziindlich 1 4 2,7% 10,2% 5 (=6,6%)
Insgesamt 37 39 76

F: Frau; M. Mann; %: Prozent

3.5 Immunzytochemische Untersuchungen zum Tumornachweis

Bei der Subkohorte 1 bestehend aus 29 Proben, bei denen man Tumorzellen fir
moglich hielt, aber sie konventionell-zytologisch nicht beweisen konnte, wurde die
Immunzytochemie zum Nachweis von Tumorzellen oder zu ihrem Ausschluss
eingesetzt. In 29 Fillen wurde BerEP4 und bei 23 Fallen zusatzlich HEA-125 als
diagnostische Marker eingesetzt, ferner wurde bei vier Fallen ergdnzend auch
Calretinin zur Detektion von mesothelialen Zellen angewandt. Auf diese Weise konnte
im Zuge der vier Calretinin-Einsdtze ein Mesotheliom nachgewiesen und zwei

Verdachtsfalle entkraftet werden. In einem Fall wurde Pan-Cytokeratin eingesetzt. Die
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Anwendung von CD20, CD45 und CD45Ro in zwei Fillen diente jeweils dem Ausschluss

von malignen Lymphomen. Die Marker-Verteilung ist in Tabelle 14 ersichtlich.

Tabelle 14: Markeranwendung in der Subkohortel.

Marker Anzahl der Fille
Ber Ep4 29

HEA 125 23

Calretinin 4
Pan-Cytokeratin 1

CD 20 2

CD 45 2

CD 45 Ro 2

Vor der detaillierten Ausarbeitung der Daten in den Subkapiteln 3.5.1 und 3.5.2 sollen

die Ergebnisse folgend kurz tabellarisch vorgestellt werden (vgl. Tabelle 15).

Tabelle 15: Datenverteilung von zytologischen Befunden und immunzytochemischen Anwendungen
zum Tumorzellnachweis (Subkohorte 1, n = 29).

Zytologischer Befund Immunzytochemischer Befund Summe
positiv dringender negativ
Verdacht

positiv 3 1 0 4
dringender Verdacht 3 0 2 5
zweifelhaft 8 2 9 19
negativ 1 0 0 1
Summe 15 3 11 29

3.5.1 Berechnung der Treffsicherheit nach Wertungskategorie 1

In der Wertungskategorie 1 (vgl. Kapitel 2.3.2.) werden die , tumorzell-positiven” (n =4)
und die , dringend verdachtigen” Falle (n=5) nach konventioneller Zytologie als positiv
gewertet, die ,,tumorzell-negativen” (n=1) und ,,zweifelhaften” Falle (n=19) als negativ.
Die Treffsicherheit der konventionell-zytologischen Untersuchung fir die 29 Falle ist in

Tabelle 16 dargestellt.
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Tabelle 16: Verteilung der absoluten Haufigkeiten der konventionell-zytologischen Untersuchungen
zum Tumornachweis in Wertungskategorie 1.

Diagnostik + Diagnostik - Summe
Tumor + 7 9 16
Tumor - 2 11 13
Summe 9 20 29

Diagnostik +/-: Diagnose maligne/benigne; Tumor +/-: Tumor maligne/benigne.

Bei Betrachtung der konservativ-zytologischen Untersuchungen (s. Tabelle 16) zeigt
sich, bei nur 7 ,richtig-positiven” Diagnosen gegeniiber 16 tatsdchlich malignen
Erglissen, eine Sensitivitdit von 43,8%. Die Spezifitdt als Quotient der ,richtig-
negativen” Falle (n=11) und der Gesamtzahl aller tatsachlich ,negativen” Falle (n=13)
einen Wert von 84,6%. Daraus resultieren eine Falsch-Negativ-Rate von 56,3% und
eine Falsch-Positiv-Rate von 15,4%. Der positive Pradiktionswert erreicht Wert von
77,8%. Der negative Pradiktionswert erreicht einen Wert von 55%. Die
Gesamttreffsicherheit ergibt sich aus dem Vergleich der korrekt gestellten Diagnosen
(n=18) mit der Gesamtfallzahl (n=29) und betragt 62,1%.

Nach Anwendung der Immunzytochemie (vgl. Tabelle 17) konnten 14 ,richtig-positive”
Diagnosen gegeniiber der Gesamtzahl aller tatsachlich positiven Tumorfille (n=16)
gestellt werden, woraus eine Sensitivitdt von 87,5% resultiert. Die Spezifitat hat als
Quotient der immunzytochemisch ,richtig-negativen” Falle (n=9) und der Gesamtzahl
aller tatsachlich ,negativen” Falle (n=13) einen Wert von 69,2%. Dies ergibt eine
Falsch-Negativ-Rate von 12,5% und eine Falsch-Positiv-Rate von 30,8%. Der positive
Pradiktionswert erreicht einen Wert von 77,8%. Der negative Pradiktionswert erreichte
einen Wert von 81,8%. Die Gesamttreffsicherheit ergibt sich aus dem Vergleich der

korrekt gestellten Diagnosen (n=23) mit der Gesamtfallzahl (n=29) und betragt 79,3%.
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Tabelle 17: Verteilung der absoluten Haufigkeiten immunzytochemischer Untersuchungen zum
Tumornachweis in Wertungskategorie 1.

Diagnostik + Diagnostik - Summe
Tumor + 14 2 16
Tumor - 4 9 13
Summe 18 11 29

Diagnostik +/-: Diagnose maligne/benigne; Tumor +/-: Tumor maligne/benigne.

Die genannten Werte sind in Tabelle 18 noch einmal zusammengefasst.

Der Zahlenvergleich zeigt, dass sich durch den Einsatz adjuvanter Diagnostik eine
deutliche Verbesserung der Sensitivitat von 43,8% auf 87,5% ergibt. Ebenso hat sich
die Falsch-Negativ-Rate mehr als geviertelt und sich von 56,3% auf 12,5% reduziert. Im
Gegensatz zu den soeben genannten Entwicklungen liegt bei der Falsch-Positiv-Rate
eine Verdopplung von 15,4% auf 30,8% vor. Die Gesamttreffsicherheit verbesserte sich

jedoch von 62,1% auf 79,3%.

Tabelle 18: Gegeniiberstellung der Treffsicherheit von zytologischer Diagnostik ohne adjuvante
Methoden und mit adjuvanten Methoden an Perikardergiissen in Wertungskategorie 1 (n=29).

Statistische Konventionelle Zytologie Immunzytochemische Diagnostik
Kennzahlen zum Tumornachweis in zum Tumornachweis in
Wertungskategorie 1 Wertungskategorie 1

Sensitivitat 43,8% 87,5%

Spezifitat 84,6% 69,2%

,Falsch-Positiv-Rate” 15,4% 30,8%

,Falsch-Negativ-Rate” 56,3% 12,5%

»positive 77,8% 77,8%

Pradiktionswert”

,hegative 55% 81,8%

Pradiktionswert”

Gesamttreff-sicherheit 62,1% 79,3%
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Im Folgenden soll besonders auf die 19 Falle eingegangen werden, die konventionell-
zytologisch als ,zweifelhaft” eingeordnet worden waren, da eines der Ziele einer
verbesserten Diagnostik sein muss, eine hohe Aufklarungsrate besonders in diesem
Kollektiv herbeizufihren. Insgesamt konnte die weiterfihrende immunzytochemische
Diagnostik mit Markern wie BerEP4 und HEA 125 eine hohe Aufklarungsrate
herbeifiihren: von den 19 Fallen erwiesen sich im Follow-Up 10 als tatsachlich
y,hegativ’, 9 Falle als ,positiv. Von den 9 malignen Erglissen wurden durch
immunzytochemische Marker 8 Proben als ,positiv’ erkannt (Tabelle 19). Insgesamt
ergab sich daraus fir die adjuvante Diagnostik eine Sensitivitdt von 88,9% und

Spezifitat von 80%. Die Gesamttreffsicherheit beladuft sich auf 84,2 %.

Tabelle 19: Verteilung der absoluten Haufigkeiten immunzytochemischer Untersuchungen an
zytologisch ,,zweifelhaften” Fillen in Wertungskategorie 1.

Diagnostik + Diagnostik - Summe
Tumor + 8 1 9
Tumor - 2 8 10
Summe 10 9 19

Diagnostik +/-: Diagnose maligne/benigne; Tumor +/-: Tumor maligne/benigne.

3.5.2 Berechnung der Treffsicherheit nach Wertungskategorie 2

Die Wertungskategorie 2 definiert sich - wie bereits beschrieben - dadurch, dass die
Ltumorzell-positiven”, ,dringend verdachtigen” sowie die ,zweifelhaften” Falle als
»positiv’ betrachtet werden. Demnach werden hier nur die ,,tumorzell-negativen” Falle
als ,negativ” angesehen.

Betroffen von dieser Anderung der Zuordnung der ,zweifelhaften” Fille ist die
konventionelle Zytologie. Sie unterliegt einer Veranderung, weil durch die Zytologie 19
Proben als ,zweifelhaft” eingestuft wurden und nunmehr statt negativ als positiv

gewertet werden. Tabelle 20 zeigt auf der Grundlage einer Vierfeldertafel die
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statistische Auswertung der Treffsicherheit der konventionellen Zytologie hinsichtlich

der Wertungskategorie 2.

Tabelle 20: Verteilung der Haufigkeiten der konventionell-zytologischen Untersuchungen zum
Tumornachweis in Wertungskategorie 2.

Diagnostik + Diagnostik - Summe
Tumor + 16 0 16
Tumor - 12 1 13
Summe 28 1 29

Diagnostik +/-: Diagnose maligne/benigne; Tumor +/-: Tumor maligne/benigne.

Betrachtet man die Sensitivitdit der konventionellen Zytologie aus dem neuen
Blickwinkel, so stellt sich bei 16 ,richtig-positiven“ Diagnosen gegeniiber der Summe
aller tatsachlich ,,positiven” Tumorfalle (n=16) eine Sensitivitat von 100% heraus.

Die Spezifitat erreichte als Quotient der ,richtig-negativen” Falle (n=1) und der Summe
aller tatsachlich ,,negativen” Falle (n=13) einen Wert von 7,7%.

Bei Betrachtung der Gesamttreffsicherheit ergab sich aus dem Vergleich aller
zytologisch richtig gestellten Diagnosen (n=17) mit der Gesamtstudienfallzahl (n=29),
eine Gesamttreffsicherheit von 58,6%.

Vergleicht man die statistischen Kennzahlen der Zytologie mit und ohne Anwendung
der immunzytochemischen Untersuchungen (s. Tabelle 21), so lasst sich ein deutlicher
Zuwachs der Sensitivitdt auf Seiten der nicht-adjuvanten Diagnostik aufgrund der
veranderten Kategorisierung als Wertungskategorie 2 erkennen, allerdings auf Kosten
der Spezifitat, die dann nur noch bei 7,7% liegt. Auf Seiten der adjuvanten Diagnostik
hat keine Veranderung gegeniiber der Wertungskategorie 1 stattgefunden, weil keine
yLZweifelhaften” Falle der Immunzytochemie vorlagen. Die Gesamttreffsicherheit ist
auch bei dieser neuen Betrachtungsweise der Wertungskategorie 2 ein stabil

vergleichbarer Wert, der den Nutzen adjuvanter Diagnostik unterstreicht: die
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Gesamttreffsicherheit der adjuvanten Diagnostik ist mit 79,3% Uber 20 Prozentpunkte

hoher als die Gesamttreffsicherheit ohne adjuvanten Diagnostik (s. Tabelle 21).

Tabelle 21: Gegeniiberstellung der Treffsicherheit von zytologischer Diagnostik ohne adjuvante
Methoden und mit adjuvanten Methoden an Perikardergiissen in Wertungskategorie 2 (n=29).

Statistische Kennzahlen Konventionelle Immunzytochemische
Zytologie zum Diagnostik zum
Tumornachweis in Tumornachweis in
Wertungskategorie 2 Wertungskategorie 2

Sensitivitat 100% 87,5%

Spezifitat 7,7 % 69,2 %

Gesamttreffsicherheit 58,6 % 79,3%

3.5.3 Nachtraglich durchgefiihrte Untersuchungen der Subkohorte 1

In der Subkohorte 1 wurden in Rahmen der Studie bei zwei Patienten nachtragliche
Untersuchungen vorgenommen, nachdem die zur originalen Diagnostik durch-
gefiihrten immunzytochemischen Farbungen zum Teil zum klinischen Verlauf

diskrepante Ergebnisse erbracht hatten.

Fall 1

Bei einem 23-jahrigen Patienten wurden wahrend eines Zeitraums von 16 Monaten
insgesamt sechs Perikardergisse punktiert und untersucht (s. Tabelle 22). Die Punktate
1, 2, 4 und 5 sind ,negativ” beurteilt worden, das Punktat 3 hingegen als ,,zweifelhaft”.
Immunzytochemisch erwies es sich zum Zeitpunkt der origindren Diagnostik als
BerEP4- und HEA125-,negativ’ und wurde daher als ,negativ’ klassifiziert.
Zwischenzeitlich wurde bei dem Patienten ein myoepitheliales Parotiskarzinom
diagnostiziert. Das sechste und letzte Punktat wurde zum Zeitpunkt der Erkrankung
lediglich zytologisch untersucht und ergab ein ,positives” Ergebnis, das als gut
vereinbar mit einer Perikardbeteiligung bei einem metastasierenden nicht kleinzelligen
Karzinom bzw. auch mit dem klinisch bekannten myoepithelialen Parotiskarzinom

interpretiert wurde.
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Im Rahmen dieser Studie wurde zum einen die dritte Probe erneut begutachtet, um
einen ,Screening Error” auszuschlielen oder zu beweisen. Dabei bestatigte sich, dass
es sich um einen hamorrhagischen und abschlieBend als ,,negativ” zu klassifizierenden

Erguss handelte (s. Abb. 20).

Abb. 20: Nachbetrachtung von Probe 3, hamorrhagischer Erguss, MGG-Farbung, 400-fach vergréBert.

Zum anderen wurde die sechste Probe, die zum Zeitpunkt der Erkrankung nur
zytologisch untersucht worden war, mit den immunzytochemischen Markern BerEP4

und HEA 125 weiter untersucht, wobei sich beide Marker als eindeutig , positiv*

darstellten, angefarbt (s.Abb.21).

Abb. 21: Immunzytochemische Nachuntersuchung von Probe 6, BerEP4 ,positiv“, Papanicolaou-
Farbung, 400-fach vergroBert.
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Die Fotos sind exklusiv fir die vorliegende Studie am Institut fiir Pathologie
entstanden.

AbschlieBend stellten sich somit die beiden Diagnosen an den Punktaten 3 und 6 als
jeweils richtig heraus. In folgender Tabelle sind die originale und die nachtragliche

Diagnostik chronologisch aufgefiihrt.

Tabelle 22: Darstellung der nachtraglichen Untersuchungen des 1. Patientenfalls.

Probe Unter- Erguss in | Zytologie Immun- Marker
suchungs- ml zytochemie
datum
Probe 1 23.08.2010 1300 negativ X
Probe 2 25.08.2010 200 negativ X
Probe 3 09.09.2010 50 zweifelhaft X
Immun- 16.09.2010 50 X negativ Ber-EP4,
zytologie HEA125
Probe3
Immunzyto- 20.12.2012 50 X negativ Ber-EP4,
chemische HEA125
Nach-
untersuchung
Probe 4 09.09.2010 300 negativ X
Probe 5 13.09.2010 400 negativ X
Probe 6 15.02.2011 85 Positiv, X
nicht-
kleinzelliges
Karzinom
Immunzyto- 20.12.2012 X positiv Ber-EP4,
chemische HEA125
Nach-
untersuchung

Fazit der nachtraglichen Untersuchungen ist, dass es sich bei der immunzyto-
chemischen Untersuchung der dritten Probe, welche zum Zeitpunkt der Erkrankung
maRgeblich zu der Diagnose eines ,negativen” Ergusses flihrte, nicht um einen
»,Screening-Error” handelte. Denkbar ist hingegen, dass die Ergussprobe vom
16.09.2010 tatsachlich keine Tumorzellen enthielt oder, dass es sich um einen
»wSampling-Error” handelte. Die Nachuntersuchung der sechsten Probe sollte zeigen, ob

eine Immunzytochemie die ,positive” Diagnose der Zytologie bestatigen konnte.
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Fall 2

Bei einem 74 jahrigen Patienten wurde ein 7,5 ml umfassender, hell-gelber und leicht
triber Perikarderguss untersucht. Zytologisch wurde die Probe als ,dringend
verdachtig” eingestuft. Zur weiteren Abklarung wurde eine weiterfiihrende
Immunzytochemie mit den Markern BerEP4 und HEA 125 durchgefihrt und fir beide
Marker als positiv interpretiert, so dass eine Perikardbeteiligung eines
metastasierenden nicht kleinzelligen Karzinoms diagnostiziert wurde. Im Follow-Up
stellte sich jedoch heraus, dass der Perikarderguss bei generalisierter Arteriitis
temporalis (Morbus Horton) entzindlicher Genese war. Zur weiteren Diagnose-
sicherung wurde auch eine Echokardiografie durchgefiihrt. Nach hochdosierter
Kortison-Therapie kam es zu keinen weiteren Rezidiven.

Im Zuge der Studie wurden die immunzytochemischen Prdparate der Probe noch
einmal kontrolliert und die Farbesignale an auffalligen Zellen als zwar in gewisser
Weise spezifisch, aber doch eher schwach angesehen. Da die Zellen zum Teil auch in
eher unverdachtigen Verbanden lagen, wurde ergdnzend zur Klarung der Frage, ob es
sich nicht doch um reaktive Mesothelien handeln koénnte, noch eine Calretinin-
Immunzytochemie angeschlossen, die deutlich positiv war. In Tabelle 23 sind die

diagnostischen Abldaufe noch einmal zusammengefasst.

Tabelle 23: Darstellung der nachtraglichen Untersuchungen des 2. Patientenfalls.

Probe Unter- Erguss in | Zytologie Immun- Marker

suchungs- ml zytochemie

datum
Probe 1 15.02.2005 7,5 ydringender | x

Verdacht”
Immun- 17.02.2005 7,5 X »positiv”, Ber-EP4,
zytologie nicht HEA125
Probe 1 kleinzelliges
Karzinom

Immunzyto- 20.12.2012 negativ Ber-EP4,
chemische HEA125,
Nach- Calretinin
untersuchung

Fazit der nachtraglichen Untersuchung ist die Revision der Diagnose, die als ,falsch
positiv’ klassifiziert werden musste. Es lag somit ein ,Screening Error” in dem Sinne

vor, dass eine schwache Immunreaktion nicht kritisch hinterfragt worden ist, sondern
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als positiv interpretiert worden ist. Im Nachhinein weist die starke Positivitat flr den
mesothelialen Marker Calretinin in Richtung reaktiver Mesothelien hin. Die falsche
Zuordnung ereignete sich im Winter 2005, also noch in einer Art Lernphase bei der
Interpretation der Immunzytochemie.

Die zum Follow-Up zur Verfligung stehenden Erkenntnisse entsprechen einem Evidenz-
level 4: zur weiteren Diagnosesicherung wurde seitens des Klinikers eine
Echokardiografie durchgefiihrt, die negativ ausfiel. Ein CT oder eine Histologie sind
nicht erfolgt. Flir Benignitat spricht aullerdem, dass sich nach Punktion und hoch-
dosierter Kortison Therapie eine Riickbildung des Ergusses zeigte; auerdem kam es zu
keinen weiteren Rezidiven im folgenden Jahr. Die abschliefende Diagnose des Klinikers
lautete auf Perikardergussbildung im Rahmen einer Arteriitis temporalis (Morbus

Horton).

3.6 Immunzytochemische Untersuchung zur Tumortypisierung

In der Subkohorte 2 (n=47) wurden an Féllen, an denen zuvor konventionell-
zytologisch eine Tumordiagnose bereits gestellt werden konnte, immunzytochemische
Untersuchungen zur Tumortypisierung eingesetzt. Hierzu wurden die in Kapitel 2.2.7
beschrieben Marker verwendet.

In allen 47 Fallen war aus technischer Sicht eine Auswertung der Immunzytochemie
moglich. In 42 Fallen (89%) gelang eine korrekte immunzytochemische Zuordnung der

Perikardkarzinose zum Primartumor, in finf Fallen gelang dies nicht (11%) (s. Abb. 22).

5;11%

B Tumortypisierung richtig

B Tumortypisierung falsch

Abb. 22: Darstellung der Treffsicherheit der Tumortypisierung in Subkohorte 2 (n=47). Absoluter
Zahlenwert; Prozentwert.
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In Tabelle 24 sind die Ergebnisse der Immunzytochemie in Korrelation zum zugrunde

liegenden Primartumor aufgefihrt.

Tabelle 24: Immunzytochemische Korrelation zum zugrunde liegenden Primarius.

Malignom richtige % Immunzytochemische Diagnose
Typisierungen/ Zahl der diskrepanten Fille
der Karzinome

Lungenkarzinom 29/30 96,7 | Vermutlich Magen-/
Pankreaskarzinom (n=1)

Mammakarzinom 3/3 100

Ovarialkarzinom 2/2 100

Cervixkarzinom 0/1 0 Vermutlich Mammakarzinom (n=1)

Mesotheliom 3/3 100

Non Hodgkin 1/1 100

Lymphom

Hodgkin Lymphom | 0/1 0 Perikarderguss mit ausgepragter
lymphatischer Infiltration (n=1)

Merkelzellkarzinom |1/1 100

Melanom 0/1 0 Hamorrhagischer Erguss mit
aktivierten Mesothelien (n=1)

Synovialkarzinom 1/1 100

Osophaguskarzinom | 0/1 0 Verdacht auf Bronchialkarzinom
bei geringer immunzytochemischer
Reaktivitat (n=1)

Cup 1/1 100

Benigne 1/1 100 Diese Typisierung diente dem
Ausschluss einer
Perikardbeteiligung bei Verdacht
auf Non Hodgkin Lymphom

CUP: Cancer of unknown primary

Die einzige haufige Tumorentitat innerhalb dieser Subkohorte war das
Lungenkarzinom (n=30), das in 96,7% der Falle richtig typisiert werden konnte;
insgesamt wurden 89,4% aller Tumoren korrekt zugeordnet (42/47). Bei Mamma-
karzinomen (n=3), Ovarialkarzinomen (n=2) und Mesotheliomen (n=3) konnte zu 100%

eine richtige Typisierung erfolgen. In den funf Fallen, bei denen die Typisierung nicht
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gelang, stellten sich die tatsachlichen Diagnosen und das Farbe-ergebnis wie in Tabelle

25 ersichtlich dar.

Tabelle 25: Darstellung der tatsichlichen Diagnose und des Farbeergebnisses im Kollektiv der falschen

Typisierungen.

Malignom (Anzahl)

Falschliche Typisierung

Immunreaktivitat
Marker: Score

Bronchialkarzinom (1)

Vermutlich Magen-/
Pankreaskarzinom (1)

CK5/6: 5, CK7: 5, CK20: 5,
CDX2:0, TTF1: 0

Cervixkarzinom (1)

Vermutlich
Mammakarzinom(1)

CK 5/6:4, CK7:5, CK20: 0, CA125:0,
Mammaglobin: 1, CDX2: 1, TTF1: 0

Melanom (1)

Hamorrhagischer Erguss

HMB 45: 0, Melan A: 0, Calretinin: 1

mit aktivierten
Mesothelien (1)

Bronchialkarzinom (1)
Geringe immunzyto-
chemische Reaktivitat
Perikarderguss mit
ausgepragter
lymphatischer
Infiltration (1)

CK5/6: 1, CK7: 2, CK20: 1,
CDX2:0, TTF1: 0

Osophaguskarzinom (1)

Morbus Hodgkin (1) CD 20: 2% der lymphatischen.
Zellpopulation positiv; Cd Ro 45:
98% der lymphatischen

Zellpopulation positiv

Betrachtet man diese Falle nun differenzierter, so ist ersichtlich, dass im Falle des nicht

erkannten Osophaguskarzinoms die immunzytochemische Reaktivitit gering
ausgefallen war, somit die Beurteilbarkeit eingeschrankt war. Im Falle des nicht
erkannten Melanoms konnte durch eine nachtragliche Beurteilung ein ,Screening-
Error” ausgeschlossen werden, bei den drei verbleibenden Fallen konnte im
Nachhinein nicht evaluiert werden, ob es sich um ein ,Screening-Error” oder
~Sampling-Error” handelt. Jedoch ist festzuhalten, dass im Vergleich zur originalen
Diagnostik in allen 3 Fallen eine vermutliche Diagnose hinsichtlich des Primarius

gestellt wurde.

3.6.1 Markerspezifische Betrachtung der Subkohorte 2

Die markerspezifische Betrachtung (s. Tabelle 26) der drei haufigsten Primarii eines
malignen Perikardergusses umfasst zum einen die qualitative Auswertung der Falle mit
positiver Immunreaktion angegeben in Prozent. Diese errechnet sich aus der Summe
der markerpositiven Falle dividiert durch die Anzahl der getesteten Falle, hierbei ist zu

beachten, dass nicht alle Marker bei allen Fillen angewendet wurden. Zum anderen
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wurde bei positiver Immunreaktion, die quantitative Parameterauswertung, der Score
berechnet. Der Score definiert sich wie folgt: Anzahl der angefdrbten Tumorzellen
dividiert durch die Gesamttumorzellzahl. Dabei handelt es sich um die Darstellung des
arithmetischen Mittels; zu dessen Berechnung wurden also lediglich die Falle mit
positiver Immunreaktion berlicksichtigt (Score > 0). Auf diese Weise wurde verhindert,
dass durch die ungefarbten Praparate eine statistische Verzerrung des

Durchschnittscores entsteht.

Tabelle 26: Anzahl der Falle mit positiver Immunreaktion und dem arithmetischen Score fiir die am
haufigsten angewandten Marker bezogen auf die 3 haufigsten Primarii der Subkohorte 2 (n=47).

Mamma (n=3)

Marker CK5/6 | CK7 | CK20 CDX2 | CA125 TTF1
Anzahl der Falle mit positiver | 100 100 66,6 0 100 0
Immunreaktion in %
Score im arithmetischen 3,5 5 2 0 4,5 0
Mittel
Ovar (n=2)

Marker CK5/6 |[CK7 |CK20 CDX2 |CA125 TTF1
Anzahl der Falle mit positiver |50 100 0 0 100 0
Immunreaktion in %
Score im arithmetischen 1 4 0 0 5 0
Mittel

Lunge n=(30)
Marker CK5/6 [CK7 |CK20 CDX2 |CA125 TTF1
Anzahl der Falle mit positiver | 88,5 100 69,2 7,7 100 58,6
Immunreaktion in %
Score im arithmetischen 3,2 4,6 2,6 1 3,33 3,4
Mittel

Bei Betrachtung der immunzytochemischen Ergebnisse der Marker CK5/6, CK7 und
CK20 fallt auf, dass bezogen auf die drei dargestellten Primarii sich keine
organspezifische Anfarbetendenz abzeichnet. Bei den drei dargestellten Organtumoren
kommt es zu einer Anfarbung mit CK5/6, die Anfarbepravalenz schwankt zwischen 50%
(Ovar), 100% (Mamma) und 88,5% (Lunge), wobei der Anteil gefarbter Zellen
breitgefachert zwischen Score 1 bis 3,5 verteilt ist. Sowohl bei Mammakarzinomen und
Ovarialkarzinomen als auch bei Bronchialkarzinomen zeigt sich fir CK7 in 100% der
Falle eine positive Immunreaktion, der arithmetische Score schwankt zwischen 4
(Ovar) und 5 (Mamma). Fiir CK20 zeigt sich eine bei Mamma-karzinomen in 66,6% und

bei Bronchialkarzinomen in 69,2% der Fille eine positive Immunreaktion, wobei die
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Anzahl der gefirbten Zellen in einem quantitativ niedrigen Bereich von Score 2
(Mamma) bis 2,6 (Lunge) liegen.

Bei Untersuchung des Markers CA125 zeigt sich, dass hier im Vergleich zu anderen
Studien bei zwei von zwei getesteten Mammakarzinomen eine positive Immunreaktion
mit einem durchschnittlichen Score von 4,5 stattfand. AuRerdem konnte bei 100% der
Ovarialkarzinome eine positive Immunreaktion mit einem durchschnittlichen Score von
5 gezeigt werden.

Angesichts des Markerverhaltens von CDX2 fallt auf, dass lediglich 7,7% der
Lungenkarzinome mit einen arithmetischen Score von 1 angefarbt wurden. Dies ist ein
zu erwartendes Ergebnis, da CDX2 ein spezifischer Marker fir Kolon- und
Pankreaskarzinome ist.

TTF1 zeigt in 58,6% der getesteten Lungenkarzinome eine Anfarbung, der durch-
schnittliche Score liegt bei 3,4 (Tabelle 26).

Die isolierte Darstellung der positiven Marker fluhrt zu der Quintessenz, dass die
Einzelbetrachtung héaufig keine genigende und verbindliche Aussagekraft besitzt.
Hingegen ermoglicht die Gesamtbetrachtung der Markerkonstellation analog zum in
Kapitel 2.2.7 vorgestellten Algorithmus eine zielfilhrende Diagnostik (Pomjanski et al.,

2005).

3.6.2 Nachtraglich durchgefiihrte Untersuchungen der Subkohorte 2

In der Subkohorte 2 wurde in Rahmen der Studie bei einem Patienten eine
nachtragliche Betrachtung der Praparate vorgenommen, nachdem die zur originalen
Diagnostik durchgefiihrte immunzytochemische Farbung zum klinischen Verlauf

diskrepante Ergebnisse erbracht hatte.

Fall 1

Bei einem 49 Jahre alten Patienten mit klinisch bekannten metastasierenden Melanom
(Lymphknotenmetastasen retroklavikular) wurde ein 40 ml umfassender, gelblich-
triber Perikarderguss untersucht. Zytologisch wurde die Probe als ,zweifelhaft”

eingestuft. Zur weiteren Abklarung wurde eine weiterfihrende Immunzytochemie mit
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den Markern HMB45, Melan A und Calretinin durchgefihrt und fiir die Marker HMB45
und Melan A als negativ jedoch fir Calretinin als ,verdachtige Zellen positiv”
interpretiert, so dass eine Perikardbeteiligung eines metastasierenden Melanoms
ausgeschlossen und der Erguss als hamorrhagisch mit aktivierten Mesothelien
eingestuft wurde. Im Follow-Up stellte sich heraus, dass der Patient an den Folgen
eines metastasierenden Melanoms verstorben ist. Im Zuge der Studie wurden die
immunzytochemischen Praparate noch einmal beurteilt und die Farbesignale der
Marker HMBA45 und Melan A erneut als unauffallig angesehen. Zudem lagen die Zellen
auch in eher unverdachtigen Verbanden.

Fazit der nachtraglichen Begutachtung ist, dass es sich bei der immunzytochemischen
Untersuchung nicht um einen ,Screening-Error” handelte. Denkbar ist hingegen, dass
der untersuchte Erguss - trotz klinisch bekanntem metastasierenden Melanoms -
tatsachlich keine Tumorzellen enthielt oder, dass es sich um einen ,Sampling-Error*

handelte.

3.7 Immunzytochemische Untersuchungen zur Hormonrezeptoranalyse und zur
Her-2/neu-Bestimmung

Insgesamt wurden an drei Féllen Her-2/neu-Bestimmungen und Hormonrezeptor-
analysen zur Ostrogen- bzw. Progesteronrezeptorexpression durchgefiihrt. Bei zwei
Patientinnen lag ein bekanntes Mammakarzinom vor und es wurde lediglich eine
therapierelevante Hormonrezeptoranalyse und Her-2/neu-Bestimmung durchgefihrt.
Bei einer Patientin der Kohorte wurde zeitlich parallel zu den drei Bestimmungen von
ER, PR und Her-2/neu mit den Markern CK5/6, CK7, CK20, CA125, CDX2, TTF-1 und
Mammaglobin die Brust als Primarius ausgeschlossen und die Lunge als Sitz des
Primartumors identifiziert.

Bei allen drei Patientinnen verliefen die Hormonrezeptoranalysen und die Her-2/neu-

Bestimmung jeweils negativ.
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4 Diskussion

4.1 Stellenwert und Treffsicherheit der konventionellen Perikardzytologie

Mannigfaltige benigne und maligne Erkrankungen konnen Erglisse in den serdsen
Hohlen verursachen. In der medizinischen Literatur werden Aszites, Pleura-und
Perikarderglisse haufig wenig differenziert betrachtet, obwohl sich Pathogenese,
Atiologie und Dignitatsverteilung deutlich unterscheiden. Hinzu kommt, dass in vielen
Studien der Anteil untersuchter Perikardflissigkeit sehr gering war.

Innerhalb der Gruppe der Perikardergisse finden sich auBerordentlich haufig als deren
Ursache maligne Tumoren (Corey et al., 1993). Deswegen ist in der vorliegenden
Studie die konventionelle und adjuvante Zytologie an Perikardergiissen isoliert
betrachtet worden. Im Unterschied zu Aszites-und Pleuraerglissen entstehen
Perikarderglisse im Rahmen hamodynamischer oder inflamatorischer Erkrankungen
relativ selten (Gornik et al., 2005; Wilkes et al., 1995). Infolgedessen ist jeder
Perikarderguss zunachst solange malignitatsverdachtig, bis der Verdacht entkraftet ist.
Dies bestatigt auch eine am Schwerpunkt Cytopathologie der Universitat Disseldorf
erarbeitete aktuelle Studie, die weltweit das groRte Kollektiv von 456 Patienten
zusammenfasst und von der die hier vorgelegte Arbeit einen Teilaspekt reprasentiert,
hier erwiesen sich rund 45,5% der Perikardergilisse als ,tumorzell-positiv”. In einer
kleineren Studie von Dragoescu und Liu erwiesen sich 24,2% der 113 untersuchten
Perikarderglissen als maligne (Dragoescu & Liu, 2013). Entscheidend ist zudem, dass
sich die Therapie eines Perikardergusses zunachst an dem Mal} der hdmodynamischen
Beeintrachtigung orientieren muss und zweitrangig an der zu Grunde liegenden
Erkrankung (Erdmann, 2011). In der sekundaren Behandlung unterscheiden sich die
Therapieansadtze von malignen und benignen Grunderkrankungen jedoch grundlegend.
Bei benignen Ergilissen wird nachfolgend die ursachliche Erkrankung behandelt.
Wurden indes Tumorzellen im Erguss zweifelsfrei diagnostiziert, bedarf es der
Aufklarung, welcher Primartumor zu Grunde liegt, um eine kausale tumorspezifische
Therapie einzuleiten. Dabei ist die Prognose der Patienten mit einem neoplastischen
Perikarderguss durch den Primarius und die Moglichkeiten einer sachgerechten

malignitatsspezifischen Therapie bestimmt (Seeber, 2007), wobei primare Neoplasien
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des Perikards sehr selten auftreten (McKenna et al., 1985). Daraus ergibt sich, dass der
prognostische und therapeutische Dreh- und Angelpunkt der Ausschluss oder Beweis
von Malignitat sowie die Bestimmung des Primarius ist. Somit kommt der Einschatzung
der Treffsicherheit von konventioneller und adjuvanter Zytologie eine enorme
Bedeutung zu.

Insbesondere fir das Perikard schwanken die Beurteilungen der Aussagekraft der
Ergusszytologie, so konnte in einer Studie von Krikorian und Hancock in 24% der Falle
von neoplastischen, chylésen und bakteriellen sowie hamorrhagischen Erglissen durch
angewandte Zytologie eine eindeutige Diagnose gestellt werden (Krikorian & Hancock,
1978). In Fallen einer karzinomatodsen Perikardinfiltration konnte zu 100% eine
korrekte zytologische Diagnose erfolgen. Corey et al. erzielten bei 26% der
untersuchten Perikardergiisse eine eindeutige Diagnose (Corey et al., 1993), Meyers
und Bouska erlangten eine Treffsicherheit von 94 % (Meyers & Bouska, 1989). Die
Schwankungsbreite reicht bis hin zu einer erzielten Sensitivitdt von 92% (Meyers et al.,
1997) und 100% von Malamou-Mitsi et al. (1996). In Studien von Merce et al. wird
hingegen die routinemaRige Perikardpunktion mit anschliefender Zytologie kontrovers
diskutiert (Merce et al., 1998). Dem gegeniiber stehen Untersuchungen von Kotte und
McGuire, Wiener sowie von Karatolios, in der die zytopathologische Diagnostik eines
Punktats beflirwortet wird, weil sowohl die Diagnosefindung als auch Therapie und
Prognose positiv beeinflusst werden (Karatolios et al., 2011; Kotte & McGuire, 1951;
Wiener et al., 1991).

Die am Schwerpunkt Cytopathologie der Universitat Diisseldorf entwickelte aktuelle
Studie (n= 456), von der die hier vorgelegte Arbeit einen Teilaspekt repradsentiert, lasst
erkennen, dass mithilfe der konventionellen Perikardzytologie bereits eine sehr gute
Treffsicherheit von 85,5% Sensitivitat und 97% Spezifitat erreichbar ist (Dannenberg,
2015). Dennoch bleibt auch sie von einer 100%-igen Treffsicherheit, gerade im
Kollektiv der ,zweifelhaften” Falle, noch deutlich entfernt, so dass Fehlerquellen der
Diagnostik benannt werden missen und adjuvante Methoden weiterhin eine tragende

Rolle spielen.
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Tabelle 27: Studien zur diagnostischen Treffsicherheit der konventionellen Perikardergusszytologie.

Studie Fallzahl Sensitivitat Spezifitat
(Zipf & Johnston, 47 80% 100%
1972)

(Posner et al., 1981) 15 84,6% 100%
(Reyes et al., 1982) 9 100% -
(Meyers & Bouska, 93 87% 100%
1989)

(Wiener et al., 1991) 95 - 100%
(Malamou-Mitsi et al., | 25 100% 90,5%
1996)

(Meyers et al., 1997) 137 92% 100%
(Dragoescu & Liu, 113 71% 100%
2013)

(Dannenberg, 2015) 424 85,5% 97%

4.2 ,Screening-Error und ,Sampling-Error” als Fehlerquellen der Perikardzytologie

Die Bemessung der Treffsicherheit, eine stetige Optimierung der zytologischen
Diagnostik und Sensitivitat ist dringend erforderlich, wobei eine damit verbundene
Dezimierung der Spezifitat aufgrund der gravierenden Folgen einer ,falsch-positiven”
Diagnose vermieden werden muss (Koss, 2006). Als wichtigste Fehlerquellen in der
Zytologie gelten der ,Screening-Error" und der ,Sampling Error”. Ein ,Screening Error”
liegt in der Verantwortung des Pathologen, wenn diagnostisch entscheidende Zellen
Ubersehen oder zwar gesehen, aber letztlich falsch interpretiert werden. Die meisten
Formen des ,Sampling Errors” sind vom Kliniker zu verantworten; hier sind ein zu
geringes Entnahmevolumen, ein falscher Entnahmeort oder eine falsche Fixierung,
aufgrund derer keine ordnungsgemafle Verarbeitung und Beurteilung der Proben
moglich ist, zu nennen (Motherby, Nadjari, et al., 1999). Der Pathologe muss allerdings
daflr sorgen tragen, dass genligend Material aufgearbeitet wird; in Disseldorf
beispielsweise griindet sich die Diagnostik mindestens auf drei Sedimentausstriche a
24 * 60 mm Flache (= 43 cm?), die um weitere erganzt werden kdénnen, wahrend

manche andere Pathologen ihre Diagnostik auf zwei oder drei Zytozentrifugate a 12

mm Durchmesser beschrianken (= 1,1 cm?). Zahlen dariber, welchen Anteil die beiden
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Fehlerarten an Fehlinterpretationen an Erglissen haben, liegen nicht vor; Schatzungen

gehen von ca. einem Drittel ,Screening Error” und zwei Dritteln ,Sampling Error” aus.

4.3 Immunzytochemie als adjuvante Anwendung in der Zytologie

Die Anwendung adjuvanter Methoden in der Zytopathologie hat sich in Deutschland
bezogen auf die Immunzytochemie zumindest in Ansatze durchgesetzt, wobei viele
Institute nur wenige Marker fir die Zytologie bereithalten, jedenfalls deutlich weniger
als fur die (blicherweise mit betriebene Histologie. Am Schwerpunkt fir
Cytopathologie der Universitatsklinik Disseldorf ist allerdings eine Vielzahl von
Markern etabliert, die bei verschiedenen diagnostischen Szenarien zum Einsatz
kommen. In der Perikardzytologie geht es dabei um zwei diagnostische Anséatze, die im
Folgenden separat diskutiert werden sollen:

a) Zum einen wurde in den Fallen, bei denen nach der konventionellen Zytologie
das Vorliegen von Tumorzellen im nicht bewiesen war (,zweifelhaft”,
ydringender Verdacht”) zu ihrem Ausschluss oder Nachweis eine Anwendung
der epitheliale Zellen darstellenden Marker BerEP4 und HEA 125 und teilweise
von Calretinin als ,,Gegenprobe” zu Markierung mesothelialer Zellen versucht
(Subkohorte 1, n = 29).

b) Wurden indes bereits Tumorzellen unzweifelhaft in der konventionellen
Zytologie nachgewiesen (,positiv’), bedurfte es in diversen Fallen der
Aufklarung, welcher Primarius zugrunde lag. Wobei in Fallen mit bereits
bekanntem Tumorleiden Ublicherweise auf eine solche Typisierung verzichtet
wurde (Subkohorte 2, n = 47).

Zum anderen sollten die spezifischen Ursachen sowohl der malignen als auch der
benignen Erglsse geklart und ein Haufigkeitsprofil erstellt werden. Etwaige
geschlechtsspezifische Unterschiede sowie Altersverteilungen wurden heraus-
gearbeitet. AuRerdem wurden zwei Patientenfalle der Subkohorte 1, je einer ,falsch-
positiv’ und ,falsch-negativ’, im Rahmen der Studie nachtrdglich mit
immunzytochemischen Methoden untersucht. Dies geschah zur Ursachenfindung und

um zu testen, in welchen Fallen eine nachtragliche Klarung maoglich war. Neben den
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Bemiihungen durch adjuvante Methoden und Algorithmen die Treffsicherheit zu
verbessern, spielten auch ,diagnostische Grauzonen” und , Interpretationsspielraume”
eine entscheidende Rolle. Die Einteilungskriterien fiir die Kategorien ,,zweifelhaft und
,mit dringendem Verdacht” sind nicht trennscharf definiert (Bocking & Freudenberg,
1998). Zudem hangt die zytologische Erscheinung von den Faktoren Vorerkrankungen,
Punktionsmethode, Verarbeitung und Therapien ab. So kénnen zum Beispiel bei
vorheriger Chemotherapie oder Radiatio an sich ,,tumorzell-negative” Praparate durch
die Zellveranderung als ,,zweifelhaft” oder , dringend verdachtig” eingestuft werden. In
einigen Studien werden diese ,zweifelhaften und/oder ,dringend verdachten” Fille
nicht aufgefiihrt und wurden somit nicht in die Gesamtwertung mit einbezogen. Dies
fihrt aber zu einer deutlichen Verfalschung der Ergebnisse, weil gerade in diesem
Patientenkollektiv ,,tumorzell-positive” Falle eminent zu erwarten sind. Aus diesem
Grund erfolgte in dieser Studie die Einbeziehung solcher Ergebnisse durch zwei
verschiedene Wertungskategorien. In der ersten Wertungskategorie zdhlen die
,dringend verdachtigen” mit zu den ,tumorzell-positiven” Fallen, die ,,zweifelhaften”
wurden den ,tumorzell-negativen” Fallen zugeordnet. In der Wertungskategorie 2
zahlen sowohl die ,,zweifelhaften” als auch ,, dringend verdachtigen” zu der Gruppe der
»tumorzell-positiven” Falle. Dies fiihrt durch den veranderten Betrachtungswinkel
letztendlich zu einer differenzierteren Einschatzung der Treffsicherheit, unter
besonderer Berlicksichtigung der schwer einschatzbaren zytologischen Praparate.

AulRerdem wurden fir die gesamte Subkohorte 1 (n=29) - bezogen auf die Wertungs-
kategorie 1 und Wertungskategorie 2 - Auswertungen der statistischen Kennzahlen
von immunzytochemischen Diagnostiken im Vergleich zu der zytologischen Diagnostik

durchgefihrt.

4.3.1 Immunzytochemie in der Tumordiagnostik

Bei einer Fallzahl von n=29 ergab sich fir die klassische zytologische Diagnostik zum
Tumornachweis oder — ausschluss, wenn man die ,negativen” und ,,zweifelhafte” Falle
als abschlieBend ,negativ’ und die ,dringend verdachtigen“ und ,positiven” Fille

abschliefend als ,positiv” ansah (Wertungskategorie 1), eine Sensitivitdt von 43,8%
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und Spezifitat von 84,6%. Der positive Pradiktionswert betrug 77,8%, der negative
Pradiktionswert 55%. Die Wahrscheinlichkeit tatsachlich gesund zu sein, falls ein
negatives Testergebnis vorliegt, belief sich also nur auf 55%, passend dazu lag die
Falsch-Negativ-Rate bei 56,3%. Des Weiteren wurde eine Falsch-Positiv-Rate von
15,4% ermittelt. Die Gesamttreffsicherheit erzielte einen Wert von 62,1%.

Fir dasselbe Patientenkollektiv konnte in der selbigen Wertungskategorie durch die
adjuvante Methodik der Immunzytochemie eine Sensitivitdt von 87,5% und Spezifitat
von 69,2% ermittelt werden. Die Sensitivitdt konnte somit um mehr als 40 Prozent-
punkte angehoben werden, wahrend jedoch die Spezifitdt um 15,4 Prozentpunkte
sank. Der positive Pradiktionswert betrug 77,8%, wahrend die Falsch-Negativ-Rate bei
12,5% und der negative Pradiktionswert bei 81,8% lagen. Das bedeutet, dass die
Wahrscheinlichkeit, gesund zu sein - falls ein negatives Testergebnis vorliegt — auf
Grund der angewandten Diagnostik bei 81,8% liegt. Damit liegt eine deutliche
Verbesserung durch die adjuvanten Methoden vor, denn im Vergleich lag ohne die
Immunzytochemie der negative Pradiktionswert bei 55%. Die Gesamttreffsicherheit
erzielte einen Wert von 79,3% und war damit im Vergleich zur rein konventionellen
Zytologie deutlich hoéher.

Die Ergebnisse zeigen, dass der Einsatz der Immunzytochemie die Sensitivitdt, die
Fasch-Negativ-Rate und die Gesamttreffsicherheit entscheidend verbessern konnte

und somit eine groRere Zahl von Fallen aufkldren konnte (s. Tabelle 28).

Tabelle 28: Gegeniiberstellung der Treffsicherheit von zytologischer Diagnostik ohne adjuvante
Methoden und mit adjuvanten Methoden an Perikardergiissen (n=29) .

Statistische Konventionelle Zytologie Immunzytochemische Diagnostik

Kennzahlen zum Tumornachweis in zum Tumornachweis in
Wertungskategorie 1 Wertungskategorie 1

Sensitivitat 43,8% 87,5%

Spezifitat 84,6% 69,2%

,Falsch-Negativ-Rate” | 56,3% 12,5%

,hegative 55% 81,8%

Pradiktionswert”

Gesamttreffsicherheit | 62,1% 79,3%

Geht man von der Wertungskategorie 2 aus, in der lediglich , negative” Falle als

abschlieRend ,negativ” gewertet wurden und alle anderen, also die ,zweifelhaften”,
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»dringend verdachtigen” und ,positiven” als abschlieBend ,positiv”, so ergab sich fir
die konventionelle zytologische Diagnostik zum Tumornachweis oder -ausschluss auf
der einen Seite eine Sensitivitat von 94,4%. Allerdings sank im Gegenzug die Spezifitat
auf einen Wert von 0%. Die Falsch-Negativ-Rate lag bei 5,6%. Der positive
Pradiktionswert betrug 78,6%, der negative Pradiktionswert 0%. Die Gesamt-
treffsicherheit erzielte einen Wert von 56,6%. Die Veranderung der statistischen
Kennzahlen beruht dabei auf dem verdnderten Blickwinkel, der sich durch die
unterschiedliche Zuordnung der ,,zweifelhaften” Falle ergibt.

Flir die immunzytochemische Diagnostik zum Tumornachweis oder -ausschluss ergab
sich in Wertungskategorie 2 keine Verdanderung, weil keine Proben nach erfolgter
immunzytochemischer Diagnostik als ,zweifelhaft” eingestuft wurden, insofern
stimmen die statistischen Kennzahlen mit denen der Auswertung aus
Wertungskategorie 1 tberein.

Neben der generellen Aufteilung in Wertungskategorien, wurde in dieser Studie
zusatzlich explizit das Kollektiv der zytologisch ,zweifelhaften” Fille (n=19) ndher
untersucht. Da (wie oben bereits erwadhnt) in diesem Patientenkollektiv ,,tumorzell-
positive” Falle stark zu vermuten waren, war es flir adjuvante Diagnostik besonders
interessant und pradestiniert: 19 Falle waren nach der zytologischen Diagnostik
»Zweifelhaft”, 10 der Falle waren tatsachlich , negativ”, 9 Falle erwiesen sich im Follow-
Up als ,tumorzell-positiv’. Von diesen 9 malignen Erglissen wurden durch
immunzytochemische Marker 88,9% der Proben (n=8) als ,tumorzell-positiv“ erkannt,
insgesamt ergab sich eine Sensitivitdt der immunzytochemischen Untersuchung von
88,9% und Spezifitdit von 80%. Die Gesamttreffsicherheit der adjuvanten Diagnostik
innerhalb der Gruppe zytologisch ,zweifelhafter” Falle belief sich auf 84,2%. Ein
Hinzuziehen der Immunzytochemie zur Abklarung der Dignitat des Perikardergusses,
erwies sich in dieser Gruppe als sehr sinnvoll, da auf diese Weise zytologisch noch
nicht erfassbare maligne Erkrankungen richtig diagnostiziert werden konnten.

Die Literaturergebnisse bezliglich der diagnostischen Aussagekraft der Immun-
zytochemie in der Ergusszytologie (vgl. Tabelle 29), zeigt je nach Studie fir den Marker
BerEP4 eine Sensitivitat von 32 — 77,8% und Spezifitat bis zu 100% (De Angelis et al.,
1992; Motherby, Friedrichs, et al., 1999; Motherby, Kube, et al., 1999; Shield et al.,
1994).
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Tabelle 29: Studien zur diagnostischen Aussagekraft adjuvanter Ergusszytologie.

Studie Marker Sensitivitat Spezifitat
(Karatolios et al., CA-72-4 69% 96%
2011)

(Motherby, Friedrichs, | BerEP4 77,8% 100%
et al., 1999)

(Spehn et al., 1995) BerEP4 52% 100%
(Arora et al., 2011) BerEP4 98% 86%
(Shield et al., 1994) BerEP4 32% -
(Matter-Walstra & BerEP4 56% 100%
Kraft, 1996)

Vorliegende Studie: BerEp4, HEA125, 87,5% 69,2%
Immunzytochemie Calretinin

zum Tumornachweis

(Wertungskategorie 1)

In einer Studie von Motherby et al. - mit 7 perikardialen und 213 pleuralen sowie 85
peritonealen Erglissen und 8 Lavagen - konnte die Verbesserung der diagnostischen
Treffsicherheit der allgemeinen Ergusszytologie durch den Einsatz adjuvanter
Methoden (Immunzytochemie (BerEP4) und/oder DNA-Zytometrie) bereits gezeigt
werden (Motherby, 1999). Hier wurde, wie in Tabelle 30 ersichtlich, eine Verbesserung
der Gesamttreffsicherheit von 78,2% auf 84,6% und eine Steigerung der Sensitivitat
von 53,4% auf 61% erzielt. Eine Auftrennung in Einzeleffekte der Immunzytochemie

und der DNA-Zytometrie lieR die Arbeit aber leider nicht zu.

Tabelle 30: Atiologie der Ergiisse seroser Kérperhéhlen (Motherby, 1999), modifiziert nach Bocking
(Bocking et al., 2000).

Treffsicherheit der zytologischen Diagnostik der Ergiisse seréser Kérperhohlen

Statistische Kennzahlen Mit adjuvanten Methoden Ohne
Immunzytochemie (BerEP4) und/oder | adjuvante
DNA-Zytometrie (Aneuploidie) (%) Methoden (%)

Sensitivitat 61,0 53,4

Spezifitat 99,0 93,3

Gesamttreffsicherheit 84,6 78,2

Klassifikationsgenauigkeit 90,6 84,6

Anteil zytologisch unklarer Falle | 1,0 8,7

in %

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde in der Subkohorte 1 (n=29) in 29 Fallen
BerEP4 und bei 23 Fallen HEA-125 als diagnostische Marker eingesetzt. Ferner wurde

bei vier Fallen erganzend auch Calretinin eingesetzt. Dies diente der Detektion von
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Mesothelzellveranderungen, denn eine Calretinin-Positivitat gilt als charakteristisch fiir
Mesothelzellen und spricht somit gegen das Vorliegen einer Karzinose. Eine Calretinin-
Expression vermag aber nicht zwischen einer reaktiven oder einer bdsartigen
Mesothelzellverdanderung zu unterscheiden. Mit Hilfe dieses Markerpanels konnte im
Zuge der vorliegenden Studie eine Sensitivitdt von 87,5% und eine Spezifitdit 69,2%

erzielt werden.

4.3.2 Beurteilung der falsch-klassifizierten Falle in der Tumordiagnostik

An dieser Stelle wird nun auf die falsch-klassifizierten Falle in der Tumordiagnostik
eingegangen. Es zeigte sich nach Wertungskategorie 1 bei sechs Fallen eine falsche
Klassifizierung, von denen vier als , falsch-positiv” (dringend verdachtig) und zwei als
yfalsch-negativ” (,zweifelhaft” und ,negativ“) ausgewertet wurden. Um mogliche
Fehlerquellen auszuschlieRen, wurden diese Fille erneut betrachtet und zwei Falle
nachuntersucht (s. Kapitel 3.5.3).

Ein besonderes Augenmerk soll zunachst auf die ,falsch-positiv‘-Rate gelegt werden,
die tunlichst gering ausfallen sollte, um eine moglichst valide Spezifitat zu erreichen.

Vier von 29 Fallen wurden formal ,falsch-positiv” klassifiziert.

- In einem Fall wurden die immunzytochemischen Praparate der Probe noch
einmal kontrolliert und die zum Zeitpunkt der origindren Diagnostik als
»positiv’ eingestufte Immunreaktion fir BerEP4 und HEA-125 nachtraglich als
schwach angesehen. Da die Zellen in unverdachtigen Verbanden lagen, wurde
zur Klarung der Frage, ob es sich nicht doch um reaktive Mesothelien handeln
kénnte, noch eine Calretinin-Immunzytochemie angeschlossen, die deutlich
»positiv’ war. Fazit der ergdnzenden Untersuchung war die Revision der
Diagnose. Es lag somit ein ,Screening Error” in dem Sinne vor, dass eine
schwache Immunreaktion nicht kritisch hinterfragt worden ist, sondern
Uberinterpretiert wurde. Im Nachhinein weist die starke Positivitat fiir den
mesothelialen Marker Calretinin in Richtung reaktiver Mesothelien hin. Die
falsche Zuordnung ereignete sich im Winter 2005, also noch in der

Adaptionsphase der Immunzytochemie. Heute wiirde sich dieser Fehler so
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nicht mehr ereignen, da in nur schwach BerEP4- und/oder HEA-125-reaktiven
Proben Calretinin zur Unterscheidung von reaktiven Mesothelzellen oder
Mesotheliomen von Karzinomen eingesetzt wiirde.

- In einem weiteren ,falsch-positiven Fall verstarb der Patient am Tag der
Probenentnahme an einer Sepsis, sodass das Follow-Up lediglich dem
Evidenzlevel 1 entspricht. Dies bedeutet, dass ausschlieBlich aus dem Arztbrief
eine dem zytologischen Befund entgegengesetzte Diagnose hervorgeht. Keine
weitere Diagnostik widerlegt die immunzytochemische Expertise. Aus Sicht der
Zytopathologie ist der Befund in sich stimmig, sodass man eher umgekehrt von
einer klinisch nicht identifizierten Perikardkarzinose ausgehen sollte.

- Im dritten ,falsch-positiven” Fall stellte sich in der Nachbetrachtung heraus,
dass eine unterdurchschnittliche Punktatmenge von 20 ml eingeschickt wurde,
die deutlich unter der (vgl. Kapitel 2.2.1) empfohlenen Menge von 50 - 100 ml|
lag. AuBerdem wurde am Tag der Perikardpunktion auch ein Biopsat
entnommen und histologisch untersucht. Die Histologie ergab eine geringe
Fibrose ohne Anhalt fur Malignitdt, sodass das Follow-Up dem hochsten
Evidenzlevel 6 entspricht. Allerdings stellt sich die Frage nach der
Reprasentativitat der Biopsie. Aus Sicht des Studiendesigns ist der Befund aber
abschlieRend als , falsch-positiv” zu bewerten.

- In dem letzten Fall stellte sich in der Nachbetrachtung ebenfalls heraus, dass
der zytologische Befund auf einer unterdurchschnittlichen Punktatmenge von
14 ml basiert. Das Follow-Up entspricht nur dem Evidenzlevel 3, da lediglich aus
dem Arztbrief und einer weiteren konventionellen Zytologie die Diagnose einer
idiopathischen Perikarditis hervorgeht. AulRerdem ist dem Brief zu entnehmen,
dass der Patient ein starker Raucher war (80 Packungsjahre) und die
empfohlene CT-Untersuchung 6-8 Wochen nach der Punktion nicht
stattgefunden hat. Keine weitere Histologie oder Bildgebung widerlegt die
immunzytochemische Expertise. Aus Sicht der Zytopathologie ist der Befund
weiterhin als konsistent anzusehen, so dass der Fall nachtraglich nicht eindeutig

geklart werden kann.
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Die beiden falsch negativen Falle lassen sich aus der Retrospektive folgendermalien

diskutieren:

- Bei einem Patienten (genaue Darstellung s. Kapitel 3.5.3) wurden innerhalb

eines Zeitraums von 16 Monaten insgesamt sechs Perikarderglisse punktiert
und untersucht (vgl. Tabelle 22). Die Punktate 1, 2, 4 und 5 sind konventionell
als ,negativ’ beurteilt worden, das Punktat 3 hingegen als ,zweifelhaft”.
Punktat 6 stellte sich als ,,positiv” dar.
Immunzytochemisch erwies sich Punktat 3 zum Zeitpunkt der originaren
Diagnostik als BerEP4- und HEA125-,negativ’ und wurde daher auch als
,hegativ” klassifiziert. Fazit der nachtraglichen Untersuchungen ist, dass es sich
bei der immunzytochemischen Untersuchung der dritten Probe, welche zum
Zeitpunkt der Erkrankung malgeblich zu der Diagnose eines ,negativen”
Ergusses filihrte, nicht um einen ,Screening-Error“ handelte. Denkbar ist
hingegen, dass die Ergussprobe 3 tatsdachlich keine Tumorzellen enthielt oder
dass es sich um einen ,Sampling-Error” handelte. Die immunzytochemische
Nachuntersuchung der sechsten Probe, die flinf Monate spater entnommen
wurde, bestatigte die ,positive” Diagnose dieser Ergussprobe. Insofern liegt
hier fiir die dritte Probe formal ein ,falsch negativer” Befund bezogen auf das
klinische Endergebnis vor, die Probe selber kann als ,richtig negativ”
interpretiert werden.

- Bei dem zweiten ,falsch-negativen” Fall wurden innerhalb eines Zeitraums von
vier Wochen insgesamt fiinf Perikardpunktate untersucht. Dabei wurden drei
Punktate nur konventionell zytologisch untersucht, das Ergebnis war in allen
drei Fallen ,negativ”. Ein Biopsat wurde histologisch gepriift, auch hier wurde
eine ,negative” Diagnose gestellt. Ein weiteres Punktat wurde zunachst
konventionell zytologisch untersucht und als ,dringend verdachtig” eingestuft.
Die folgende Immunzytochemie stufte den Erguss jedoch als , negativ” ein und
entsprach somit den vorherigen Untersuchungen. Das Follow-Up ist dem
Evidenzlevel 1 zuzuordnen, da lediglich aus dem Arztbrief die Diagnose eines
malignen Perikardergusses  hervorgeht.  Allgemeinanamnestisch st

festzuhalten, dass der Patient mit reduziertem Allgemeinzustand und Dyspnoe
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in einer Klinik vorstellig wurde. Zunachst wurde ein Pleura- und Perikarderguss
diagnostiziert, auBerdem konnte ein Lungenkarzinom als Primarius der diffusen
Milz- und Lebermetastasen identifiziert werden. Aus Sicht der Zytopathologie
ist der Befund in sich stimmig. Man kann eher davon ausgehen, dass der
Kliniker, im Kontext der metastasierenden Karzinose, den Perikarderguss
vorschnell als maligne eingestuft hat. Vielmehr ist es denkbar, dass der
Perikarderguss  tatsachlich  benigne war und auf Grund einer
Lymphabflussbehinderung (bedingt durch das Bronchialkarzinom) entstanden

ist. Der Patient ist im Verlauf der hochpalliativen Chemotherapie verstorben.

4.3.3 Immunzytochemie in der Tumortypisierung

Neben der Fragestellung, inwieweit die Treffsicherheit der Perikardergusszytologie
durch Immunzytochemie verbessert werden kann, sollte ebenfalls beantwortet
werden, wie exakt bei bereits ,tumorzell-positiven Fallen die Bestimmung des zu
Grunde liegenden Primarius war. Untersuchungen mit dem Ziel der Typisierung bilden
die Subkohorte 2 (n=47). Innerhalb dieser Subkohorte konnte zu 89,4% eine korrekte
Typisierung vorgenommen werden, dabei wurden 96,7% aller Bronchialkarzinome
(n=30) fehlerfrei typisiert. Bei Mammakarzinomen (n=3), Ovarialkarzinomen (n=2) und
Mesotheliomen (n=3) konnte zu 100% eine richtige Typisierung erfolgen. Fir die
haufigsten Primarii (Bronchialkarzinome, Mammakarzinome und Mesotheliome)
konnten also eine Treffsicherheit von 97% (35/36) erzielt werden.

Literatur, die sich speziell mit der immunzytochemisch basierten Tumortypisierung an
Perikarderglissen befasst, gibt es nicht, hingegen einige Arbeiten zu Korper-
héhlenergiissen im Allgemeinen.

Eine systematische Studie von Pomjanski et al., die ebenfalls in der Cytopathologie in
Disseldorf durchgefiihrt worden war, untersuchte an 180 Koérperhohlenergilissen, zu
denen auch neun Perikardergiisse gehorten, die Treffsicherheit eines fest definierten
immunzytochemischen Markerpanels, bestehend aus sechs Markern (CK5/6, CK7,
CK20, TTF1, CDX2, CA125). Es konnte dabei eine Genauigkeit der Primartumor-

Identifizierung von 85,1% erzielt werden (Pomjanski et al., 2005).
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In einer Untersuchung von DeYoung und Wick wurden ebenfalls mit Hilfe der Immun-
zytochemie die Primarii von metastasierenden Karzinomen unbekannten Ursprungs
(CUP) untersucht. Die Gesamttreffsicherheit der Typisierung ergab 67% (DeYoung &
Wick, 2000). In einer weiteren Studie von Lagendijk gelang die Typisierung von Kolon-
und Ovarkarzinomen mit einer Treffsicherheit von 87% (Lagendijk et al., 1998). Im
Kontext der genannten Studien und Literatur (s. Tabelle 31) konnte also in der
vorliegenden Studie eine gleich hohe Treffsicherheit bei der Typisierung eines

Primarius erreicht werden, wie in der Studie von Pomjanski et al. (2005).

Tabelle 31: Studien zur diagnostischen Treffsicherheit der Typisierung.

Studie Marker Tumoren Treffsicherheit
(DeYoung & Wick, multipel CUpP 67%

2000)

(Pomjanski et al., CK5/6, CK7, CK20, CUP 85,1%

2005) TTF1, CDX2, CA125

(Lagendijk et al., CK7, CK20, Vimentin, | Kolon, 87%

1998) CEA 125,, CEA Ovar

Vorliegende Studie CK5/6, CK7, CK20, multipel 89,4%
Subkohorte 2 TTF1, CDX2, CA125

Die vorliegenden Studie zeigt analog zur Beurteilung einiger Autoren (Kriger et al.,
1992; Rubin et al., 2001), dass sich der Einsatz der Immunzytochemie als adjuvante
Methode zur Identifizierung des Primartumors klinisch unbekannter Herkunft an
»tumorzell-positiven” Perikardergiissen sehr gut eignet. Zudem ist die Immun-
zytochemie methodisch leicht durchzufihren.

Zur markerspezifischen Betrachtung (s. Tabelle 26) der haufigsten Primarii eines
malignen Perikardergusses fand zum einen die qualitative Auswertung der Falle mit
positiver Immunreaktion statt. Diese definiert sich wie folgt und wird in Prozent (%)
angegeben: Summe der ,markerpositiven” Falle dividiert durch die Anzahl der
getesteten Falle. Zum anderen wurde bei ,positiver” Immunreaktion, der Score
errechnet. Dabei handelt es sich um die quantitative Parameterauswertung, die sich
wie folgt darstellt: Anzahl angefarbter Tumorzellen geteilt durch die
Gesamttumorzellzahl. Untersucht wurden die sechs am haufigsten angewandten

Marker (CK5/6, CK7, CK20, TTF1, CDX2, CA125).
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Die Zytokeratine 5 und 6 dienen als diagnostische Marker zur Differenzierung zwischen
den meist ,positiven” Plattenepithelkarzinomen und den ebenfalls meist , positiven”
Mesotheliomen von den Adenokarzinomen der Lunge, welche meist ,negativ”
reagieren (P. G. Chu & Weiss, 2002; Pu et al., 2008); dies konnte speziell flir CK5 schon
in den 80er Jahren des 20. Jahrhunderts von Blobel gezeigt und von Moll spater erneut
bestatigt werden (Blobel et al., 1985; Moll et al.,, 1989). In der bereits erwdahnten
Untersuchung von Pomjanski et al. konnte zudem eine CK5/6 Positivitat von 77% bei
Mammakarzinomen, 100% bei Pankreaskarzinomen und 78% bei Magenkarzinomen
gezeigt werden (Pomjanski et al., 2005). In Rahmen der vorliegenden Studie konnten
wir eine CK5/6 Expression fiir 100% der Mammakarzinome (n=3), 50% der ovarialen
Karzinome (n=2) und 88,5% der Lungenkarzinome nachweisen, wobei im Kollektiv der
Lungenkarzinome ein hoher Anteil von Plattenepithelkarzinomen vertreten ist.

Das Zytokeratin 7 ist singular betrachtet kein valider Marker fiir einen Primarius, aber
ein sehr guter Marker fir ein Adenokarzinom im Allgemeinen, sodass dieser Marker
insbesondere wichtig bei der Abgrenzung gegeniiber den CK7-,negativen” Platten-
epithelkarzinomen ist. Zytokeratin 20 ist isoliert betrachtet bereits ein potenter
Marker fur kolorektale Karzinome (P. Chu et al., 2000). In der Gesamtbetrachtung aller
Marker und vor allem der Vergleichsbetrachtung der CK7 und CK20 Expression lassen
sich wichtige diagnostische Schlisse beziglich des Primarius ziehen: in den nach-
benannten Studien konnte gezeigt werden, dass eine Expression CK7 < CK20 fiir das
Vorliegen von Metastasen kolorektalen Ursprungs spricht (P. Chu et al.,, 2000;
Goldstein et al., 2000; Rubin et al., 2001; Shin et al., 2010; Tot, 1999a). So konnte Shin
et al. in 82,5% der Falle korrekt zwischen primdren Ovarialkarzinomen und ovarialen
Metastasen kolorektaler Karzinome unterscheiden.(Shin et al., 2010). Die Konstellation
CK7 > CK20 zeigte sich Studien zu Folge bei Adenokarzinomen der Lunge zu 100%, bei
Adenokarzinomen der Mamma und des Ovars fiel der Wert (87-88%) etwas geringer
aus (Jang et al.,, 2001; Su et al., 2006). Ahnliche Ergebnisse konnten ebenfalls in
anderen Studien prasentiert werden (Pomjanski et al., 2005; Stopyra et al., 2001; Tot,
1999b). Auch in der hier vorliegenden Studie konnte dieser Expressionsphanotyp fir
Adenokarzinome der Lunge, Mamma und des Ovars bestatigt werden; der genaue

Algorithmus ist in Tabelle 32 ersichtlich.
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Tabelle 32 : Detektion des Primarius durch Markerkonstellationen.

Markerkonstellation Wahrscheinlicher Primarius bei
Vorliegen eines Perikardergusses

Score CK7 > Score CK20 (#0) mit oder ohne CK5/6 und | Lunge
TTF1 ,positiv":
Score CK7 > Score CK20 (#0) mit CK5/6: Mamma

Score CK7 > Score CK20 (=0) mit Positivitdt von CA125: | Ovar

Der durchschnittliche Score der TTF-1 Expression liegt bei 3,4. Diverse Untersuchungen
haben bereits die diagnostische Treffsicherheit von TTF1 sowohl bei primaren als auch
metastasierenden Lungenadenokarzinomen untersucht (Afify & al-Khafaji, 2002;
Bingle, 1997; Jiang et al., 2008; Kaufmann & Dietel, 2000; Ordonez, 2000b; Reis-Filho
et al.,, 2000; Zhu & Michael, 2007). In diesen Studien konnte analog zu den von uns
ermittelten Daten gezeigt werden, dass TTF-1 ein spezifischer Marker fiir die Detektion
von Adenokarzinomen der Lunge ist. Die im Rahmen der vorgenannten Studien
ermittelten Sensitivititen des Markers TTF1 liegen bei 61,5%-89%, wahrend die

erzielte Spezifitat des Markers TTF1 zwischen 97%-100% einzuordnen ist.

CA125 wird haufig fur den Nachweis ovarialer Karzinosen und/oder Metastasen
eingesetzt (Duffy et al., 2005; Heinonen et al., 1985; Leake et al., 1994; Nap, 1998). In
einer Studie von Cuijpers konnte in 96% eine positive Expression von Metastasen
ovarialen Ursprungs festgestellt werden (Cuijpers et al., 1993). Allerdings ist die
Verlasslichkeit und Aussagekraft dieses Markers (besonders in der Ergusszytologie)
begrenzt, da sich auch bei Karzinomen anderer Organe, wie z.B. der Lunge,
Schilddrise, Cervix und des Gastrointestinaltraktes eine ,positive” CA125-Expression
zeigt (Koelma et al., 1987; Loy et al., 1992; Ogmundsdottir et al., 1996; Topalak et al.,
2002; Zhu & Michael, 2007). Einer aktuellen Studie zufolge ist besonders bei weniger
aggressiven ovarialen Karzinomen die Validitat von CA125 begrenzt (Kristjansdottir et
al., 2013). Im vorliegenden Patientenkollektiv konnten wir - analog zu den zuvor
erwahnten Studien - eine fiir Karzinome ausgehend von der Lunge, der Mamma und
dem Ovar jeweils zu 100% eine positive CA125 Expression nachweisen. Der

durchschnittliche Score bei ovarialen Karzinomen lag bei 5.
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Die Einzelbetrachtung der Marker fiihrt zu dem Fazit, dass die alleinige und isolierte

Betrachtung der jeweilige Marker oft keine hinreichende Aussagekraft besitzt.

Hingegen ermdglicht die Gesamtbetrachtung der Markerkonstellation im Kontext des

klinischen und histomorphologischen Gesamtbefundes (Kaufmann et al., 2002) sowie

der in Kapitel 2.2.7 vorgestellte Algorithmus eine zielfiUhrende und valide Diagnostik (s.

Tabelle 32 und Abb.10).

4.3.4 Beurteilung der falsch-typisierten Falle in der Tumortypisierung

An dieser Stelle wird nun auf alle falsch typisierten Falle eingegangen. Es zeigte sich in

fiinf von 47 Fallen eine falsche Klassifizierung (vgl. Tabelle 25).

Tabelle 25: Darstellung der tatsidchlichen Diagnose und des Farbeergebnisses im Kollektiv der falschen

Typisierungen.

Malignom (Anzahl)

Falschliche Typisierung

Farbeergebnis
Marker: Score

Bronchialkarzinom (1)

Vermutlich Magen-/
Pankreaskarzinom (1)

CK5/6: 5, CK7: 5, CK20: 5,
CDX2:0, TTF1: 0

Cervixkarzinom (1)

Vermutlich
Mammakarzinom(1)

CK 5/6:4, CK7:5, CK20: 0, CA125:0,
Mammaglobin: 1, CDX2: 1, TTF1: 0

Melanom (1)

Hamorrhagischer Erguss
mit aktivierten
Mesothelien (1)

HMB 45: 0, Melan A: 0, Calretinin: 1

Osophaguskarzinom (1)

Bronchialkarzinom (1)
Geringe immunzyto-
chemische Reaktivitat

CK5/6: 1, CK7: 2, CK20: 1,
CDX2:0, TTF1: 0

Morbus Hodgkin (1)

Perikarderguss mit
ausgepragter
lymphatischer
Infiltration(1)

CD 20: 2% der lymphatischen.
Zellpopulation ,,positiv“, Cd Ro 45:
98% der lymphatischen.
Zellpopulation ,,positiv”

Betrachtet

man diese Falle nun differenzierter,

indem man versucht, die

diagnostischen Uberlegungen aus der Zeit der Diagnostik nachzuvollziehen, so kommt

man zu folgenden Schlissen:

- Zum erstgenannten Fall gibt es nur noch den schriftlichen Befund, aber keinen

Einsendeschein mehr, aus welchem sich die Indikationen zu einem bestimmten

Markereinsatz retrospektiv ableiten lassen. Aus der Retrospektive lasst sich

vermuten, dass der Einsendeschein keine Verdachtsdiagnose vorgab. Dafir
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spricht die Wahl der drei (jeweils positiven) differentiellen Zytokeratine und der
beiden fiir Darm bzw. Lunge relativ spezifischen (und jeweils negativen) Marker
CDX-2 und TTF-1 als typisches ,Screeningprofil” fir haufige Organkarzinome. In
der Tat ware das Ergebnis der Immunzytochemie mit einem Magen- oder
Pankreaskarzinom durchaus vereinbar, ist aber in keiner Weise hierfiir
beweisend. Dass sich hinterher doch ein Bronchialkarzinom herausstellte,
spricht nicht gegen die Sinnhaftigkeit eines Einsatzes von TTF-1 als
»,Lungenkrebsmarker” - erfahrungsgemalR ist circa in einem Viertel der Falle
keine TTF-1-Expression nachweisbar.

- Der Fall einer Perikardergussbildung, der mit einer deutlichen Expression von
CK 5/6 und CK 7 sowie einer schwachen Expression von Mammaglobin am
ehesten in Richtung eines Mammakarzinoms interpretiert wurde, erwies sich
spater als Zervixkarzinom. Klar ist, dass eine Mammaglobinexpression trotz des
Namens des Markers nicht spezifisch flir ein Mammakarzinom ist, sondern
auch bei anderen genitalen Karzinomen der Frau auftreten kann.
Wahrscheinlich hat man an die Mamma insbesondere wegen der anatomischen
Nadhe der Organe zum Perikard gedacht. Bis heute ist, auch sechs Jahre spater,
noch kein wirklich ,spezifischer” Marker fir Mammakarzinome gefunden.
AbschlieBend ist die Typisierung als falsch anzusehen. Auf dem Einsendeschein
fanden sich abgesehen von dem Wort ,Perikard” keine weiteren Angaben.

- Im Falle des nicht erkannten Melanoms konnte durch eine nachtragliche
Beurteilung das Vorliegen auffdlliger Zellgruppen bestatigt werden. Die
immunzytochemischen Praparate wurden noch einmal beurteilt und die
Farbung mit den Markern HMB45 und Melan A erneut als negativ angesehen.
Zudem lagen die Zellen in unverdachtigen Verbanden, sodass sich im Kontext
der Calretinin-Expression doch eher ein Hinweis auf eine reaktive mesotheliale
Veranderung ergab. Fazit der nachtraglichen Begutachtung ist, dass es sich bei
der immunzytochemischen Untersuchung nicht um einen ,Screening-Error"

handelte. Denkbar ist hingegen, dass der untersuchte Erguss - trotz klinisch

bekanntem metastasierenden Melanoms - tatsachlich keine Tumorzellen

enthielt. Eine weiterfiihrende Aufklarung ist hier nicht mehr moglich.
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- Im Falle des nicht erkannten Osophaguskarzinoms ist die immunzytochemische
Reaktivitat insgesamt schwach ausgefallen. Der fir Adenokarzinome der Lunge
typische Marker TTF-1 war negativ, sodass die Interpretationsmoglichkeiten
eingeschrankt waren. Einen beweisenden Marker fiir Adenokarzinome des
distalen Osophagus gibt es leider nicht. Klinisch war kein Verdacht auf einen
Tumor gegeben; auf dem Einsendeschein ist ein unklarer Perikarderguss bei
bekannter chronisch obstruktiver Lungenerkrankung mit Ruhedyspnoe
beschrieben.

- Der Fall, der sich im Follow-Up als Morbus Hodgkin herausstellte, wurde durch
den Kliniker mit der allgemeinen Angabe einer unklaren mediastinalen
Raumforderung eingesandt, sodass hier (bei einem 65-jahrigen Mann) neben
einem in das Mediastinum metastasierten Bronchialkarzinom auch ein
malignes Lymphom in Frage kam. Ein solches erschloss sich aber (bei
zellreichem und lymphozytar gepragten Zellbild) in der konventionellen
Zytologie nicht. Die Differenzierung nach B- und T-Zellen ergab ein fiir Ergisse
typische Bild. Es zeigten sich viele , CD-45-Ro-positive” und damit als T-Zellen
einzustufende Zellen. Hodgkin- oder Sternberg-Reed-Zellen als Aquivalent fiir
einen Morbus Hodgkin lagen nicht vor. Ob hier dem Erguss letztendlich
Uberhaupt ein Infiltrat des Morbus Hodgkin zugrunde lag oder ob
moglicherweise hamodynamische Folgen des raumfordernden Lymphoms als
»gutartige” Ursache zu bedenken sind, ldsst sich abschlieBend nicht mehr

auflésen.

4.4 Ergussatiologie

Des Weiteren war Ziel der vorliegenden Arbeit, auf Basis der untersuchten Fille,
Ursachen fiir die Perikardergussentstehung zu ermitteln. Hierzu wurden die
Patientenfalle beider Subkohorten gemeinsam betrachtet. Bei den benignen Erglissen
(n=14) ergaben die zytologischen Auswertungen nur unspezifische Ergebnisse

hinsichtlich der Ursache fiir die Ergussentstehung, was auch ex aequo in der
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Fachliteratur Uber die letzten Jahrzehnte hinweg bestatigt wird (Dragoescu & Liu,
2013; Flannery et al., 1975).

Die ,tumorzell-negativen” Erglisse konnten durch das im Anschluss erfolgte Follow-Up
in Anlehnung an Bocking (2000) und Abdallah et al. (2014) in funf Ursachengruppen

unterteilt werden:

1) idiopathische Erglisse

2) entzindliche Erglisse

3) systemisch bedingte Erglisse
4) stauungsbedingte Erglisse

5) iatrogene / traumatische Ergisse

Mit 43% bilden die idiopathischen Erglsse in dieser Studie den Hauptvertreter. Somit
verdeutlicht dieser unbefriedigend hohe Anteil, dass bei Gber 40% der Falle im Zuge
des Follow-Ups keine Klarung der Ursache - trotz ausgiebiger klinischer Diagnostik zum
Zeitpunkt der Erkrankung - moglich war. Einen sehr hohen Anteil an nicht spezifizierten
Perikarderglissen beschrieb auch Fernandes et al. (1998) und Levy (2003) in ihren
Studien.

Die weiteren Perikardergiisse wurden in absteigender Haufigkeit von entziindlichen
Prozessen (36%), durch systemische Ursachen (14%) und zuletzt durch Stauungen
(11,7%) hervorgerufen.

Ebenso konnte im Zuge des Follow-Ups bei keinem Patienten eine HIV-Infektion
nachgewiesen werden. Einen moglichen Zusammenhang zwischen benignen
Perikarderglissen und dem HI-Virus, wie er von Kwan et al. (1993) und Gouny (Gouny
et al.,, 1998) beschrieben wurde, konnte also nicht ndher untersucht werden. Aber
auch das Fehlen von HIV-Infektionen im Patientenkollektiv der benignen Ergilisse
spricht vordergriindig nicht fur einen bestehenden Zusammenhang. Evidenzbasierende
Aussagen konnen auf Grundlage der hier vorliegenden Studie jedoch nicht getroffen
werden.

Bei Betrachtung der ,tumorzell-positiven” Perikardergiisse war geschlechts-
Ubergreifend in 55,6% der Falle ein Bronchialkarzinom ursachlich. Mammakarzinome
waren insgesamt in 14,3% der Falle der Primarius, bei isolierter Betrachtung der

Frauen sogar in 29% der Falle. Diese Werte entsprechen den Verdéffentlichungen des
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Statistischen Bundesamtes fiir das Jahr 2003. Dort belegt das Bronchialkarzinom
innerhalb der Gruppe bosartiger Neubildungen Platz eins. Als zweithaufigste Ursache
tumorbedingter Todesfdlle werden dort kolorektale Karzinome gefolgt von
Mammakarzinomen angegeben (Seeber, 2007).

Neben der generellen Haufigkeit von Bronchialkarzinomen und Mammakarzinomen
spielen bei malignen Perikardergiissen auch die direkte anatomische Lagebeziehung
von Perikard, Lunge und Mamma eine entscheidende Rolle bei der Metastasierung, da
Karzinome umso haufiger ins Herz bzw. den Herzbeutel absiedeln, je ndher sie diesen
Strukturen liegen (Fiala & Schneider, 1982), ohne dass damit Metastasierungen aus
weiter entfernten Organen formal ausgeschlossen waren. In der hier vorliegenden
Studie wurden mehr als die Halfte (55,6%) der malignen Ergilisse von einem
Lungenkarzinom ausgelost, eine vergleichbare Haufung des Primarius ist in der
Literatur zahlreich beschrieben (Dragoescu & Liu, 2013; Garcia-Riego et al., 2001;
Goldman & Pearson, 1965; Haskell & French, 1985; Jeong et al., 2012; Young &
Goldman, 1954).

Bei isolierter Betrachtung mannlicher Patienten steigt der Anteil der Lungenkarzinome,
weil bei diesen die Brustdriisen als Primarius nahezu ganzlich ausscheiden, sodass in
65,6 % der Falle die Lunge der Primarius ist. Sodann folgen bei Mannern mit 9,4% die
malignen Mesotheliome, wahrend sie im geschlechterlibergreifenden Ranking mit
6,4% auf dem dritten Platz liegen. Lymphome waren nur bei 4,8% ursachlich fir die
malignen Perikardergiisse. Obwohl einige Autoren starke Herzmetastasierungen bei
Lymphomen und Leukdmien beschreiben (Fiala & Schneider, 1982), konnten diese
Malignome, wie auch schon in einer Studie nach Malamou-Mitsi et al. (1996), in der

vorliegenden Studie nur in wenigen Fallen als Primarien identifiziert werden.

4.5 Fazit

Zusammenfassend wurde festgestellt, dass eine deutliche Steigerung der
diagnostischen Sicherheit der Ergusszytologie durch die Anwendung der adjuvanten
Methode der Immunzytochemie erreicht wird. Das manifestierte sich in dieser Studie

mit einer Genauigkeit der Primartumor-Typisierung von 89,4% und einer Sensitivitat
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von 87,5% bei der Dignitdtsbestimmung in Wertungskategorie 1 (Normalfall). Die
Gesamttreffsicherheit zum Tumorausschluss oder -nachweis belief sich mit adjuvanter
Diagnostik bei zytologisch ,,zweifelhaften” Fallen auf hohe 84,2%.

Die Durchfiihrung immunzytochemischer Untersuchungen ist an Perikardergiissen bei
entsprechender Indikation somit empfehlenswert und diagnostisch nitzlich. Vom
Prinzip her ist jeder Perikarderguss hierflir auch technisch geeignet, sofern man
Alkohol-fixierte Praparationen hergestellt hat oder einen Zellblock aus koaguliertem
Material verwenden kann.

Aus zeitlicher Sicht ist zu sagen, dass die Immunzytochemie als erganzende Methode
einen bis zwei Arbeitstage langer braucht als die konventionelle Diagnostik, dafir aber
den Vorteil groBerer Prazision bietet. Nur wenige Konstellationen sind denkbar, in
denen diese zusatzliche Zeit zu lang erscheint, beispielsweise Uber Ostern, wo
zusatzlich vier aufeinander folgende arbeitsfreie Tage berlicksichtigt werden missen
und in bestimmten Jahren lGber Weihnachten, wo an finf Tagen nacheinander nicht
gearbeitet wird, wenn Heiligabend auf einen Montag oder einen Mittwoch fillt. In
solchen Sondersituationen kénnte dann entsprechend bis zu eine Woche bis zum
Ergebnis der Untersuchung vergehen, die dann in manchen Situationen (z.B.
zunehmende obere Einflussstauung und zunehmende ergussbedingte Herzinsuffizienz
bei V.a. hochmalignes Lymphom versus kleinzelliges Karzinom) zum therapeutischen
Handeln zwingen konnte.

Zum Kosten-/Nutzen-Verhaltnis ist aus dem Blickwinkel der anfordernden Kliniken
anzumerken, dass ihnen durch die Zusatzuntersuchungen zwar Mehrkosten entstehen,
diese aber im Kontext der Anwendung der Methode auf relativ wenige Falle gesehen
werden muss - in der Gesamtstudie (Dannenberg, 2015) lag der Anteil immun-
zytochemisch untersuchter Falle bei 18,4%. Kostet eine Untersuchung eines
Perikardergusses (gemafl der sogenannten ,Krankenhauspauschale” in Nordrhein-
Westfalen fir jede erbrachte Pathologie-Leistung) derzeit 42 €, so kommen pro Marker
weitere 21 € hinzu.

Die Kosten fiir den Leistungserbringer werden hierdurch nicht gedeckt, vielmehr wird
das strukturelle Defizit der klinischen Zytologie weiter erhoht, da eine Immun-
zytochemie, bericksichtigt man Sachkosten und Personalkosten, nicht fir 21 €

erbracht werden kann. Im Durchschnitt kann man davon ausgehen, dass nur etwa 50%
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der Kosten pro Leistung erwirtschaftet werden kénnen - was einmal mehr begriindet,
warum viele Pathologien kein Interesse an einer Etablierung bzw. Ausweitung des
Bereiches der nicht-gyndkologischen Zytologie haben. Am  Schwerpunkt
Cytopathologie der Heinrich-Heine-Universitdt beispielsweise missten rein zur
Kostendeckung pro Patient ca. 27 € mehr erwirtschaftet werden, ohne dass weitere

Kosten hierbei entstiinden.
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