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1 Einleitung
1.1 Das Lungenkarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Weltweit ist Lungenkrebs nach wie vor die hdufigste Todesursache infolge eines Tumors. Bei
Mainnern ist dieses der Fall in den meisten Lindern Osteuropas, Westasiens (insbesondere in
der ehemaligen Sowjetunion), Nordafrikas und in bestimmten Léndern in Ostasien und
Stidostasien (z. B. Myanmar, Philippinen und Indonesien). Auch bei Frauen stellt Lungenkrebs
in 28 Landern die Krebsart dar, die die meisten Todesfille verursacht. Die hdochsten
Inzidenzraten mit bis zu 30,7 pro 100.000 sind in Nordamerika, Nord- und Westeuropa
(insbesondere in Dénemark und den Niederlanden) sowie in Australien/Neuseeland zu
verzeichnen. Es ist anzumerken, dass die Inzidenzraten bei chinesischen Frauen (22,8 pro
100.000) nicht anders aussehen als bei Frauen in mehreren westeuropéischen Léndern (z. B. in
Frankreich 22,5 pro 100.000), trotz erheblicher Unterschiede in der Raucherprivalenz zwischen
den beiden Bevolkerungsgruppen. Es wird angenommen, dass die hohen Inzidenzraten fiir
Lungenkrebs bei chinesischen Frauen trotz ihrer geringen Raucherprivalenz auf eine erhohte
Rauchexposition durch Verbrennen von Holzkohle zum Erhitzen und Kochen zuriickzufiihren
sind (Bray et al., 2018).

Die Anzahl der Neuerkrankungen an Krebs hat sich in Deutschland seit Anfang der 1970er
Jahre fast verdoppelt. Gemidfl dem Robert-Koch Institut (RKI) sind in Deutschland rund
492.000 Menschen im Jahr 2016 an Krebs neuerkrankt, hiervon entfielen schitzungsweise
57.500 auf Lungenkrebs (Robert Koch-Institut und Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland E.V., 2019).

Immer mehr Frauen erkranken auch in Deutschland an Lungenkrebs. Die Zunahme der
Neuerkrankungs- und Sterberaten bei Frauen, die sich europaweit im Mittelfeld positionieren,
wird mit dem bis zum Beginn des 21. Jahrhunderts stetig ansteigenden Tabakkonsum in
Verbindung gebracht. Bei den Méannern liegen die Werte in Deutschland im Vergleich zu den
iibrigen EU-Staaten im unteren Drittel. Laut Angaben des Robert Koch-Institutes verbesserten
sich in Deutschland die relativen 5-Jahres-Uberlebensraten von 10% in den 1980er Jahren auf
21% bei Frauen bzw. 15% bei Méannern im Zeitraum von 2015 bis 2016. Die relative 10-Jahres-
Uberlebensrate von 2015-2016 wird mit 11% (Minner) bzw. 16% (Frauen) angegeben (Robert
Koch-Institut und Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland E.V.,
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2019). Damit liegen die Uberlebensraten bei Lungenkrebs deutlich unter dem Durchschnitt aller
maligner Tumor und gemeinsam mit den Oberbauchkarzinomen (Gallenwege, Leber,

Pankreas) und dem malignen Mesotheliom ganz am Ende der prognostischen Skala.

1.1.2 Atiologie

Der Weltgesundheitsorganisation (WHO) zufolge sind etwa ein Drittel aller Krebs-
erkrankungen durch Tabak- und Alkoholkonsum, ungesunde Erndhrung oder Bewegungs-
mangel bedingt (Osmani et al., 2018). So ist bei rund 80% aller Lungenkrebsfille Rauchen die
Ursache fiir die Tumorentstehung. Erstmals bestétigt wurde der Zusammenhang von Rauchen
und Lungenkrebs in den 1950er Jahren in einer Studie der beiden US-Amerikaner E.L. Wynder
und E.A. Graham (Wynder E.L und Graham E. A., 1950). In GroB3britannien wurde die erste
Studie zur Untersuchung der Korrelation von Rauchen und Lungenkrebs von R. Doll und A.B.
Hill durchgefiihrt, die den Zusammenhang ebenfalls darlegten (Doll und Hill, 1950).
Atiologisch wird das Rauchen als groBter Risikofaktor fiir das Entstehen von Lungenkrebs
angesehen, doch gilt es auch andere Risikofaktoren zu beriicksichtigen. Radon, ein natiirlich
vorkommendes radioaktives Edelgas, ist nach dem Rauchen die zweitwichtigste Ursache fiir
Lungenkrebs (Darby et al., 2005). Radon-222 und seine Zerfallsprodukte wurden 1988 von der
Internationalen Agentur fiir Krebsforschung als bekannte Krebsursache beim Menschen
eingestuft (Gaskin et al., 2018). Eine Radonexposition kann zu genomischen Verdnderungen
und molekularen Alterationen fiihren, die zur Entstehung eines Tumors beitragen (Choi et al.,
2018). Das Ausmall des mit der Radonexposition verbundenen Lungenkrebsrisikos ist fiir
Raucher im Vergleich zu Nichtrauchern signifikant erhdht (Lantz et al., 2013).

Auch das berufliche Umfeld ist fiir die Entstehung von Krebserkrankungen von Bedeutung
(Butz, 2012). Nowak und Huber haben im Jahr 2015 einen Anteil beruflicher Einfliisse am
Lungenkrebsgeschehen von 10-20% ermittelt. Etwa 75% aller beruflich bedingten malignen
Tumoren in Deutschland sind durch Asbest verursacht (Nowak und Huber, 2015). Die
Latenzzeit zwischen Exposition und Diagnose der durch Asbest hervorgerufenen
Tumorerkrankungen betrdgt durchschnittlich 35—40 Jahre (Biesterfeld et al., 2014; Neumann et
al., 2009). Die berufliche Exposition gegeniiber anderen exogenen Noxen wie polyzyklischen
aromatischen Kohlenwasserstoffen, Chromaten, kristallinem Siliziumdioxid, Arsen, Nickel
und Dichlordimethylether gilt ebenfalls als ein wichtiger Faktor fiir die Entstehung von
Lungenkarzinomen (Deutsche  Krebsgesellschaft, Deutsche  Krebshilfe, AWMF
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(Leitlinienprogramm Onkologie), 2018). Auch die chronisch obstruktive Lungenerkrankung
(COPD), Infektionen mit humanem Papillomavirus (HPV), HIV sowie dem Epstein-Barr-Virus
werden mit einem hoheren Risiko fiir Lungenkrebs in Verbindung gebracht, dieser

Zusammenhang ist jedoch noch nicht eindeutig geklirt (Akhtar und Bansal, 2017).

1.1.3 Einige molekularbiologische Alterationen

In den letzten Jahren wurden in nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen (NSCLC) zunehmend
neue molekulare Verdnderungen identifiziert, darunter Mutationen in Onkogenen und
Tumorsuppressorgenen (Reckamp, 2016). Molekulare Onkogene stellen wichtige pradiktive
Biomarker und hervorragende therapeutische Ziele dar (Oberndorfer und Miillauer, 2018).
Mutationen in Onkogenen sind oft fiir das Tumorwachstum entscheidend (sogenannte
Treibermutationen). Molekular zielgerichtete Therapien gegen Aberrationen von Treibergenen
haben die Behandlungsstrategien fiir bosartige Tumoren dramatisch veridndert. Aberrationen
von Treibergenen spielen eine entscheidende Rolle bei der Entstehung von Krebs und
induzieren die konstitutive Aktivierung der intrazelluldren Signaliibertragung. Daher wird
angestrebt, eine gezielte Therapie mit einer signifikant hoheren positiven Ansprechrate im

Vergleich zu herkdmmlichen zytotoxischen Chemotherapien anzubieten (Saito et al., 2018).

Beispiele fiir molekulare Ansatzpunkte zugelassener zielgerichteter Krebstherapeutika:

Epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR)

Der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (Epidermal-Growth-Factor-Receptor, EGFR) wurde
urspriinglich als Onkogen eines akut transformierenden Retrovirus, das bei infizierten Vogeln
Erythroblastose und Sarkome verursacht, identifiziert (Arteaga, 2001). Die Aktivierung des
EGFR fiihrt zu einer Rezeptor-assoziierten Tyrosinkinaseaktivitit, die eine Kaskade von
Ereignissen auslost, die zur Zellwachstumsstimulation fiihren und den apoptotischen Zelltod
verhindern (Ranson et al., 2002). Erlotinib und Gefitinib verlingern das progressionsfreie
Uberleben in Vergleich mit der Standardtherapie bei den Patienten mit bestimmten

aktivierenden EGFR-Mutationen (Lindeman et al., 2018).



BRAF-Gen

Das BRAF-Gen (,,proto-oncogene B-Raf*‘ oder ,,v-Raf murine sarcoma viral oncogene
homolog B1%) kodiert fiir das Protein Serin/Threonin-Protein Kinase B-Raf. Dieses Protein
spielt eine wichtige Rolle bei der Regulierung einer zelluldren Signalkaskade, die die
Zellteilung und Differenzierung beeinflusst (Baik et al., 2017). Mutationen des BRAF-Gens
fiihren zur konstitutiven Aktivierung dieser Signalkaskade (MAP-Kinase-Signalweg) und sind
bei etwa 1 - 3% der Patienten mit Adenokarzinomen der Lunge vorhanden und treten hiufiger
bei gegenwértigen oder ehemaligen Rauchern auf (Baik et al., 2017; Oberndorfer und Miillauer,

2018). BRAF-Inhibitoren sind z.B. Dabrafenib und Trametinib (Planchard et al., 2016).

ALK

Das Gen ALK (anaplastic large cell lymphoma receptor tyrosine kinase) kodiert eine
Transmembranrezeptor-Tyrosinkinase aus der Insulin-Rezeptorfamilie, die im zentralen und
peripheren Nervensystem exprimiert wird (Holla et al., 2017).

Die haufigsten Mutationen des ALK Gens sind Fusionen mit einem anderen Partnergen, die zu
einer konstitutiven Aktivierung der ALK-Kinase fiihren und somit zu einer wachstumsfaktor-
unabhingigen Proliferation und Wachstum von Tumorzellen (Webb et al., 2009). Crizotinib ist
ein oraler kompetitiver ATP-Inhibitor von ALK-Tyrosinkinasen mit Aktivitdt gegen ALK-
Fusions-positives NSCLC (Herbst et al., 2018). Die Translokation von ALK wurde bei etwa 3
- 7% der Lungentumoren festgestellt (Reckamp, 2016).

ROSI1

Auch ROS1 (ROS proto-oncogene 1) gehort zur Familie der Insulinrezeptoren. Es ist ein
integrales Membranprotein mit Tyrosinkinaseaktivitdt. Durch Translokationen und Deletionen
entstehen, dhnlich wie bei ALK-Mutationen, onkogene Fusionsproteine (Oberndorfer und
Miillauer, 2018). ROS1-Fusionsgene sind in 1% der Adenokarzinome der Lunge vorhanden
und treten hiufiger bei jiingeren Patienten und Patienten, die noch nie geraucht haben, auf.
Aufgrund der hohen Homologie zwischen den Kinasedominen von ROS1 und ALK zeigten
Arzneimittel zur Behandlung von ALK-positiven Tumoren, einschlieBlich Crizotinib, Ceritinib
und Lorlatinib, auch bei ROS1-positiven Tumoren eine ausgepragte Aktivitdt (Herbst et al.,

2018).



1.1.4 Histogenetische Einteilung der Lungentumoren gemifl der WHO

Im Jahr 2011 wurde die neue IASLC (The International Association for the Study of Lung
Cancer)/ATS (American Thoracic Society)/ERS (European Respiratory Society)-
Klassifikation fiir pulmonale Adenokarzinome (ADC) zunichst als Vorschlag publiziert (Bohle
und Schnabel, 2016). Die vorangegangenen WHO-Klassifikationen von 1967, 1981, 1999 und
2004 basierten hauptsédchlich auf Untersuchungen an Resektaten (Travis et al., 2015). Da jedoch
viele Lungenkarzinome aufgrund des bei Erstdiagnose bereits fortgeschrittenen Stadiums nicht
mehr operativ behandelt werden, erfolgt eine histogenetische Diagnose in diesen Fillen
ausschlieflich an kleinen Biopsien oder zytologischen Proben. Bei der gegenwirtig (2021)
aktuellen WHO-Klassifikation von 2015 handelte es sich um die erste Klassifikation, die
standardisierte Kriterien und Terminologie fiir die Diagnose von Lungenkrebs an kleinen
Biopsien (Bronchoskopie, Nadel- oder Kernbiopsien) und zytologischen Pridparaten
miteinschlieBt (Travis et al., 2013). Die neuen Behandlungsstrategien und ein besseres
Verstindnis der Lungenkrebsbiologie fiihrten zu wesentlichen Anderungen gegeniiber der

vorherigen histogenetischen Klassifizierung.

Die aktuelle (2021) histogenetische Klassifikation nach WHO/IARC unterteilt Lungentumoren
in (Travis et al., 2015; Travis WD, Brambilla E, Burke AP, Marx A, Nicholson AG, 2015):

o Plattenepithelkarzinom (SqCC)
* préinvasiv (Plattenepithelkarzinom in situ)
» verhornend
* nicht verhornend
* basaloid
o Adenokarzinom (ADC)
» prainvasiv (atypische adenomatdse Hyperplasie, Adenokarzinom in situ)
* minimal invasiv
e invasiv
-G1: lepidisch
-G2: azindr, papillar

-G3: mikropapillédr, solide



-weitere histologische Subtypen
o grof3zelliges Karzinom
o neuroendokrine Tumore
+ Karzinoid
-typisches Karzinoid
-atypisches Karzinoid
» kleinzelliges Karzinom (SCLC)
+ grofzelliges neuroendokrines Karzinom (LCNEC)
o weitere Karzinom-Entititen (adenosquamdses Karzinom, sarkomatoides Karzinom,
andere und unklassifizierbare Karzinome)
o Speicheldriisentumoren
o Papillome
o Adenome
o Metastasen anderer Primédrtumore
o weitere seltene Entitdten (mesenchymale Tumoren, lymphohistiozytire Tumoren,

Tumoren ektoper Herkunft)

Nach Angaben des Robert Koch-Institutes machen Adenokarzinome ca. 42% aller
Bronchialkarzinome aus, Plattenepithelkarzinome ca. 25% und kleinzellige Karzinome ca. 20%
(Robert Koch-Institut und Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland
E.V., 2019).

In der aktuellen WHO-Klassifikation wurden der sogenannte Mischtyp, der friiher ca. 80% aller
ADC ausmachte, und die Bezeichnung des bronchioloalveoldren ADC aufgegeben (Petersen,
2013; Bohle und Schnabel, 2016). Die neue Klassifikation differenziert zwischen folgenden
drei Subtypen von ADC: préinvasiv, minimalinvasiv und invasiv. Zu den priinvasiven
Liasionen zdhlen die atypische adenomatdse Hyperplasie (AAH) und das Adenocarcinoma in
situ (AIS). Eine begleitende atypische adenomatdse Hyperplasie wird in Lungenresektaten mit
pulmonalem Adenokarzinom, aber auch in primér nicht-neoplastischen Lungenresektaten und

etwa 7% der Plattenepithelkarzinome gefunden (Kerr, 2001; Bubendorf, 2011).

Die Plattenepithelkarzinome werden in verhornende, nicht-verhornende und basaloide Typen
unterteilt. Als basaloid wird ein Plattenepithelkarzinom eingestuft, wenn die basaloide
Komponente, unabhiangig von der Verhornung, mehr als 50% betrdgt (Kadara et al., 2016). Im

mehrstufigen Prozess der Karzinogenese zdhlen zu den priinvasiven Léasionen der
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Platenepithelkarzinome die Plattenepitheldysplasie und darauffolgend das Carcinoma in situ

(CIS) (Osmani et al., 2018).

Die WHO-Klassifikation von 2015 unterteilt neuroendokrine Tumoren in vier
Hauptkategorien: typisches Karzinoid, atypisches Karzinoid, kleinzelliges Karzinom (oder
SCLC) und groBzelliges neuroendokrines Karzinom (LCNEC) (Travis et al., 2015). Ausgehend
von der Proliferationsrate der Tumorzellen sowie An- oder Abwesenheit der Nekrose werden
neuroendokrine Tumoren entsprechend der prognostischen Signifikanz differenziert: typisches
Karzinoid mit nur geringgradiger Atypie und wenigen Mitosen; atypisches Karzinoid mit
erhohter Mitoserate und /oder Nekrose und neuroendokrine Karzinome mit zum Teil

hochgradiger Atypie, entsprechend SCLC und LCNEC (Zheng, 2016).

1.1.5 Diagnostik und Therapie

Das Lungenkarzinom ist eine meist durch exogene Noxen verursachte Erkrankung. Daher ist
neben der Nikotinanamnese auch eine detaillierte Berufsanamnese, insbesondere im Hinblick
auf eine mogliche Asbestbelastung, unabdingbar. Um die Diagnose zu sichern und eine
Stadieneinteilung vornehmen zu kdnnen, umfasst die Basisdiagnostik des Lungenkarzinoms
neben der Anamnese und klinischen Untersuchung auch die konventionellen bildgebenden
Verfahren Rontgen und Computertomografie (CT). Neben diesen konventionellen Verfahren
wird beim Bronchialkarzinom immer haufiger die Positronenemissionstomografie (PET) bzw.
heutzutage die integrierte PET/CT eingesetzt. Diese Verfahren dienen der Bestimmung der
lokalen Tumorausbreitung und ggf. der Suche nach lokoregiondren Metastasen und
Fernmetastasen und dienen damit der Einteilung in ein klinisches Tumorstadium. Zur
Sicherung der Diagnose sowie ggf. der Sicherung einer Metastase ist aber eine histologische
oder zytologische mikroskopische Untersuchung einer Gewebeprobe oder Zellprobe aus dem
Primirtumor oder Metastase(n) unumgénglich. Diese erfolgen heute CT-gesteuert oder auch
mittels endoskopischer Verfahren wie z.B. der endobronchialen ultraschallgesteuerten
transbronchialen Nadelaspiration (EBUS-TBNA) (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche
Krebshilfe, AWMF (Leitlinienprogramm Onkologie), 2018). So koénnen Lymphknoten-
metastasen auf der Grundlage der Ergebnisse einer zytologischen oder pathologischen

Untersuchung diagnostiziert werden (Kuo et al., 2011). Eine detaillierte Beschreibung der



Verfahren zur Gewinnung zytologischer Proben, deren diagnostische Treffsicherheiten in der

vorliegenden Arbeit beschrieben werden sollen, findet sich im nachfolgenden Kapitel.

Die Therapie des Lungenkarzinoms ist komplex und richtet sich nach der Ausbreitung und dem
histologischen Typ des Tumors (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMEF,
2018). Eine detaillierte Beschreibung geht aber weit {iber die Zielsetzung der vorliegenden
Arbeit hinaus und erfolgt hier nicht. Bei 70% der Patienten mit einem nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinom (NSCLC) wird die Erkrankung in fortgeschrittenen, inoperablen Stadien
mittels zytologischer Proben und kleiner Biopsien diagnostiziert (Savic et al., 2012;
Kraywinkel und Schonfeld, 2018). Diese fortgeschrittenen Lungenkarzinome werden in der
Regel nicht mehr operiert, sondern multimodal behandelt. Es existieren zahlreiche Algorithmen
fiir eine Chemotherapie, Strahlentherapie oder auch eine individualisierte Tumortherapie (vgl.
auch Kapitel 1.1.3). Fortgeschrittene nicht-kleinzellige Lungenkarzinome werden in der Regel
auf molekulare Verdnderungen und Treibermutationen hin untersucht. Das nationale Netzwerk
genomische Medizin Lungenkrebs (nNGM) bietet hierbei die Plattform fiir eine standardisierte
molekularpathologische Charakterisierung und ggf. bei Vorliegen behandelbarer
Verianderungen die Moglichkeit des Einschlusses der Patienten in Therapiestudien (Biittner et
al., 2019).

Das kleinzellige Lungenkarzinom (SCLC) ist eine schwer zu therapierende und aggressive
Krebserkrankung (Taniguchi et al., 2020). Nur in sehr begrenzten Stadien in Einzelféllen, bei
fehlendem mediastinalem Befall, kommt eine Resektion infrage. Im Stadium der ,,Limited
Disease”, das sich auf den initialen Hemithorax mit oder ohne seine regionalen
Lymphknotenmetastasen begrenzt, kann eine simultane Radiochemotherapie eingesetzt werden
(Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMEF (Leitlinienprogramm Onkologie),
2018; Serke, 2019).

1.2 Zytologie des Lungenkarzinoms

Friher wurde die diagnostische Differenzierung zwischen SCLC und NSCLC fiir
therapeutische Zwecke als ausreichend angesehen, da in allen NSCLC-Féllen &hnliche
Therapieschemata verwendet wurden. Heute ist zumindest die weitere histologische oder
zytologische Differenzierung der NSCLC in Plattenepithelkarzinom, Adenokarzinom oder

grofzellig-neuroendokrines Karzinom notwendig, sofern moglich. Wo dies nicht méglich ist,
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verbleibt die Diagnose eines nicht weiter spezifizierbaren NSCLC (Gasparini, 2010). Etwa 20-
30% (nach miindlicher Kommunikation mit den klinischen Partnern des Funktionsbereichs
Cytopathologie am UKD), nach anderen Angaben 40% der fortgeschrittenen nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinome werden allein durch zytologische Untersuchungen
diagnostiziert (Bubendorf et al., 2017). Im Gegensatz zu einer hiufig invasiveren oder
risikoreicheren Biopsie wird die Gewinnung zytologischer Proben von den Patienten in der

Regel besser toleriert (Mariano et al., 2017).

Endobronchiale zytologische Diagnostik

Zytologische Untersuchungen finden im Rahmen der Primirdiagnostik, des Stagings und bei
Verlaufsuntersuchungen einschlieBlich Uberwachung des Mutationsstatus unter molekular
gerichteter Therapie Anwendung. Zur Primirdiagnostik werden in der Regel bronchoskopisch
gewonnene Proben zytologisch untersucht (Engels, 2020). Eine transthorakale, CT-gesteuerte
Feinnadelpunktion zur Zytologie ist mdglich, findet heute aber vergleichsweise selten
Anwendung. Derart entnommene zytologische Untersuchungsmaterialien sind im Unter-
suchungszeitraum der vorliegenden Arbeit nicht im Funktionsbereich Cytopathologie
eingegangen.

Je nach Typ des Bronchoskops lassen sich 2 Formen der Bronchoskopie unterscheiden:

e flexible Bronchoskopie: Oral (durch den Tubus bzw. die Trachealkaniile) oder naso-
pharyngeal (unter Lokalanésthesie) wird ein flexibles Endoskop eingefiihrt. Wéhrend der
Bronchoskopie ist die Entnahme von Gewebeproben mit Spiilkathetern, Biirsten, Zangen und

Nadeln moglich (Kroegel und Costabel, 2014).

e starre Bronchoskopie: Hierbei wird unter Vollnarkose ein hartes Tubusrohr in die Trachea
und die Hauptbronchien eingefiihrt. Die Bronchoskopie mittels eines starren Endoskopes wurde
mittlerweile wegen des fiir die Patienten wesentlich geringeren Trauma- und Komplikations-
risikos weitestgehend von der flexiblen Bronchoskopie abgelost, ist aber in bestimmten

Situationen noch notwendig (Arastéh und Baenkler, 2013).



- Transbronchiale Nadelaspiration

Zu den im Rahmen einer Bronchoskopie gewinnbaren Probesorten gehoren, neben Spiilungen
und Biirstenabstrichen, transbronchiale Nadelaspirationen (TBNA) eventuell unter

zusitzlicher Anwendung des endobronchialen Ultraschalls (EBUS) (Engels, 2020).

Seit iiber 30 Jahren findet die konventionelle transbronchiale Nadelaspiration (TBNA)
Anwendung, um Gewebeproben aus Tumoren und verddchtigen Lymphknoten zu entnehmen
(Jiang et al., 2014). Bei der transbronchialen Nadelaspiration wird mit einer Biopsienadel
punktiert und aspiriert. Danach wird das entnommene Material auf einen Objekttrager
ausgestrichen und in der Regel alkoholisch fixiert (Feichter und Dalquen, 2000). Alternativ
konnen fiir zusétzliche Untersuchungen, sofern sie nicht an den Objekttridgern etabliert sind,
Zellblocke angefertigt werden. Diese und das bioptisch gewonnene Gewebe sollten in 10%ig
gepuffertem Formalin fixiert werden (Herth et al., 2013).

Die Treffsicherheit der TBNA kann durch die gleichzeitige Anwendung des endoluminalen /
endobronchialen Ultraschalls gesteigert werden (Herth et al.,, 2002). Derzeit ist die
endobronchiale ultraschallgesteuerte transbronchiale Nadelaspiration (EBUS-TbNa) das am
héufigsten durchgefiihrte minimalinvasive Verfahren zur Untersuchung mediastinaler als auch
hildarer Lymphknoten (Lilo et al., 2017), das wegen seiner exakten Steuerbarkeit auch die
Punktion kleinerer Lymphknoten unter 1 cm ermdoglicht (Herth et al., 2004).

Die klinische Anwendbarkeit und der diagnostische Zugewinn von EBUS-TbNa wurden in
einer Vielzahl von Studien nachgewiesen. Chandra et al. bestimmten eine gepoolte Sensitivitét
von 92% bei einer 100%igen Spezifitit fir die mediastinale und hildre Lymphadenopathie
maligner und benigner Erkrankungen (Chandra et al., 2012). Ernst et al. haben eine hohere
diagnostische Ausbeute fiir EBUS-TbNA im Vergleich zu Mediastinoskopie ermittelt (91%
versus 78%; p=0,007) (Ernst et al., 2008). Rooper et al. berichteten, dass 96% der EBUS-TBNA
Proben fiir eine immunzytochemische Untersuchung technisch brauchbar waren und NSCLC

in 77% - 79,5% der Fille weiter histogenetisch typisiert werden konnten (Rooper et al., 2016).

- Bronchus-Biirstenabstriche:

Diese von Hattori et al. beschriebene Methode ist eine Weiterentwicklung der friiher iiblichen
Kathetersaugbiopsie (Hattori et al., 1964; Hengstmann und Wittekind, 1950). Das Biopsiegerét

besteht aus einer durch eine Scheide geschiitzten feinen Nylonbiirste, die-unter Lokalanésthesie

10



in das zu untersuchende Gebiet eingefiihrt wird. Nach der Abstrichentnahme wird die Biirste
wieder in die Scheide zurlickgezogen und anschlieBend aus dem Endoskop entfernt (Smith et
al., 1980). Es gibt verschiedene Methoden, die mittels Bronchialbiirsten entnommenen Zellen
fiir eine spétere zytologische Untersuchung zu fixieren: (1) luftgetrocknete Ausstriche zur May-
Griinwald-Farbung, (2) in 95%igem Alkohol oder mittels Alkoholspray fixierte Ausstriche. Bei
diesen direkten Ausstrichtechniken kann es zu einem Verlust von diagnostisch relevanten
Zellen kommen. Eine Alternative ist die (3) Saccomanno-Biirstenwésche, bei der mit einem
Flaschchen mit schmalem Mund die Zellen direkt von der Biirste in ein Fixiermittel abgekratzt
werden. Die Biirste wird dann in einem Saccomanno-Biirstenwaschfldschchen geschiittelt, das
daraufhin zentrifugiert wird, wodurch das Untersuchungsmaterial liber einen vorbestimmten
Bereich eines Objekttragers verteilt wird. Diese Technik hat bessere Ergebnisse gezeigt als die
direkten Ausstrichtechniken (Thunnissen et al., 2012). Auf der Grundlage von Meta-Analysen
konnten Schreiber und McCrory 2003 aufzeigen, dass die Sensitivitit der bronchialen
Biirstenbiopsie international im Median bei 59% fiir zentrale Tumoren und 52% fiir periphere

Tumoren liegt (Schreiber und McCrory, 2003).

- Bronchiallavagen und Bronchialsekrete

Bronchialsekret kann mittels eines durch den Instrumentierkanal eines Bronchoskopes
gefiihrten Katheters von der Bronchialwand abgesaugt werden. Eine dhnliche Methode zur
Gewinnung exfolierter Bronchialepithelien und gegebenenfalls Tumorzellen ist die
Bronchiallavage, bei der das abhdngige Bronchialsystem nach Sondieren eines groferen
Bronchus mit physiologischer, auf 37°C erwirmter physiologischer Kochsalzlosung gespiilt
wird. Die zellhaltige Spiilfliissigkeit wird wieder abgesaugt und kann zytologisch untersucht
werden. Hierzu werden nach Zentrifugation hergestellte Sedimentausstriche - dhnlich wie
bereits bei der Biirstenbiopsie beschrieben - fixiert und geférbt. Die Sensitivitdt der Lavage bei
zentralen und peripheren Karzinomen betrdgt in einer groBen Metaanalyse 48% bzw. 43%

(Schreiber und McCrory, 2003).

-Bronchioalveoliire Lavage

Primdr 1922 bei der Behandlung von Phosgen-Vergiftungen eingesetzt, wurde fiir die BAL
1961 im Tierversuch die hohe Reinheit der auf diesem Wege gewinnbaren Proben (hier:

Alveolarmakrophagen) beschrieben (Gee, 1980; Myrvik et al., 1961). Seitdem hat sich diese
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Methode zunehmend in der Humanmedizin, insbesondere — durch die Entwicklung flexibler
Bronchoskope — in der Pneumologie, etabliert (Klech H., 1989; Reynolds, 1987).

Eine BAL wird insbesondere bei speziellen Fragestellungen zu Lungenerkrankungen, welche
die Alveolen betreffen, eingesetzt. Fiir die Diagnostik des Lungenkarzinoms ist sie weniger
relevant. Neben der zytologisch-mikroskopischen Beurteilung ist hier die Quantifizierung der
enthaltenen Zelltypen relevant, welche mittels Laboranalysegeriten automatisiert moglich ist.
Da fiir diagnostische Zwecke meist mehrere der oben genannten Untersuchungsmaterialien

sowie auch Gewebebiopsien entnommen werden, ist die Reihenfolge der Entnahme relevant.

Die optimale Reihenfolge fiir die Durchfithrung von Lavage, Bronchialbiirstung und
transbronchialer Nadelaspiration ist sehr umstritten. Lee et al. empfehlen, die Bronchiallavagen
vor dem Biirsten und der Biopsie durchzufiihren, um zu verhindern, dass Blut die Probe
kontaminiert und die Durchfiihrung der zytologischen Diagnostik erschwert. Die Autoren
sagen, dass eine Ausnahme von dieser Empfehlung Lisionen mit submukosaler Beteiligung
sein kénnen, bei denen Anderungen der Integritit der Schleimhaut tatséichlich die Ausbeute der
anschlieend durchgefiihrten Bronchiallavagen erhhen konnen (Lee et al., 2007). In der Studie
von Lim et al. betrug die diagnostische Gesamtausbeute bei Patienten mit peripherem
Lungenkrebs 52,4%, wenn die bronchiale Spiilung nach dem Biirstenabstrich gemacht wurde,
und die Spiilung hatte eine signifikant hohere diagnostische Ausbeute als der Biirstenabstrich
(Lim et al., 2020).

Angesichts der Verbesserung der diagnostischen Moglichkeiten in den letzten Jahren und dem
daraus resultierenden gestiegenen Gewebe- bzw. Zellbedarf kann bereits die Wahl der Methode
zur Probengewinnung entscheidend sein, z. B. in Abhédngigkeit der Tumorlage (Herth et al.,

2013).

Nomenklatur fiir zytologische Befunde:

Die zytologische Bewertung erfolgte standardisiert nach der von den Deutschen Gesellschaften
fiir Pathologie (DDP) und Zytologie (DGZ) herausgegebenen Nomenklatur fiir die
extragenitale Zytologie nach Bocking und Freudenberg. Die zytologischen Diagnosen werden
gemil ihrer Malignititswahrscheinlichkeit in fiinf Kategorien eingeteilt (Bocking, 1998a;
Bocking, 1998b):

e unzureichendes Zellmaterial
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e keine bosartigen Zellen nachweisbar (= negativ)
e Dbdosartige Zellen nicht sicher auszuschlieBen (= zweifelhaft)
e Dbosartige Zellen wahrscheinlich (= dringender Verdacht)

e Dbdosartige Zellen nachweisbar (= positiv)

Hierbei betrigt die Malignitatswahrscheinlichkeit in der Kategorie ,,negativ bei 0%, in der
Kategorie ,,zweifelhaft* liegt sie bei ca. 30%, bei ,,dringendem Verdacht* bei ca. 70% und in

der Kategorie ,,positiv ist sie sicher (100%) (Bocking et al., 2000).

Unter die Definition ,,unzureichendes Material* fallen alle Untersuchungsmaterialien, die zu

wenige oder zu schlecht erhaltene diagnostisch relevante Zellen enthalten (Bocking, 1998Db).

Manchmal ist eine eindeutige zytologische Diagnose nicht mdglich (Schramm et al., 2011;
Bocking, 1998b), sei es aufgrund einer zu geringen Zahl auffilliger Zellen oder aufgrund von
Abgrenzungsschwierigkeiten dysplastischer oder neoplastischer Zellen von reaktiv verdnderten
Zellen; auch Fixationsartefakte spielen bei der Beurteilbarkeit von Zellbildern eine wichtige
Rolle. Solche Priparate, in denen Auffilligkeiten vorliegen, aber Tumorzellen nicht eindeutig
zu identifizieren sind, gelten als ,,zweifelhaft* oder ,,dringend verdédchtig auf das Vorliegen von
Tumorzellen®. Insbesondere Priparate mit dysplastischen Zellen, die als Prikanzerosen fiir
maligne Tumoren gelten, werden in diese Kategorien eingeordnet. Da mit steigendem Schwere-
grad der Dysplasie das Risiko der Karzinomentstehung steigt, werden leichte und mittlere
Dysplasie mit der Diagnose ,,zweifelhaft und schwere Dysplasien mit der Diagnose des

»dringenden Verdachts* belegt (Bocking, 1998b).

1.3 Adjuvante Methoden in der Zytologie

Ein betrachtlicher Teil dieser ,,unklaren Befunde* kann durch Hinzunahme adjuvanter Ver-
fahren wie der diagnostischen DNA-Bildzytometrie und der Fluoreszenz in situ Hybridisierung
(FISH) letztlich geldst und im Nachtragsbericht eine sicher tumor-positive oder -negative
Diagnose gestellt werden. In einer entsprechenden Studie des Funktionsbereichs Cyto-
pathologie wurde so fiir die DNA-Bildzytometrie eine Sensitivitdt von 79% (Spezifitit 98%)
und fiir die FISH eine Sensitivitdt von 78% (Spezifitit ebenfalls 98%) erreicht (Schramm et al.,

2011). Die Immunzytochemie wird in diesem Zusammenhang nur gelegentlich zur weiteren
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Abkldrung zytologisch unklarer Befunde; ihre Domine liegt vielmehr in der histogenetischen

Tumorklassifikation.

1.3.1 Immunzytochemie

Anfang der 1940er Jahre entwickelte Albert Coons ein Verfahren zur Visualisierung von
Antigen-Antikdrperkomplexen, um Pneumokokken-Antigene in Gewebeschnitten von mit
Pneumokokken infizierten Mé&usen mithilfe eines Fluoreszenzmikroskopes sichtbar zu machen
(Coons, 1942). Bei diesem Verfahren werden Antigene und Rezeptoren des Zytoplasmas oder
des Kerns immunzytochemisch nachgewiesen. Die Immunzytochemie erlaubt die Bestimmung
der Zellherkunft sowie eine iiber morphologische Kriterien hinausgehende Subtypisierung
(Pokieser et al., 2001). Bei der indirekten Immunzytochemie, welche in der zytologischen
Routinediagnostik zum Einsatz kommt, bindet ein nicht markierter Antikdrper an Zellen und
wird darauthin durch einen markierten SekunddrantikOrper sichtbar gemacht. Durch
unterschiedliche Markierungen an Primirantikorpern besteht die Mdoglichkeit von
Mehrfachfarbungen (Mix und Zettl, 2015).

Eine immunhistochemische Diagnostik kann auch an zytologischen (Ausstrich-)Préparaten
durchgefiihrt werden, insbesondere bei der Verwendung von am Kern bindenden
Primérantikorpern. Schwierigkeiten konnen bei zytoplasmatisch bindenden oder membranéren
Antikorpern auftreten, insbesondere bei sogenannten Tumornacktkernen. Unmdglich sein kann
eine Anwendung, wenn es um die Beziehung von immunhistochemischen Expressionen von
Tumorzellen und benachbarten Entziindungszellen geht, wie es bei manchen PD-LI1-
Auswertungen verlangt wird; solche Anwendungen miissen an histologischen

Schnittpréparaten etabliert werden (Wagner und Buettner, 2020).

Seit der FEinfilhrung der WHO-Klassifikation 2015 in die klinische Praxis spielt die
histogenetische Tumortypisierung eine entscheidende Rolle bei der Diagnose von Lungenkrebs
(Yatabe et al., 2019). Neben der traditionellen Unterscheidung von kleinzellig-neuroendokrinen
und nicht-kleinzelligen Tumoren gilt dies insbesondere fiir die prézise Klassifikation, die
zwischen unterschiedlichen Adenokarzinomtypen, adenosquamosen Karzinomen, verschiede-
nen seltenen Subtypen von grof3zelligen Karzinomen (Wagner und Buettner, 2020), priméren
und metastasierten Karzinomen sowie kleinzelligen Lungenkarzinomen (SCLC) und

Karzinoidtumoren unterscheidet. Die friiher ausreichende klinische Unterscheidung zwischen
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NSCLC und SCLC ist heutzutage nicht mehr tragbar. Aufgrund der deutlich unterschiedlichen
Prognose- und Behandlungsauswirkungen bei verschiedenen Lungentumoren ist eine genaue
Subtypisierung mit molekularer Charakterisierung von entscheidender Bedeutung. Dies gilt
insbesondere fiir die hiufigsten NSCLC-Typen, ndmlich das Adenokarzinom und das
Plattenepithelkarzinom, da die Behandlungsoptionen und die Rolle von molekularen und
zytogenetischen Nebenstudien fiir beide Tumoren sehr unterschiedlich sind (Woo et al., 2017).
So wird auch die frither iibliche meist ausschlieBlich morphologische Diagnose in der
zytologischen Beurteilung von Lungenkarzinomen heute aufgrund zunehmender thera-
peutischer Bedeutung einer exakten Tumorzelltypisierung zusidtzlich durch die
Immunzytochemie ergénzt. In der diagnostischen Routine werden an zytologischen Ausstrich-
praparaten oder Zellblockpriparaten eine Kombination verschiedener Primérantikorper gegen
typische Antigene, Strukturen von verschiedenen histogenetischen Typen des Lungen-
karzinoms oder bei entsprechendem Verdacht von Lungenmetastasen, eingesetzt. Je nach
Ausprigung der Immunreaktion lassen sich so die verschiedenen in Frage kommenden
Entitdten unterscheiden. Da zytologisches Untersuchungsmaterial in der Regel spérlich ist,
muss bereits hier iberlegt werden, welche Primérantikorper diagnostisch zwingend notwendig
sind und welche weiteren Untersuchungen an den zytologischen Priparaten eventuell sonst
noch erforderlich werden, wie z.B. die weitere molekulare Charakterisierung des Tumors vor

einer Therapie (Travis et al. 2015; Dietel et al., 2016).

1.3.2 FISH

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) ist eine sensitive molekularbiologische
Technik, die unter Verwendung speziell markierter Nukleinsdure-Sonden genetische
Aberrationen wie Translokationen (Genfusionen, Rearrangements), Amplifikationen und
Deletionen nachweisen kann (Schmitz und Schildhaus, 2015). Abhéngig von den untersuchten
Krankheiten oder malignen Erkrankungen werden unterschiedliche Sonden verwendet (Song
et al.,, 2011). In der Lungenzytologic werden zum einen einige in der molekularen
Charakterisierung von Lungenkarzinomen etablierte Translokationen und Genamplifikationen
untersucht. Zusitzlich hat die FISH einen gewissen Stellenwert in der weiteren Abkldrung eines
zytologisch unklaren, also ,,zweifelhaften oder ,,dringend malignitdtsverdachtigen* Befundes,
um letztlich noch zu einer Karzinomdiagnose zu kommen bzw. diese eher abzulehnen (Savic

et al., 20006).
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Zum Nachweis von Translokationen (z.B. ALK-, ROSI1-Translokationen (Savic und
Bubendorf, 2016) werden sogenannte Break-Apart-Sonden eingesetzt. Mit einer sog. Break-
Apart-Sonde werden die Gene auf Bruchpunkte oder Insertionsereignisse untersucht. Bei
Break-Apart-Sonden wird ein etablierter Bruchpunkt auf einem Chromosom durch zwei
unterschiedlich farblich markierte Sonden ,,eingerahmt*. Im Normalfall iiberlappen sich daher
aufgrund der rdumlichen Néhe die beiden unterschiedlich fluoreszenzmarkierten Signale bei
der mikroskopischen Auswertung, die Fluoreszenz erscheint weill. Im pathologischen Fall
finden sich neben einem {iiberlappenden Signal zwei zusitzliche, je farblich unterschiedliche
Signale (z.B. rot und griin) als Hinweis auf das Auseinanderbrechen ("break apart") der DNA-
Struktur des Gens bzw. DNA-Abschnittes auf einem Chromosom (Rooney und Czepulkowski,
2001). Die Translokation fiihrt bei den beiden oben genannten Genen zu einer Aktivierung der
Kinase-Untereinheiten der kodierten Membranrezeptoren, welche in einem vermehrten
Tumorwachstum resultiert (Treibermutation). Das Vorliegen von iiber 15% break-aparts bei 50
ausgezihlten Zellen zeigt ein Rearrangement des ALK-Gens an, welches medikamentds mittels

Crizotinib behandelt werden kann (Savic und Bubendorf, 2012).

Amplifikations- und Deletionssonden sind zweifarbig - meist orange und griin - markiert, eine
Farbe markiert das Ziel-Gen, die andere zumeist die Alpha-Satelliten-Region des Zentromers
oder ein anderes Referenz-Gen desselben Chromosoms. Diese zweite Markierung dient der
Feststellung der Ploidie der Tumorzelle (Schmitz und Schildhaus, 2015). Ein Beispiel ist die
Amplifikation oder Polysomie des MET-Gens. Diese tritt in unbehandelten NSCLC in einer
Frequenz von 2-4%, in EGFR-mutierten NSCLC mit Resistenzentwicklung gegen EGFR-
Thyrosinkinaseinhibitoren jedoch in 20% auf. MET kodiert fiir eine Rezeptor-Thyrosinkinase,

die bei Uberexpression ebenfalls von Crizotinib blockiert wird (Savic und Bubendorf, 2016).

Die meisten in diagnostischen Laboratorien verwendeten Sonden sind kommerziell erhéltlich
und direkt mit Fluorochromen markiert (Ventura et al., 2006). Zur Abkldrung eines zytologisch
unklaren, also ,,zweifelhaften” oder ,,dringend malignitdtsverdidchtigen Befundes ist eine
Sonden-Kombination aus 4 verschiedenfarbig fluoreszenzmarkierten DNA-Sonden etabliert.
Diese Kombination wurde zundchst als Multitarget-LAVysion-FISH-Assay (Firma Abbott)
vertrieben, aber inzwischen eingestellt. Die ortsspezifischen Sonden fiir 5p15, 7p12 (EGFR),
8924 (C-MYC) und eine Zentromer-Sonde fiir Chromosom 6 sind jetzt einzeln erhiltlich und

miissen zu einem Assay zusammengegeben werden. Der Assay dient dem Nachweis einer
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chromosomalen Aneuploidie, welche mit einer hohen Treffsicherheit mit einer malignen
Transformation einer Zellpopulation assoziiert ist. Der Nachweis von Aneuploidie in einer
zytologisch unklaren Zellpopulation kann als Beweis fiir Malignitdt eingesetzt werden und
fiihrt zu einer Befundklassifikation als ,,positiv" im Nachbericht. Die Treffsicherheit der
Mehrfarben-FISH in der Abkldrung von unklaren Befunden in der Lungenzytologie erreicht
eine Sensitivitdt von 79% bei einer an 100% heranreichenden Spezifitit (Schramm et al., 2011;

Savic und Bubendorf, 2012).

1.3.3 DNA-Zytometrie

In einer normalen Zelle gibt es zwei Kopien aller 23 Chromosomen. Diese Zellen werden als
diploid bezeichnet (2¢). Zellen mit nur einer Kopie aller 23 Chromosomen werden haploide
Zellen (1c) genannt. Von euploiden Zellen spricht man bei Zellen mit vollstindigen Vielfachen
des haploiden Satzes (lc), wadhrend aneuploide Zellen kein ganzzahliges Vielfaches des
Grundsatzes der Chromosomen enthalten (Ganten und Ruckpaul, 2003; Garner, 2014). DNA-
Aneuploidie ist das quantitative zytometrische Aquivalent zur chromosomalen Aneuploidie
und soll die Karzinogenese vorantreiben (Schramm et al., 2011; Bocking und Motherby, 1999).
Aneuploidie bezeichnet unterschiedliche Aberrationen unterschiedlicher Genese in der DNA
und zeigt sich in Imbalancen (Unter- oder Uberzahl) einzelner Chromosomen oder Chromo-
somenabschnitte (Petersen, 2011). Lésst sich anhand der Zytomorphologie mikroskopisch
keine finale Diagnose erstellen (diagnostische Kategorien ,,zweifelhaft“ und ,,dringend
tumorverdédchtig®), kann die Priifung der DNA-Ploidie, also des DNA-Gehalts der suspekten
Zellpolulation, zurate gezogen werden (Kaur et al., 2016). Fiir die Analyse der DNA-Ploidie
existieren verschiedene Methoden. In der diagnostischen Lungenzytologie gebrauchlich ist die
DNA-Bildzytometrie. Die DNA-Bildzytometrie ermdglicht Messungen des DNA-Gehaltes an
Zellen oder Kernen, die auf einem Objekttriager aufgebracht sind (Schramm et al., 2011). Eine
Kombination aus Zytologie und DNA-Zytometrie, welche insbesondere an Préparaten sinnvoll
eingesetzt werden kann, die nach mikroskopischer Zytologie noch diagnostisch unklar bleiben,
verbessert die diagnostische Effizienz der Zytologie weiter (Schramm et al., 2011). So lie sich
in einer Studie an Bronchiallavagen, Biirstenabstrichen und transbronchialen Feinnadel-
punktaten bei Lungentumorverdacht die Spezifitit der Lungenzytologie von 69,8% auf 98,2%
verbessern bei einem nur geringen Sensitivitdtsabfall von 83,7% auf 79% (Schramm et al.,

2011). Der Vorteil der DNA-Bildzytometrie besteht darin, dass die Messung des DNA-
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Gehaltes computergestiitzt an den gleichen Zellen moglich ist, die bereits in den
konventionellen mikroskopischen Férbungen auffillig waren. Die gleichen Objekttriger
werden nach der Farbemethode nach Feulgen (Feulgen und Rossenbeck, 1924) gefarbt. Hierbei
wird ausschlieSlich DNA in einer stochiometrischen Farbreaktion dargestellt. Es resultiert eine
je nach eingesetztem Farbstoff blduliche oder violette Kernféarbung. Suspekte Zellen kénnen
mittels eines Bildanalysesystems beziiglich ihrer integrierten optischen Dichte - einem Ma@ aus
Farbintensitdt und Flache des Zellkerns - untersucht und einer so gut wie immer im gleichen
Untersuchungsmaterial enthaltenen Referenzzellpopulation (normale Bronchialepithelien oder
Entziindungszellen) gegeniibergestellt werden. Die integrierte optische Dichte der
Referenzzellpopulation wird dabei einem diploiden Chromosomensatz zugeordnet und
entspricht einem DNA-Gehalt von 2¢. Durch Vergleich der integrierten optischen Dichten der
Referenzzellen und einer suspekten Analysezellpopulation in einer graphischen Darstellung,
dem DNA-Histogramm, kann eine DNA-Aneuploidie untersucht werden (Bocking, 1995). Eine
DNA-Aneuploidie spricht fiir eine maligne Transformation der suspekten Zellpopulation,
welches in der Routinediagnostik in einem Nachbericht mitgeteilt wird. Es existieren seitens
der Europdischen Gesellschaft fiir analytische zelluldre Pathologie (ESACP) internationale
Empfehlungen fiir die Durchfiihrung und Interpretation sowie Qualitédtssicherung der DNA-
Bildzytometrie (Haroske et al., 2001).

1.4 Zielsetzung

In der vorliegenden Studie sollen Diagnosen von endobronchial entnommenen zytologischen
Proben, also endosonographisch gezielten Feinnadelpunktaten, Bronchiallavagen und
Bronchialbiirstungen zur Bestimmung der diagnostischen Treffsicherheit mittels deskriptiver
Statistik mit der klinischen Enddiagnose verglichen werden. Die klinische Enddiagnose wird
anhand der Unterlagen in den Patientenakten wie Arztbriefen sowie Befunden der Bildgebung
und Histopathologie ermittelt. AuBerdem soll untersucht werden, welchen Zugewinn die
Anwendung adjuvanter Methoden wie DNA-Zytometrie und FISH fiir die weitere Abklarung
konventionell-mikroskopisch zytologischer Diagnosen bringt. Ferner soll die Genauigkeit der
zytologischen Tumorzelltypisierung ohne und durch den Einsatz der immunzytochemischen

Diagnostik bestimmt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkohorte

In dieser retrospektiven Studie wurden sdmtliche zytologische Diagnosen der im Funktions-
bereich Cytopathologie der Universititsklinik Diisseldorf eingesandten endobronchial
entnommenen Untersuchungsmaterialien des Jahres 2015 aus der Klinik fiir Pneumologie,
Kardiologie und internistische Intensivmedizin des Florence-Nightingale-Krankenhauses
Diisseldorf einbezogen. Die eingesandten Untersuchungsmaterialien, also endosonographisch
gezielte Feinnadelpunktionen von tumorsuspekten Lédsionen und suspekten pulmonalen und
mediastinalen Lymphknoten, Bronchialsekrete, Bronchiallavagen und Bronchialbiirstungen,
stammten von Patienten mit bekannten oder vermuteten Lungenerkrankungen, die zur
diagnostischen Abkldrung eine Bronchoskopie erhielten. Die zytologischen Diagnosen wurden

der Befunddatenbank dc-pathos im Funktionsbereich Cytopathologie entnommen.

2.2 Aufbau der Excel-Tabelle

Es wurde eine Excel-Tabelle erstellt, in der die wesentlichen Aspekte zum jeden zytologischen
Untersuchungsmaterial festgehalten wurden. In der Tabelle wurden die verfligbaren
Informationen zu den Patienten aus dem Einsendeschein der Proben und der zytologischen
Diagnostik dokumentiert, ndmlich zundchst Name, Geschlecht, Geburtsdatum, Datum der
eingesandten Probe, Einweisungsdiagnose bzw. Verdachtsdiagnose, die zytopathologische
Diagnose und Entnahmeort. Die zytologische Diagnose wurde wie folgt in mehreren
Auspragungen notiert:

1. Qualitative, rein mikroskopisch ermittelte zytologische Diagnosegruppe gemil der derzeit
giiltigen Konsensusklassifikation der deutschen Gesellschaften fiir Zytologie und Pathologie
von 1998 (positiv, negativ, dringend verdichtig, zweifelhaft und unzureichend) (Bocking,
1998a; Bocking, 1998b).

2. Diagnose im Wortlaut, wie z.B. ,,Bronchialsekret mit geringen unspezifischen, entziindlichen
Veridnderungen®.

3. Gegebenenfalls zusitzlich eingesetzte adjuvante Untersuchungsmethoden zur Tumor-
typisierung und/oder zur weiteren Abklarung der Diagnose, die v.a. bei dringend verdéchtigen

und zweifelhaften Zytologieergebnissen erfolgte. Hierzu gehorten die Immunzytochemie, die
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FISH und die DNA-Bildzytometrie, jeweils mit Angabe des Ergebnisses der Methode in
Klartextform. Die hier in der Studie eingesetzten adjuvanten Methoden werden in Kapitel 2.7
weiter beschrieben.

4. AbschlieBende qualitative zytologische Diagnose, gegebenenfalls nach zusétzlicher obiger
adjuvanter Diagnostik. Erfolgten keine zusdtzlichen diagnostischen Verfahren, wurde hier die

qualitative zytologische Diagnose wiederholt.

2.3 Referenzstandard

Zur Analyse der Treffsicherheit der zytologischen Diagnostik beziiglich des Vorliegens eines
malignen Tumors mittels deskriptiver Statistik wurde zu Beginn der Studie ein positiver sowie

ein negativer Referenzstandard definiert:

Bei einem positiven Referenzstandard lag eine am operativ oder bioptisch entnommenen,
histologischen Priparat ermittelte Diagnose eines malignen Tumors vor. Die Zeitdifferenz
zwischen der Gewinnung der Zytologie und der Histologie sollte hierfiir weniger als 6 Monate
betragen. Der Referenzstandard war auch dann positiv, wenn die zytologische Diagnose
,»positive war und sich ein hierzu passender klinischer Verlauf in den Krankenakten fand wie

beispielsweise eine aufgrund der zytologischen Diagnose eingeleitete onkologische Therapie.

Ein negativer Referenzstandard lag bei einer “negativen zytologischen Diagnose, welche mit
dem klinischen Gesamtbild {ibereinstimmte, vor oder falls sich nach Entnahme der Zytologie
ein mindestens einjdhriger tumorfreier klinischer Verlauf in den Krankenakten fand. Der
Referenzstandard wurde nach Follow-up fiir jede zytologische Probe ermittelt und ist jeweils
streng bezogen auf die Entnahmelokalisation in der Lunge. Zum Beispiel lag bei einem
Adenokarzinom des linken Lungenoberlappens fiir eine zytologische Probe nur dann ein
Referenzstandard vor, wenn diese auch dazu geeignet war, Zellen aus dieser Region zu
enthalten, beispielsweise eine Bronchialbiirste aus dem linken Oberlappen oder auch aus dem

linken Hauptbronchus.
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2.4 Follow-up und Anonymisierung der Datensitze

Anhand der Krankengeschichten, Konsilschreiben, OP-Befunde, bildgebenden Befunde, der
klinischen Diagnosen in den Arztbriefen und der histologischen Befunde konnten die
zytologischen Diagnosen verifiziert bzw. falsifiziert werden (sieche Ergebnisse) und somit ein
Follow-up hinsichtlich der retrospektiven Auswertung erstellt werden. Folgende Follow-up-
Daten wurden aus den digitalen Akten der Kaiserswerther Diakonie entnommen und in die
Excel-Tabelle eingetragen:

. der aus dem abschlieBenden Arztbrief entnommene histopathologische Befund einer
bioptischen Gewebeprobe oder eines Operationspraparates, sofern vorliegend und
moglichst im vollen Text

. bei Vorliegen eines Tumors: die Klassifizierung des Tumortyps gemidll des
abschlielenden Arztbriefs

. Angabe zum Differenzierungsgrad eines bestimmten Tumors, sofern angegeben

. Angabe, ob zum Zeitpunkt der Untersuchung eine Nekrose im Untersuchungsmaterial
bekannt war oder nicht

. die TNM-Klassifikation des Tumors

. die abschlieBende klinische Diagnose im Arztbrief

. die Art der durchgefiihrten Therapie (z.B. Operation, Chemotherapie etc.)

. das Datum des letztes Arztbriefes oder moglicherweise das Sterbedatum des Patienten

. der Follow-up Zeitraum in Tagen, ausgehend vom Entnahmedatum der zytologischen
Probe

. der Referenzstandard (ja /nein) bezogen auf die Lokalisation des Materials

Bei Eintrag der Follow-up Daten in die Excel-Tabelle wurden die personenbezogenen Daten
des Patienten (Name, Vorname, Geburtsdatum, Eingangsnummer der Cytopathologie) entfernt
und damit die Datensdtze anonymisiert.

Die laufende Nummer, die jedem Datensatz bei der Anonymisierung erteilt wurde, setzt sich
aus drei Komponenten zusammen, genauer gesagt zwei Nummern und einem Buchstaben: Die
erste Nummer beschreibt die laufende Nummer eines Patienten, d.h. jede Nummer ist genau
einem Patienten zugeordnet. Die zweite Nummer beschreibt die laufende Nummer der
Untersuchung, die an einem bestimmten Patienten durchgefiihrt worden ist (z.B. erste oder
zweite etc. Bronchoskopie im Untersuchungszeitraum). Die Buchstaben wiederum sind einem

bestimmten Untersuchungsmaterial des Untersuchungstages zugeordnet (z.B. bedeuten die
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Buchstaben A bis C, dass insgesamt drei Untersuchungsmaterialien bei einer Untersuchung

entnommen worden sind).

2.5 Ethikvotum

Fiir diese Arbeit liegt ein positives Ethikvotum mit dem Aktenzeichen §§§ 5811 vom
28.02.2017 von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultit der Heinrich-Heine-
Universitét Diisseldorf vor. Um den datenschutzrechtlichen Aspekten gerecht zu werden, fand
zum Zeitpunkt der Zusammenfiihrung der aus der diagnostischen Routine im Funktionsbereich
Cytopathologie bereits vorliegenden Daten mit den Daten des Follow-ups aus den
Krankenakten der Kaiserswerther Diakonie eine Anonymisierung der Datensétze statt. Mithilfe
des VeraCrypt-Programms (VeraCrypt 1.17 fiir Windows 10, IDRIX Cryptography) wurden

Studiendaten aller Art sicher in verschliisselter Form auf dem Datentrager gespeichert.

2.6 Ablauf der zytologischen Untersuchung im Funktionsbereich Cytopathologie

Da lediglich das Ergebnis der zytologischen Routinediagnostik fiir die vorliegende Arbeit aus
der Befunddatenbank dc-pathos iibernommen wurde, wird die Bearbeitung der unter-
schiedlichen, in diese Studie eingeschlossenen Untersuchungsmaterialien kurz beschrieben.
Die Bearbeitung und Farbung der Proben erfolgte gemiBl den entsprechenden Arbeits-
anweisungen im Funktionsbereich Cytopathologie vom dortigen Personal.
e Bronchialsekrete und Bronchiallavagen: Eingang als in Saccomannos‘-Fixativ fixierte
Fliissigkeit. Zentrifugation und Anfertigung von 2-4 Sedimentausstrichen. Farbung von
2-3 Ausstrichen nach Papanicolaou (Standardfibung), 1 Ausstrich nach der PAS-
Reaktion (Perjodsdure-Schiff-Reaktion, Schleimdarstellung, Pilze etc.). Eindecken.
Mikroskopische Befundung und Angabe des Befundes gemif der Klassifikation der
Deutschen Gesellschaften fiir Zytologie und Pathologie sowie im Klartext (Bocking,
1998a; Bocking, 1998b).
e Bronchialbiirstungen und Feinnadelpunktate (auch endosonographisch gesteuert):
Eingang als fertig vom Bronchoskopiker auf Objekttragern ausgestrichene Praparate im
Funktionsbereich Cytopathologie. Farbung der Ausstriche nach Papanicolaou

(Standardfiarbung), bei Biirstenabstrichen 1 Ausstrich nach der PAS-Reaktion.
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Eindecken. Mikroskopische Befundung und Angabe des Befundes geméill der
Klassifikation der Deutschen Gesellschaften fiir Zytologie und Pathologie sowie im

Klartext.

2.7 Adjuvante Methoden

Fir die weitere Abkldrung der nach Mikroskopie diagnostisch unklaren, das heiflt der
zweifelhaft oder dringend verdichtig klassifizierten Préparate, wurden bereits im Rahmen der
Routinediagnostik im Funktionsbereich Cytopathologie die adjuvanten Untersuchungs-
methoden der DNA-Bildzytometrie und der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH), soweit
moglich, eingesetzt. AuBerdem wurde die Immunzytochemie zur Tumortypisierung eingesetzt
und in drei Féllen zur Dignitédtssicherung. Diese Untersuchungen erfolgten im Rahmen der
Diagnostik und wurden nicht von mir personlich durchgefiihrt. Die entsprechenden Befunde
wurden im Rahmen dieser Studie aus der Befunddatenbank dc-pathos entnommen und wie oben

beschrieben in die Excel-Tabelle eingetragen.

Adjuvante Untersuchungen wurden am bereits konventionell-mikroskopisch untersuchten
zytologischen Material durchgefiihrt, so dass zusétzliche Probenentnahmen nicht erforderlich
waren.

Da die DNA-Bildzytometrie in nur 29 Féllen zum Einsatz kam und nicht von mir personlich
durchgefiihrt wurde, wird beziiglich der technischen Durchfiihrung auf die Arbeitsanweisungen
des Funktionsbereichs Cytopathologie verwiesen. Als diagnostisches Kriterium wird eine
DNA-Aneuploidie hier definiert als das Vorliegen einer Stammlinien-Aneuploidie (Modalwert
einer Stammlinie in c-Werten aulerhalb der 10%-Toleranzbereiche um 2c, 4c oder 8c) oder
einer Einzelzell-Aneuploidie (abnorm hohe Einzelzell-Werte >9c¢, so genannte 9c-exceeding
events, 9cEE) (vgl. auch Schramm et al., 2011). Eine Beschreibung des diagnostischen Prinzips
findet sich in der Einleitung der Arbeit in Kapitel 1.3.3.

FISH-Untersuchungen zur weiteren diagnostischen Abklarung nach unklarer mikroskopischer
Zytologie wurden in 9 Fillen durchgefiihrt. Es wurde hier zur Bestimmung -einer
chromosomalen Aneuploidie die Mehrfarben-FISH mit Sonden fiir 5p15, 7p12 (EGFR), 8q24
(C-MYC) und Zentromer des Chromosoms 6 eingesetzt. Eine chromosomale Aneuploidie wird

angenommen bei Erfiillung folgender Kriterien (Schramm et al., 2011):
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e Mehr als 2 Fluoreszenzsignale bei mehr als 2 der 4 cDNA-Sonden in 6 oder mehr
Zellen.
e Untersuchen von mindestens 25 Zellen. Falls das oben genannte Kriterium noch nicht
erreicht ist, werden bis 60 Zellen ausgezahlt.
e Tetrasomie oder selbst Oktasomie, definiert als jeweils 4 oder 8 Fluoreszenzsignale bei
mindestens drei der 4 cDNA-Sonden, wird nicht als aneuploid definiert.
Aufgrund der geringen Fallzahl wird hier ebenfalls auf eine detaillierte Beschreibung des
Laborverfahrens verzichtet und auf die SOPs des Funktionsbereichs Cytopathologie verwiesen.
Eine Darstellung des Prinzips findet sich in der Einleitung der vorliegenden Arbeit in Kapitel

1.3.2.

2.7.1 Immunzytochemie

Im Funktionsbereich Cytopathologie der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf wurde die
ABC-Methode (Avidin-Biotin-Komplex) verwendet. Bei dieser macht man sich die hohe
Affinitit des Glykoproteins Avidin fiir das wasserlosliche Vitamin Biotin zunutze. Es wird tiber
einen biotinylierten Antikérper ein vorgefertigter Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex an ein
gewebegebundenes Antigen fixiert. Die Peroxidase kann anschlieBend mittels einer
Férbereaktion nachgewiesen werden (Remmele, 1999).

Die konkrete Anwendung der Immunzytochemie erfolgte gemil den Standard Operating
Procedures mit einer adaptierten ABC-Methode iiber zwei Tage, wobei die Schritte 1 - 22 am
ersten Tag und die Schritte 23 - 37 am zweiten Tag durchgefiihrt wurden. Es wurde eine
Positivkontrolle und eine Negativkontrolle fiir das gesamte Verfahren mitgefiihrt. Vom Prinzip
her wurde zunichst das Deckglas der bereits mikroskopierten und nach Papanicolaou gefarbten
Praparate und das Eindeckmedium durch Xylol entfernt und daran eine aufsteigende
Alkoholreihe zur Rehydrierung angeschlossen (Schritte 1 - 5). Hieran schloss sich, sofern ein
kernbindender Antikdrper verwendet werden sollte, ein Zwischenschritt zur Demaskierung des
Kernantigens an (sogenanntes Antigen Retrieval, Schritt 6). Danach folgten zur Verminderung
unspezifischer Bindung die Blockierung der endogenen Peroxidase (Schritte 7 - 9) und die
Behandlung mit dem Primérantikdrper nach vorheriger Inkubation in Normalserum (Schritte
10 - 11). Verbunden mit mehreren Spiilvorgiingen zur Entfernung iiberschiissiger Substrate
schlossen sich die Gabe des Sekundirantikdrpers und der AEC(3-Amino-9-ethylcarbazol) -
Substrate (Schritte 13, 15 und 17) an. Nach Gegenfarbung mit Himatoxylin (Schritt 19) erfolgt
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nach einem weiteren Spiilschritt die Eindeckung unter einem Deckglas. Die einzelnen Schritte

sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1 (Anfang): SOP-gemifier Ablauf der immunzytochemischen ABC-Methode.

Schritt Kiivetteninhalt Inkubationszeit
Vorbehandlung der gefirbten Routineausstriche
1 Xylol 10 min
2 Xylol 10 min
3 Ethanol 100% 10 min
4 Ethanol 100% 10 min
5 Ethanol 96% 10 min
6 Ethanol 96% 10 min
7 Ethanol 50% 10 min
Hitzebehandlung fiir die Kernantikorper TTF-1, CDX2, ER, PR, WT-1, p40, p63
8 PBS-Puffer 5 min
9 Citrat-Puffer (TTF-1, CDX2, ER, PR, GATA3, p63)
10 EDTA-Puffer (p40, WT1)
ansetzen und in Coplinkiivette fiillen
11 OT (Coplinkiivette) im Wasserbad 20 min 80°C

Tabelle 2 (Fortsetzung): SOP-gemifBier Ablauf der immunzytochemischen ABC-Methode.

Schritt Kiivetteninhalt Inkubationszeit
12 OT in der Coplinkiivette abkiihlen lassen 20 min
13 PBS-Puffer 5 min
Stoppen der endogenen Peroxidase

14 Blockierungslsg. (100ml Methanol+1ml H>O5) 30 min
15 gut in PBS-Puffer spiilen

16 PBS-Puffer 10 min
17 PBS-Puffer 10 min
18 PBS-Puffer/Tween20 1 min
Inkubation Primérantikorper 1. Tag (feuchte Kammer)

19 Normalserum 20 min
20 Fliissigkeit vom OT ablaufen lassen

21 Primir-AK, ca. 1ml auftragen 12-24 h
22 Alternativ im Brutschrank 60 min 37°C
Fortsetzung 2. Tag

23 Tris 0,5M in PBS-Puffer 1:10 5 min
24 Tris 0,5M in PBS-Puffer 1:10 5 min
25 Tris 0,5M in PBS-Puffer 1:10/Tween20 1 min
Inkubation Sekundir-Antikérper

26 biotinylierter-Sekundir-AK universal 30 min
27 Tris 0,5M in PBS-Puffer 1:10 5 min
28 Tris 0,5M in PBS-Puffer 1:10 5 min
29 Tris 0,5M in PBS-Puffer 1:10/Tween20 1 min
Inkubation Avidin-Biotin-Complex

30 ABC-Elite Standard 30 min
31 Tris 0,5M in PBS-Puffer 1:10 5 min
32 Tris 0,5M in PBS-Puffer 1:10 5 min
Substrat-Chromogen-Reaktion

33 AEC-Reagenz 25 min
34 Aqua dest steril 5 min
35 Aqua dest steril 5 min
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Schritt Kiivetteninhalt Inkubationszeit

Gegenfarbung
36 Mayer’ Himalaun ca | min
37 Wissern unter flieBendem Leitungswasser 10 min

Eindecken mit Aquatex

2.8 Statistische Auswertung des Vergleichs von zytologischen Diagnosen und Follow-
up Diagnosen

2.8.1 Deskriptive Bestimmung der Treffsicherheit der zytologischen
Malignititsdiagnose

Statistische Berechnungen wurden mit dem Programm IBM® SPSS® Statistics (IBM
Deutschland GmbH) durchgefiihrt. Die Auswertung der Daten der Patientenpopulation ldsst
sich wie in der Tabelle 2 in einer Vier-Felder-Tafel darstellen (Hilgers et al., 2007).

Tabelle 3: Prinzip der Vier-Felder-Tafel (Hilgers et al., 2007).

Krankheit
ja nein Summe
Test + Anzahl der richtig Positiven (a) Anzahl der falsch Positiven (c) Alle Positiven
Anzahl der falsch Negativen (b) Anzahl der richtig Negativen (d) Alle Negativen
Anzahl der tatsichlich Positiven | Anzahl der tatséichlich Negativen Summe

Fiir die Auswertung der Treffsicherheit der rein morphologischen Zytologie und der Zytologie
unter Zuhilfenahme der DNA-Bildzytometrie und der FISH (wenn -eingesetzt) aller
eingeschlossenen Diagnosen wurden jeweils die Malzahlen fiir Sensitivitidt und Spezifitit,
positiven und negativen Pradiktionswert sowie fiir die Gesamttreffsicherheit berechnet.
AulBlerdem wurden Sensitivitit, Spezifitdt, positiver pradiktiver Wert, negativer pradiktiver
Wert sowie Gesamttreffsicherheit fiir jede Untersuchungsart (EBUS-TbNa, Biirstenabstrich
und Bronchiallavagen/-sekrete) ermittelt.

Die Sensitivitdt ist definiert als der Anteil positiver Tests unter den Kranken und die Spezifitit
als der Anteil der negativen Tests unter den Gesunden. Unter Hinzunahme der Klassifizierung
gemil der Vier-Felder-Tafel werden die Kennzahlen wie folgt formelméfBig abgebildet

(Bender, 2001):

Sensitivitit = a/(a+b)
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Spezifitat = d/(c+d)

Der positive Pradiktionswert (PPW) ist der prozentuale Wert von Krankheitsdiagnosen, die sich

im Nachhinein als richtig herausstellten:

PPW = a/(a+c)

Der negative Pradiktionswert (NPW) entspricht dem Anteil von richtig-negativen Ergebnissen

von allen als negativ diagnostizierten:

NPW = d/(b+d)

Die Gesamttreffsicherheit beschreibt den Prozentsatz aller richtig positiven und richtig

negativen erkannten Diagnosen, bezogen auf die Gesamtzahl aller Fille:

Gesamttreffsicherheit = (a+d)/(atb+c+d)
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2.8.2 Kreuztabellen fiir die Korrelationsanalyse bei Tumortypisierung

Kreuztabellen dienen zur Analyse von Zusammenhingen zwischen zwei qualitativen
Variablen. Man unterscheidet zwischen der abhdngigen Variablen, deren Auspragungen erklart
werden sollen, und der unabhéngigen ,,erkldrenden* Variablen. Die unabhidngige Variable ist
damit “Referenzstandard Tumortyp”. Die unabhingige Variable definiert in der Regel die
Spalten der Tabelle, die abhingige Variable die Zeilen. ,,Die sich daraus ergebenden Zellen
stellen die Auspriagungen der abhidngigen Variable fiir die verschiedenen Kategorien der

unabhingigen Variablen dar* (Stegmann und Schwab, 2012).

In dieser Studie wurden die Ergebnisse der alleinigen mikroskopischen Tumortypisierung und

der Typisierung nach Immunzytochemie jeweils mit dem Follow-up verglichen.

Fir mehr Genauigkeit bei der Korrelationsanalyse zwischen zytologisch bestimmten
Tumortypen und Referenzstandard-Tumortypen wurden drei Ubereinstimmungsgrade
eingefiihrt:

1. Keine Ubereinstimmung: Der zytologisch bestimmte Tumortyp stimmt nicht mit dem
Follow-up Tumortyp iiberein.

2. Partielle Ubereinstimmung: Die grobe Differenzierung des Gewebetyps zwischen Follow-up
und Zytologie stimmt iiberein, aber nicht die genaue histogenetische Klassifikation.

3. Komplette Ubereinstimmung: Der zytologisch bestimmte Tumortyp stimmt mit dem

Tumortyp im Follow-up tiberein.

Ein Bespiel fiir den Fall mit dem Grad 1 (keine Ubereinstimmung) aus der aktuellen Studie
wiére der zytologisch bestimmte Tumortyp ,,Plattenepithelkarzinom® verglichen mit dem

Follow-up Tumortyp ,,Adenokarzinom®.

Ein haufiges Fallbeispiel des Grades 2 stellt die Kombination aus dem zytologischen Tumortyp
»NSCLC* und dem histopathologischen bestimmten Tumortyp ,,Adenokarzinom* dar. Diese
wurde dem Grad 2 zugeordnet, da das Adenokarzinom eine histologische Untergruppe des
NSCLC ist. Bei der Follow-up Diagnose ,,Metastase” erfolgte selbst bei vollstdndiger
Ubereinstimmung von zytologischem und Follow-up Tumortyp eine Zuordnung zum

Ubereinstimmungsgrad 2.
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3 Ergebnisse

3.1 Das Patientenkollektiv

Die Abbildung 1, welche entsprechend den Empfehlungen der STARD-Initiative erstellt wurde
(Cohen et al., 2016), gibt den Studienverlauf wieder.

Abbildung 1: Flussdiagramm zur Treffsicherheit aller endobronchialen Untersuchungsmaterialien.

Endobronchiale
Untersuchungsmaterialien
2015 gesamt
n=2231 (" Ausschluss-Grund 1: ]
Extrapulmonales
Untersuchungsmaterial
Endobronchiale n=4
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n=2227 Unzureichendes
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L n =159
Zytologische Diagnose
n =2068
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Finale Diagnose Finale Diagnose Finale Diagnose Finale Diagnose
- Positiv: n =241 - Positiv: n =203 - Positiv: n = 80 - Positiv: n =43
-Negativin=1 - Negativ: n = 1226 -Negativin=5 - Negativ:in =31

Es sind zunichst alle Einsendungen der endobronchialen Zytologie aus der Kaiserswerther
Diakonie des Jahres 2015 mit ihrer jeweiligen zytologischen Diagnose aufgefiihrt. Von
insgesamt 2231 Préparaten wurden vier Untersuchungsmaterialien aufgrund einer
extrapulmonalen Entnahmestelle aus der spéteren statistischen Auswertung ausgeschlossen.
Weitere 159 Priparate, davon 157 endosonographisch gesteuerte transbronchiale
Nadelaspirationen (EBUS-TBNA) und 2 Bronchiallavagen (BAL), fielen, bedingt durch
Abwesenheit von diagnostisch verwertbaren Zellen, unter die Definition "unzureichendes

Untersuchungsmaterial" und wurden ebenfalls nicht mit statistisch ausgewertet. Meist wurden
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hier nur 2 Ausstrichpraparate bei einer EBUS-TbNA eingesandt, welche ausschlieBlich Blut

und Zellen aus dem Zugangsweg enthielten.

Die verbleibenden 2068 Untersuchungsmaterialien, von denen 1830 {iber einen
Referenzstandard (Follow-up-Daten) verfligten, wurden entsprechend der zytologischen

Diagnose in vier Gruppen kategorisiert (Bocking, 1998a) (s. Kapitel 1.2).

Positiv — maligne Zellen nachweisbar

Von den 244 als ,tumorzell-positiv klassifizierten Untersuchungsmaterialien mussten zwei
Félle aufgrund fehlenden Follow-ups aus der statistischen Auswertung herausgenommen
werden. Somit konnten 242 Fille zur weiteren Analyse herangezogen werden. Bei einer
Gesamtzahl von 1830 Untersuchungsmaterialien mit vollstdandigem und zureichendem Follow-

up entspricht dies einem Anteil von 13,2%.

Negativ — maligne Zellen nicht nachweisbar
Als “negativ” wurden 1653 Priparate klassifiziert. Von 224 Fillen lag kein ausreichendes
Follow-up vor. Die verbleibenden 1429 Untersuchungsmaterialien entsprechen einem Anteil

von 78,1% an allen Fillen mit ausreichendem Follow-up.

Dringender Verdacht — bosartige Zellen wahrscheinlich

Insgesamt waren in dieser Studie 89 ,,dringend verdédchtige™ Félle vorzufinden. Da vier dieser
Félle wegen fehlendem Follow-up nicht geklart werden konnten, standen in dieser Kategorie
85 Fille, entsprechend 4,7% aller Félle mit vollstindigem und zureichendem Follow-up zur

Analyse zur Verfiigung.

Zweifelhaft — bosartige Zellen nicht sicher auszuschliefSen

Bei acht der 82 ,,zweifelhaften* Untersuchungsmaterialien lieBen sich aus den Angaben in den
Krankenakten kein ausreichender Referenzstandard heranziehen. Somit blieben 74 Fille dieser
diagnostischen Kategorie fiir eine statistische Auswertung, entsprechend 4,0% aller Félle mit

vollstdndigem und zureichendem Follow-up.
Die 1830 Untersuchungsmaterialien mit Follow-up Daten stammen von 836 Patienten. Die

nachfolgenden Abbildungen 2, 3 und 4 zeigen Einsendungen mit zytologischen Diagnosen

untergliedert nach der Untersuchungsart.
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Abbildung 2: Flussdiagramm zur Treffsicherheit nach Untersuchungsart (Biirstenabstrich).
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Abbildung 3: Flussdiagramm zur Treffsicherheit nach Untersuchungsart (Bronchiallavagen und Bronchialsekrete).
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Abbildung 4: Flussdiagramm zur Treffsicherheit nach Untersuchungsart (EBUS-TbNa).
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Der Anteil der jeweiligen zytologischen Diagnosekategorien bei allen auswertbaren
Untersuchungsmaterialien mit ausreichenden Follow-up Daten ist zusammenfassend in

folgender Tabelle dargestellt:

Tabelle 4: Auswertbare Untersuchungsmaterialien nach Diagnosekategorien.

Zytologische Biirstenabstrich Bronchiallavage/- | EBUS-TbNA Alle Materialien
Diagnose sekret

positiv 39/282 =13,8% 61/1005 = 6,1% 142/543 =26,2% | 242/1830 =13,2%
Dringender 14/282 = 5% 40/1005 = 4% 31/543 =5,7% 85/1830 =4,6%
Verdacht

Zweifelhaft 21/282 =7,4% 39/1005 = 3,9% 14/543 = 2,6% 74/1830 = 4%
Negativ 208/282 =73,8% | 865/1005 = 86% | 356/543 = 65,5% | 1429/1830 = 78,1%

AuBerdem lasst sich aus den Abbildungen 1 bis 4 die Pra-Testwahrscheinlichkeit der jeweiligen
zytologischen Diagnosegruppen fiir eine maligne Diagnose im Follow-up ableiten. Diese soll
nach Schitzungen der Autoren der Klassifikation (Bdcking et al. 1998a und b) fiir die Gruppe
»hegativ idealerweise 0%, fiir ,,zweifelhaft* ca. 30%, fiir ,,dringender Verdacht“ ca. 70% und
fiir ,,positiv* idealerweise 100% betragen. Die aus der vorliegenden Arbeit ermittelbaren Werte

finden sich in der nachfolgenden Tabelle 5:
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Tabelle 5: Pra-Testwahrscheinlichkeit der zytologischen Diagnosegruppen fiir eine maligne Diagnose.

Zytologische Biirstenabstrich Bronchiallavage/- | EBUS-TbNA Alle Materialien
Diagnose sekret
positiv 39/39 = 100% 60/61 = 98,4% 142/142 =100% | 241/242 = 99,6%

Dringender 14/14 = 100% 37/40 = 92,5% 29/31 =93,5% 80/85=94,1%
Verdacht
Zweifelhaft 13/21=61,9% 20/39=51,3% 10/14="71,4% 43/74 = 58,1%

Negativ 33/208 = 15,9% 145/865 =16,8% | 25/356 = 7% 203/1429 =14,2%

In der Tabelle 6 sind die klinischen Daten des Patientenkollektivs der Studie (pro

Untersuchungsmaterial), von denen Follow-up Daten vorliegen, zusammengefasst.

Tabelle 6: Klinische Daten der Patienten (pro Untersuchungsmaterial).

gutartlg*e priméres Andere**,
Lungenerkrankung®, Lungenkarzinom, n=713 n=90
n=1027 ’

O-Alter / (Spanne Alter) 63/ (22-90) 68 /(38-91) 65/(37-87)
Geschlecht
weliblich 476 (46,3%) 307 (43,1%) 45 (50,0%)
mannlich 551 (53,7%) 406 (56,9%) 45 (50,0%)
Raucheranamnese
Raucher 275 (26,8%) 302 (42,4%) 20 (22,2%)
EX-Nikotinabusus 301 (29,3%) 285 (40,0%) 23 (25,6%)
Nieraucher 139 (13,5%) 35 (4,9%) 12 (13,3%)
keine Angaben 312 (304%) 91 (12,8%) 35 (38,9%)
Tumortyp
SCLC 94 (13,2%)
NSCLC 39 (5,5%)
Adenokarzinom 337 (47,3%)
Adenosquamoéses Karzinom 33 (4,6%)
Plattenepithelkarzinom 182 (25,5%)
Mischdifferenzierung
NSCLC und SCLC 13 (1,8%)
primédre Lungentumoren,
sekundédre Lungentumoren
und andere Tumoren 15 (2,1%) 90 (100%)
Lokalisation
zentral 83 (11,6%) 2 (2,2%)
peripher 28 (3,9%) 1 (1,1%)
keine Angaben 602 (84,4%) 87 (96,7%)
Tumorstadium
0 10 (1,4%)
1A 38 (5,3%)
1B 52 (7,3%)
IIA 21 (2,9%)
11B 21 (2,9%)
1I1A 151 (21,2%)
111B 103 (14,4%)
v 234 (32,8%)
nicht ermittelt 83 (11,6%)

*u.a: interstitielle Lungenerkrankungen, COPD, Pneumonie, Lungenembolie, Himoptysen, chronische Bronchitis
**u.a: pulmonale Metastasen von Mamma-, Vulva-, Rektum-, Nierenzellkarzinom, Melanom sowie verschiedene
andere Entitdten
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1027 Untersuchungsmaterialien hatten zytologisch und histopathologisch keinen Anhalt fiir
Malignitét oder fiir einen gutartigen Tumor und zeigten im Follow-up benigne Lungen-
erkrankungen, in 713 Féllen wurde ein primires Lungenkarzinom diagnostiziert, weitere 90
Félle wurden in die Kategorie ,,Andere eingestuft. Diese 90 Untersuchungsmaterialien hatten
folgende Tumordiagnosen: B-Zell-Lymphom (21), Hodgkin Lymphom (4), Maligner Tumor
(14), Neurinom (1), SFT (Solitérer fibroser Tumor) (1), epitheloides malignes Mesotheliom (2),
Thymom (6), pulmonale Metastasen (40). In einem Fall war die Differenzierung zwischen
primdren pulmonalen Plattenepithelkarzinom und Metastasen des vorbekannten

Vulvakarzinom nicht méglich.

3.2 Treffsicherheit der Zytologie

3.2.1 Auswertung fiir simtliche Untersuchungsmaterialien

567 der 1830 Untersuchungsmaterialien hatten ein gemdll dem Referenzstandard positives
Follow-up fiir einen malignen Tumor und 1263 ein negatives Follow-up. Die zytologische
Diagnosekategorie nach rein mikroskopischer Beurteilung der Objekttriager ldsst allerdings
weitere Zuordnungsmoglichkeiten zu, da es nicht nur die eindeutig ,,negative* und ,,positive*
Diagnosekategorien, sondern auch noch ,,zweifelhaft und ,,dringender Verdacht* gibt. Unter
der Pridmisse der Dichotomisierung in ,positiv und ,negativ zur Analyse mittels
Vierfeldertafel gibt es hier daher drei verschiedene mogliche Zuweisungsoptionen fiir die
unklaren Diagnosekategorien.

In der ersten Variante werden die dringend zytologisch verddchtigen und zweifelhaften Félle
als statistisch positiv gewertet, in der zweiten Auswertungsvariante werden die dringend
verdéchtigen als positiv und die zweifelhaften Fille als statistisch negativ gewertet, die dritte
Auswertungsvariante wertet die dringend verddchtigen Félle und die zweifelhaften als
statistisch negativ.

In Tabelle 7 sind die drei Auswertungsvarianten und deren Ergebnisse fiir die Sensitivitdt und
Spezifitit, den positiven pradikativen Wert und negativen pradikativen Wert sowie die

Gesamttreffsicherheit aufgefiihrt.
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Tabelle 7: Treffsicherheit der rein mikroskopischen Zytologie, verschiedene Auswertungsvarianten.

Auswertungsvarianten

1
(d.V. und zw = positiv)

2
(d.V=positiv, zw=negativ)

3
(d.V. und zw = negativ)

Sensitivitit

64,2% (364 von 567)

56,6% (321 von 567)

42,5% (241 von 567)

Spezifitat

97,1% (1226 von 1263)

99,5% (1257 von 1263)

99,9% (1262 von 1263)

PPW

90,7% (364 von 401)

98,2% (321 von 327)

99,6% (241 von 242)

NPW

85.8% (1226 von 1429)

83,6% (1257 von 1503)

79,5% (1262 von 1588)

Gesamttreffsicherheit

86,9% (1590 von 1830)

86,2% (1578 von 1830)

82,1% (1503 von 1830)

3.2.2 Auswertungen pro Untersuchungsart

In den Tabellen 8, 9 und 10 auf dieser und der folgenden Seite sind jeweils die drei im

Vorkapitel beschriebenen Auswertungsvarianten pro Untersuchungsart (Bronchialbiirstungen,
Bronchiallavagen und EBUS-TbNA) und deren Maf3zahlen der diagnostischen Treffsicherheit

der alleinigen mikroskopischen Zytologie aufgefiihrt.

Biirstenabstriche

Tabelle 8: Treffsicherheit der rein mikroskopischen Zytologie nach Untersuchungsart (Biirstenabstrich), verschiedene
Auswertungsvarianten.

1) zweifelhafte und dringend verdichtige Félle = statistisch positiv

Sensitivitét 66,7% (66 von 99)
Spezifitét 95,6% (175 von 183)
PPW 89,2% (66 von 74)
NPW 84,1% (175 von 208)
GT 85,5% (241 von 282)

2) zweifelhafte und dringend verdichtige Félle = statistisch negativ

Sensitivitit 39,4% (39 von 99)
Spezifitit 100% (183 von 183)
PPW 100% (39 von 39)
NPW 75,3% (183 von 243)
GT 78,7% (222 von 282)

3) zweifelhafte Fille = statistisch negativ und dringend verdéchtige = positiv

Sensitivitit 53,5% (53 von 99)
Spezifitit 100% (183 von 183)
PPW 100% (53 von 53)
NPW 79,9% (183 von 229)
GT 83,7% (236 von 282)
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Bronchiallavagen und Bronchialsekrete

Tabelle 9: Treffsicherheit der rein mikroskopischen Zytologie nach Untersuchungsart (Bronchiallavagen und -sekrete),
verschiedene Auswertungsvarianten.

1) zweifelhafte und dringend verdichtige Félle = statistisch positiv

Sensitivitét 44,7% (117 von 262)
Spezifitét 96,9% (720 von 743)
PPW 83,6% (117 von 140)
NPW 83,2% (720 von 865)
GT 83,3% (837 von 1005)

2) zweifelhafte und dringend verdichtige Fille = statistisch negativ

Sensitivitit 22,9% (60 von 262)
Spezifitit 99,9% (742 von 743)
PPW 98,4% (60 von 61)
NPW 78,6% (742 von 944)
GT 79,8% (802 von 1005)

3) zweifelhafte Fille =statistisch negativ und dringend verdichtige = positiv

Sensitivitét 37,0% (97 von 262)

Spezifitit 99,5% (739 von 743)

PPW 96,0% (97 von 101)

NPW 81,7% (739 von 904)

GT 83,2% (836 von 1005)
EBUS TbNa
Tabelle 10: Treffsicherheit der rein mikroskopischen Zytologie nach Untersuchungsart (EBUS-TbNa), verschiedene
Auswertungsvarianten.

1) zweifelhafte und dringend verdéchtige Fille = statistisch positiv
Sensitivitit 87,9% (181 von 206)
Spezifitit 98,2% (331 von 337)
PPW 96,8% (181 von 187)
NPW 93,0% (331 von 356)
GT 94,3% (512 von 543)

2) zweifelhafte und dringend verdichtige Félle = statistisch negativ
Sensitivitét 68,9% (142 von 206)
Spezifitit 100% (337 von 337)
PPW 100% (142 von 142)
NPW 84,0% (337 von 401)
GT 88,2% (479 von 543)




3) zweifelhafte Fille = statistisch negativ und dringend verdichtige = positiv

Sensitivitit 83,0% (171 von 206)
Spezifitit 99.,4% (335 von 337)
PPW 98,8% (171 von 173)
NPW 90,5% (335 von 370)
GT 93.2% (506 von 543)

3.3 Einsatz von adjuvanten Methoden und deren Treffsicherheit

DNA-Bildzytometrie sowie Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) dienten der
Diagnosesicherung bei mikroskopisch nicht eindeutig als positiv oder negativ zu
klassifizierenden Befunden. Eine Ubersicht der adjuvanten Untersuchungen sowie die

abschlielende Diagnose ist in Tabelle 11 angegeben.

Tabelle 11: Zusammenfassung der Fille mit adjuvanten Methoden.

DNA-Zytome trie FISH
Gesamtzahl 29 9
hiervon: Nicht aufgeklart 3 3

Adjuvante Untersuchung

Diagnose vor adjuvanter|Diagnose nach adjuvanter

Untersuchung Untersuchung

Zweifelhaft Negativ 6 0
Zweifelhaft Positiv 6 1
Positiv Positiv 2 0
Dringender Verdacht Positiv 12 5
Summe 26 6

3.3.1 DNA-Bildzytometrie

Von 29 Fillen konnten 3 Félle durch den Einsatz der DNA-Bildzytometrie nicht aufgeklart
werden, weil das Resultat der DNA Zytometrie nicht eindeutig beziiglich des Vorliegens einer
DNA-Aneuploidie interpretierbar war, d.h. die initiale (unklare) mikroskopische zytologische
Diagnose blieb bestehen. Zwei Fille hatten schon vor der DNA-Bildzytometrie eine positive
zytologische Diagnose und die DNA-Bildzytometrie wurde zur reinen Bestétigung
angeschlossen. Aullerdem wurden 12 initial zytologisch zweifelhafte sowie 12 zytologisch

dringend verdichtige Falle untersucht und bei Vorliegen einer DNA-Aneuploidie letztlich eine
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maligne Transformation bestitigt (=positiv) (vergleiche Tabelle 11). Lag eine DNA-
Aneuploidie nicht vor, wurden die mikroskopisch auffilligen Zellverdnderungen in der Regel
als entziindlich oder regenerativ interpretiert (=negativ).

Vergleicht man die diagnostische Genauigkeit der 24 DNA-bildzytometrischen
Untersuchungen nach einer unklaren zytologischen Diagnose mit der finalen Diagnose aus dem
Follow-up, ergibt sich eine Sensitivitit von 90% und eine Spezifitit von 100%. Die
Gesamttreffsicherheit betragt 91,7%, der positive pradikative Wert liegt bei 100%, der negative
pradikative Wert bei 66,7% (vergleiche Vierfeldertafel Tabelle 12).

Tabelle 12: Vierfeldertafel zur Treffsicherheit der DNA-Zytometrie an zunéchst zytologisch unklaren Préparaten.

Follow-up
negativ positiv Total
AbschlieBende negativ 4 2 6
zytologische Untersuchung positiv 0 18 18
Total 4 20 24
3.3.2 FISH

Bei 3 Féllen war die Mehrfarben-FISH aufgrund zu geringer Zahl auswertbarer suspekter
Zellen nicht auswertbar und die Verdachtsdiagnose der Zytologie blieb bestehen. In 6
zytologisch unklaren Fillen konnte mittels FISH als Zeichen einer malignen Transformation
der suspekten Zellpopulation eine chromosomale Aneuploidie bestédtigt werden (=positiv).
Diese abschlieBende zytologische Diagnose stimmte mit dem Referenzstandard in allen 6

Féllen komplett iiberein.

3.4 Treffsicherheit der Zytologie mit adjuvanten Methoden

Im Folgenden wird der potenzielle Zugewinn an diagnostischer Treffsicherheit durch den
Finsatz von DNA-Bildzytometrie und FISH untersucht. Letztlich ergaben hier 24 DNA-
bildzytometrische Untersuchungen und 6 FISH Untersuchungen eine weitere Abklédrung der
initial ,,zweifelhaften” oder ,,dringend verddchtigen“ Zytologie im Sinne einer finalen

,positiven‘ oder ,,negativen‘ Diagnose beziiglich des Vorliegens eines malignen Tumors. In 3
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Féllen wurde alleinige immunzytochemische Untersuchung zur Dignitétssicherung eingesetzt.
Dies betrifft eine ,,zweifelhafte” Zytologie mit finaler ,,negativer zytologischer und einer
,hegativen* Follow-up Diagnose, sowie zwei ,,dringend verdédchtige® Zytologie mit finaler
,positiver* zytologischer und einer ,,positiven* Follow-up Diagnose (vgl. Tabelle 17). In diesen
Féllen ersetzt bei der Auswertung das Ergebnis der adjuvanten Untersuchung die initiale
zytologische Diagnose. In Analogie zur deskriptiven statistischen Auswertung der alleinigen
Zytologie in Kapitel 3.2.1. wird die diagnostische Treffsicherheit bei Verwendung von FISH,
DNA-Bildzytometrie und Immunzytochemie in drei Auswertungsvarianten in Tabelle 13
wiedergegeben. Bei den zytologisch ,zweifelhaften oder ,dringend verdédchtigen
Untersuchungsmaterialien, an denen keine adjuvante Untersuchung durchgefiihrt werden

konnte, bleibt die Diagnose bestehen.

Tabelle 13: Auswertungsvarianten zur Sensitivitit und Spezifitit der Zytologie mit dem Einsatz der adjuvanten Methode.

Auswertungsvarianten
1 2 3

(d.V. und zw = positiv)

(d. V=positiv, zw=negatv)

(d.V. und zw=negativ)

Sensitivitit

63,8% (362 von 567)

584% (331 von 567)

47,1% (267 von 567)

Spezifitit

97.5% (1231 von 1263)

99,5% (1257 von 1263)

99.9% (1262 von 1263)

PPW

91.9% (362 von 394)

98.2% (331 von 337)

99,6% (267 von 268)

NPW

85,7% (1231 von 1436)

842% (1257 von 1493)

80,8% (1262 von 1562)

Gesamttreffsicherheit

87% (1593 von 1830)

86,8% (1588 von 1830)

83,5% (1529 von 1830)

Tabelle 14: Die Vierfeldertafel. Auswertungsvariante 1. zur Sensitivitdt und Spezifitdt der Zytologie mit dem Einsatz der
adjuvanten Methoden.

Follow-up
negativ positiv Total
AbschlieBende zytologische ["°€21Y 1231 205 1436
Untersuchung positiv 1 162 304
Total 1263 567 1830
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Tabelle 15: Die Vierfeldertafel. Auswertungsvariante 2. zur Sensitivitdt und Spezifitdt der Zytologie mit dem Einsatz der

adjuvanten Methoden.

Follow-up
negativ positiv Total
Abschlieende zytologische pegatv 1257 236 1493
Untersuchung positiv 6 331 337
Total 1263 567 1830

Tabelle 16: Die Vierfeldertafel. Auswertungsvariante 3. zur Sensitivitdt und Spezifitdt der Zytologie mit dem Einsatz der
adjuvanten Methoden.

Follow-up
negativ positiv Total
Abschlieende zytologische negaity 1262 300 1562
nter ..
Untersuchung positiv 1 267 268
Total 1263 567 1830

Da bei insgesamt 1830 Datensétzen nur bei 35 eine Diagnose mit DNA-Bildzytometrie, FISH
oder Immunzytochemie vorliegt, ist der Effekt auf die diagnostische Treffsicherheit im
Vergleich zur alleinigen mikroskopischen Zytologie (vgl. Tabelle 7) insbesondere bei
Auswertungsvariante 1 (dV/zw = positiv) nur gering. Den groBten diagnostischen Zugewinn
unter Berlicksichtigung der Ergebnisse der DNA-Bildzytometrie und der FISH ergibt sich bei
Auswertungsvariante 2 (dV/zw = negativ), mit einer gegeniiber der alleinigen Zytologie
gestiegenen Sensitivitdt von 42,5% auf 47,1% bei gleichbleibender Spezifitit. Auch bei
Auswertungsvariante 3 (dV = positiv, zw = negativ) ergab sich eine allerdings geringere

Steigerung der Sensitivitdt von 56,6% auf 58,4% bei gleichbleibender Spezifitit.

3.5 Genauigkeit der zytologischen Tumortypisierung

3.5.1 Beschreibung der Auswertungsvarianten fiir die Tumortypisierung

Im folgenden Abschnitt soll die Genauigkeit der histogenetischen Klassifikation eines malignen
Tumors am zytologischen Untersuchungsmaterial ermittelt werden. Dies kann nun fiir die

initiale, rein mikroskopisch ermittelte Tumorklassifikation erfolgen (n=241) oder fiir die
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abschlieBende tumorpositive zytologische Diagnose nach sémtlichen eingesetzten adjuvanten
Verfahren der Immunzytochemie, DNA-Bildzytometrie und FISH. Da insbesondere aufgrund
der beiden letztgenannten Untersuchungsverfahren initial als ,,zweifelhaft* oder ,,dringend
verdachtig® klassifizierte Falle nachtriaglich ,,positiv* klassifiziert werden konnten, ist die Zahl
der fiir eine statistische Betrachtung verfligbaren Fille hier groBer (n=267) (vgl. folgende
Abbildung 5).

Abbildung 5: Ubersicht der Fille mit Tumortypisierung.

Tumor im Follow-up

(B) Tumortyp zytologisch nach

(AlTummortyp 2piiagiseh adjuvanten Methoden

N=241
N=267
Tabelle 17: Zusammenfassung der Fille mit adjuvanten Methoden.
Immunzytoche mie
Immunzytochemie |und DNA- DNA-Zytome trie FISH
Zytometrie
Gesamtzahl 76 4 29 9
hiervon: nicht
abschlieBend beurteilbar ! 0 3 3
Adjuvante Untersuchung
Zytologische Diagnose Z)"tologlsche
5 Diagnose nach
vor adjuvanter .
Untersuchung adjuvanter
Untersuchung
Zweifelhaft Negativ 1 1 5 0
Zweifelhaft Positiv 0 0 6 1
Positiv Positiv 72 0 2 0
Dringender Verdacht |Positiv 2 3 9 5

Die in Tabelle 17 griin hinterlegten Felder werden fiir die Korrelationsbestimmung der
abschlieBenden zytologische Tumordiagnose mit dem Follow-up zusitzlich verwendet.
Fiir das Mal3 der Korrelation zwischen Zytologie und Follow-up wurden, wie im Kapitel 2.4

beschrieben, drei Grade der Ubereinstimmung definiert:
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1. Keine Ubereinstimmung: der zytologisch bestimmte Tumortyp stimmt nicht mit dem Follow-

up Tumortyp iiberein.

2. Partielle Ubereinstimmung: die grobe Differenzierung des Gewebetyps zwischen Follow-up

und Zytologie stimmt iiberein, aber nicht die genaue histogenetische Klassifikation.

3. Komplette Ubereinstimmung: der zytologisch bestimmte Tumortyp stimmt mit dem

Tumortyp im Follow-up tiberein.

3.5.2 Konventionelle (mikroskopische) zytologische Tumortypisierung

In dieser Auswertung wurden 241 Félle, in denen konventionell zytologisch eine

Tumordiagnose gestellt werden konnte, analysiert. Um die Richtigkeit der histogenetischen

Tumorklassifikation zu Ttberpriifen, werden diese Tumordiagnosen mit dem Follow-up

verglichen (vergleiche Tabelle 18).

Im linken Teil der Tabelle sind jeweils die zytologisch bestimmten Tumortypen genannt. Die

Korrelation mit der Tumorklassifikation im Follow-up geméf der vordefinierten Grade der

Ubereinstimmung findet sich nebenstehend in absoluten Zahlen sowie als prozentuale

Haufigkeiten fiir die jeweilige Tumorentitat.

Tabelle 18: Konventionelle zytologische Tumortypisierung.

Ubereinstimmungsgrad (zytologisch vs klinisch)

keine partielle komplette Total
Ubereinstimmung | Ubereinstimmung | Ubereinstimmung ota
. 0 5 18 23
Adenok
denokarzinom 0.0% 21.7% 78.3% 100,0%
. 0 11 0 11
Maligner Tumor 0.0% 100.0% 0.0% 100,0%
_ |Mischdifferenziertes 0 2 0 2
§ Karzinom 0,0% 100,0% 0,0% 100,0%
'g) Neuroendokrines 0 0 1 1
° Karzinom 0,0% 0,0% 100,0% 100,0%
> 3 127 0 130
N [Nkz-C
o a 2.3% 97.7% 0.0% 100,0%
2 ) . 0 1 27 28
Plattenepithelk
g |'atenepiheiarzinom 0,0% 3.6% 96.4% 100,0%
5
= 0 11 0 11
NSCLC
0,0% 100,0% 0,0% 100,0%
4 2 29 35
SCLC 11,4% 5,7% 82,9% 100,0%
7 159 75 241
Total
ota 2.9% 66.0% 31.1% 100,0%
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Ausgehend von insgesamt 241 Studienfillen, in denen zuvor konventionell zytologisch eine
Tumordiagnose bereits gestellt werden konnte, wurde in 75 Fillen (31,1%) eine komplette
Ubereinstimmung ermittelt, in 159 Fillen (66,0%) eine partielle Ubereinstimmung und in 7
Fillen (2,9%) keine Ubereinstimmung mit dem Tumortyp des im Follow-up bestimmten

Referenzstandards.

4 Fille, in denen konventionell zytologisch die Diagnose eines ,,SCLC* gestellt wurde, hatten
keine Ubereinstimmung mit den Follow-up Diagnosen. Hier wurde in zwei Fillen die Diagnose
,Plattenepithelkarzinom* sowie in jeweils einem Fall die Diagnosen ,,Adenokarzinom* bzw.
,B-Zell-Lymphom* gestellt. Die 3 verbleibenden Fille ohne Ubereinstimmung mit dem
zytologisch bestimmten Tumortyp ,,Nicht-kleinzelliges Karzinom (NKZ-Ca)*“ erwiesen sich in

zwei Féllen im Follow-up als malignes Melanom und in einem Fall als SCLC.

Der hiufigste Tumortyp innerhalb dieser Subkohorte war das "Nicht-kleinzellige Karzinom"
(n=130), das analog dieser sehr allgemein gehaltenen Diagnose in 98% (n=127) der Fille
partiell mit dem Referenzstandard-Tumortyp libereinstimmte. Komplette Kongruenz und somit
korrekte zytologische Typisierung wies das Plattenepithelkarzinom aufgrund seiner in der
konventionellen Mikroskopie oft charakteristischen zytologischen Merkmale in 96% der Félle
auf (n=27). Auch das kleinzellige Lungenkarzinom (SCLC), welches mikroskopisch ebenfalls

gut zu diagnostizieren ist, wurde in 83% (n=29) richtig klassifiziert.

3.5.3 Tumortypisierung nach simtlichen adjuvanten Verfahren, insbesondere
Immunzytochemie

In der Tabelle 19 wurden die abschlieBenden positiven zytologischen Diagnosen nach
samtlichen eingesetzten adjuvanten Verfahren der Immunzytochemie, DNA-Bildzytometrie
und FISH mit dem Tumortyp im Follow-up verglichen. Ist bei einer initialen zytologischen
tumorpositiven Diagnose keine adjuvante Untersuchung eingesetzt worden, wurde unabhingig
von den Griinden die initiale zytologische Diagnose fiir diese Auswertung als abschlieBende

zytologische Diagnose iibernommen.

43



Tabelle 19: Tumortypisierung nach sdmtlichen eingesetzten adjuvanten Verfahren.

Ubereinstimmungsgrad (zytologisch abschlieRend vs klinisch)
keine partielle komplette Total
Ubereinstimmung | Ubereinstimmung | Ubereinstimmung ota
: 0 1 22 23
Adenok
enokarzinom 0.0% 4.3% 95.7% 100.0%
Adenosquamoses 0 0 2 2
Karzinom 0.0% 0.0% 100.0% 100.0%
0 0 1 1
LCNEC
0.0% 0.0% 100.0% 100.0%
___ |Maligner epithelialer 0 1 0 1
g Tumor 0.0% 100,0% 0.0% 100.0%
2 : 0 10 0 10
Mal T
g | Tegner Amer 0.0% 100.0% 0.0% 100.0%
o 0 0 10 10
@ | Metast
g [Velestese 0.0% 0.0% 100.0% 100.0%
< |Mischdifferenziertes 3 3 0 6
(@]
% Karzinom 50,0% 50.0% 0.0% 100.0%
© |Neuroendokrines 0 0 1 1
£ |Karzinom 0.0% 0.0% 100.0% 100.0%
&8 2 65 0 67
NKZ-C
2 @ 3.0% 97.0% 0.0% 100.0%
S [nscLe 0 / 0 L
£ 0.0% 100.0% 0.0% 100.0%
= . . 1 7 39 47
Platt thelk
atienepiihelarzinom 2.1% 14.9% 83.0% 100.0%
Pulmonales 1 2 52 55
Adenokarzinom 1.8% 3.6% 94.6% 100.0%
2 2 33 37
SCLC
5.4% 5.4% 89.2% 100.0%
9 98 160 267
Total
o 3.0% 36.7% 50.9% 100.0%

Der Einsatz von adjuvanten Methoden, insbesondere der Immunzytochemie, verbesserte
erwartungsgemail die Genauigkeit der histogenetischen Klassifikation der Tumoren: das macht
sich bemerkbar durch die gestiegene Anzahl der Tumortypen im Vergleich zu den Ergebnissen
der alleinigen mikroskopischen Tumortypisierung. Nachdem die adjuvanten Untersuchungen
durchgefiihrt wurden, lag die prozentuelle Verteilung zwischen Fillen mit keiner, partieller und
kompletter Ubereinstimmung entsprechend bei 3%, 37% und 60%. Im Vergleich zu den
Ergebnissen der rein zytologischen Tumortypisierung stieg die Anzahl der Félle mit kompletter
Ubereinstimmung durch den zusitzlichen Einsatz der adjuvanten Methoden um 29
Prozentpunkte von 31% auf 60%. Die Anzahl der Fille mit partieller Ubereinstimmung ist von
66% auf 37% um 29 Prozentpunkte gesunken. Der Anteil der fehlklassifizierten Tumoren blieb
insgesamt nahezu konstant. Nach den adjuvanten Untersuchungen wurden 9 Fille ohne

Ubereinstimmung bei insgesamt 267 Proben identifiziert, was einen Anteil von 3,4% bedeutet.
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Von den 9 Fillen ohne Ubereinstimmung entfielen 3 Fille auf das zytologisch bestimmte
,mischdifferenzierte Karzinom* und 2 Fille ,,NKZ-Ca*, jeweils mit einer Follow-up Diagnose
»SCLC*. Die Follow-up Diagnose ,, Adenokarzinom* betraf jeweils ein Fall mit den
zytologischen Tumortypen ,,Plattenepithelkarzinom* und ,,SCLC*. Eine Follow-up Diagnose
,»B-Zell-Lymphom* wurde zytologisch als ,,SCLC* diagnostiziert. Der verbleibende Fall ohne
Ubereinstimmung bezog sich auf den zytologischen Tumortyp ,,pulmonales Adenokarzinom*
mit der Follow-up Diagnose ,,Plattenepithelkarzinom®. Durch zusétzliche Untersuchungen war
ebenfalls eine differenziertere Klassifizierung des Adenokarzinoms mdglich. Circa 1/3 der
Félle (n=52) mit dem rein zytologisch bestimmten Tumortyp NKZ-Ca wurden nach adjuvanter
Untersuchung in kompletter Ubereinstimmung mit dem Follow-up als ,,pulmonales
Adenokarzinom* klassifiziert. Insgesamt hat sich die Anzahl der Untersuchungsmaterialien mit
dem Tumortyp NKZ-Ca im Vergleich zur entsprechenden Anzahl vor den adjuvanten

Untersuchungen von 130 Féllen auf 67 reduziert.

3.5.4 Tumortypisierung nur der immunzytochemisch untersuchten Fille

Es ist interessant, nur bei den auch tatsdchlich immnzytochemisch untersuchten Fillen zu
betrachten, wie sich die Verteilung der diagnostizierten Tumorentitéten vor- und nachher ergibt.
Diese Korrelation ist bei 75 Untersuchungsmaterialien des untersuchten Kollektivs mdglich. In
dieser Auswertung wird zunichst die konventionelle zytologische Diagnose ohne den Einsatz

der Immunzytochemie betrachtet (vergleiche Tabelle 20).
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Tabelle 20: Zytologische Tumortypisierung vor Immunzytochemie.

Ubereinstimmungsgrad (zytologisch vor Immunzytochemie vs klinisch)

keine partielle komplette Total
Ubereinstimmung | Ubereinstimmung | Ubereinstimmung
. 0 1 4 5
A k
denokarzinom 0.0% 20.0% 80.0% 100.0%
. 0 8 0 8
= Mal Ti
g |Melgner umor 0.0% 100.0% 0.0% 100.0%
< ‘| mischdifferenziertes 0 1 0 1
2 g Karzinom 0.0% 100.0% 0.0% 100.0%
S §|NKz-Ca 0 o 0 2
=ge 0.0% 100,0% 0.0% 100.0%
R 0 5 0 5
g 5|"eC 0.0% 100.0% 0.0% 100.0%
S E ; ; 0 0 3 3
g £ | Plattenepithelkarzinom 0.0% 0.0% 100.0% 100.0%
= 2 0 0 2
L
SCLC 100.0% 0.0% 0.0% 100.0%
2 66 7 75
Total 2.7% 88.0% 9.3% 100.0%
Eine Auswertung nach Immunzytochemie ist in Tabelle 21 angegeben:
Tabelle 21: Zytologische Tumortypisierung nach Immunzytochemie.
Ubereinstimmungsgrad (zytologisch abschlieRend vs klinisch)
keine partielle komplette Total
Ubereinstimmung | Ubereinstimmung | Ubereinstimmung
. 0 0 3 3
Adenokarzinom 0.0% 0.0% 100.0% 100.0%
Adenosquamdses 0 0 1 1
Karzinom 0,0% 0,0% 100,0% 100.0%
Maligner epithelialer 0 1 0 1
< | Tumor 0,0% 100,0% 0,0% 100.0%
& 0 2 0 2
3 .
g |Maligner Tumor 0,0% 100,0% 0,0% 100.0%
d=
o 0 0 5 5
8 |Metestase 0.0% 0,0% 100,0% 100,0%
5 Mischdifferenziertes 1 1 0 2
2 Karzinom 50,0% 50,0% 0,0% 100.0%
S |Neuroendokrines 0 0 1 1
2 |Karzinom 0,0% 0.0% 100,0% 100.0%
N
— 0 12 0 12
g Noea 0.0% 100.0% 0.0% 100.0%
o] . . 1 3 9 13
§ Plattenepithelkarzinom 77% 23.1% 69.2% 100.0%
Pulmonales 1 2 30 33
Adenokarzinom 3,0% 6,1% 90,9% 100.0%
1 0 1 2
SCLC 50,0% 0,0% 50,0% 100.0%
Total 4 21 50 75
5.3% 28.0% 66.7% 100.0%
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Im Vergleich zu den Ergebnissen der rein zytologischen Tumortypisierung stieg die Anzahl der
Fille mit kompletter Ubereinstimmung durch den zusitzlichen Einsatz der Immunzytochemie
um 58 Prozentpunkte von 9% auf 67%. Durch den Einsatz der Immunzytochemie ergab sich
also meist eine exaktere Tumortypisierung; in Folge reduzierte sich die Zahl der Fille mit

partieller Ubereinstimmung um 60 Prozentpunkte von 88% auf 28%.

Die Anzahl der zytologisch typisierten Fille mit keiner Ubereinstimmung ist von 2 auf 4 Fille
gestiegen. Die 2 Fille ohne Ubereinstimmung vor der immunzytochemischen Untersuchung
betrafen den zytologisch bestimmten Tumortyp ,,SCLC* mit den Follow-up Diagnosen ,,B-
Zell-Lymphom* sowie ,,Plattenepithelkarzinom®. Hiervon wurde ein Fall nach dem Einsatz der
Immunzytochemie umklassifiziert von ,,SCLC* zur abschlieBenden zytologischen Diagnose
,Plattenepithelkarzinom* und hatte folglich komplette Kongruenz mit dem Referenztumortyp.
3 weitere Fille ohne Ubereinstimmung nach dem Einsatz der Inmunzytochemie betrafen die
zytologischen Diagnosen ,mischdifferenziertes Karzinom* (Referenztumortyp ,,SCLC®),
,Plattenepithelkarzinom* (Referenztumortyp ,,Adenokarzinom*) und pulmonales ,,Adeno-

karzinom* (Referenztumortyp ,,Plattenepithelkarzinom®).

Insbesondere konventionell mikroskopisch allgemein als ,,nicht-kleinzellig® diagnostizierte
Karzinome, insgesamt 51 Félle, konnten nach Immunzytoschemie meist richtig subklassifiziert
werden. Es verblieben hier lediglich 12 nicht weiter zu klassifizierenden Tumoren.
Entsprechend stieg gleichzeitig die Anzahl der korrekt klassifizierten Tumorentititen, z.B.
beim ,Plattenepithelkarzinom®, von 3 auf 9 oder der Diagnose eines ,,pulmonalen
Adenokarzinoms®. Diese wurde in 30 Fillen mit kompletter Ubereinstimmung erst durch die
Immunzytochemie moglich. Die Anzahl der ebenfalls sehr allgemeinen zytologischen
Diagnosen eines ,,malignen Tumors® sank nach dem FEinsatz der immunzytochemischen
Untersuchungen von 8 auf 1. Die 5 Fille pulmonaler Metastasen konnten nach

Immunzytochemie korrekt als solche erkannt werden.
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die zytologischen Diagnosen von endobronchial entnommenen
zytologischen Proben, insbesondere endosonographisch gezielten Feinnadelpunktaten,
Bronchiallavagen und Bronchialbiirstungen, der klinischen Enddiagnose gegeniiberzustellen,
um die diagnostische Treffsicherheit dieser in der Krankenversorgung eingesetzten Verfahren
im Zeitraum des Jahres 2015 zu ermitteln. Da in der Routinediagnostik nicht nur die rein
mikroskopisch-morphologische Zytologie, sondern bei unklaren Féllen auch Zusatzmethoden
wie DNA-Bildzytometrie und FISH sowie zur Tumortypisierung auch die Immunzytochemie

zum Einsatz kommen, wurden diese Methoden ebenfalls evaluiert.

4.1 Patientenkollektiv

Insgesamt sind in der EU 85% der Lungenkrebstodesfille auf das Rauchen zuriickzufiihren
(91% Mainner, 65% Frauen) (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF
(Leitlinienprogramm Onkologie), 2018). Auch in dieser Arbeit wurde in den meisten Fillen ein
Zusammenhang zwischen Lungenkrebs und Rauchen festgestellt. 42,3% der untersuchten
Patienten waren im Erhebungszeitraum aktive und weitere 40% ehemalige Raucher. 4,9% der

Patienten hatten nie geraucht. In 12,8% der Fille gab es dazu keine anamnestischen Angaben.

Dariiber hinaus zeigte sich eine geschlechtsspezifische Verteilung: Mit 56,9% liegt der Anteil
der an Lungenkrebs erkrankten Ménner hoher als der der Frauen mit 43,1%. Der Trend der
geschlechtsspezifischen Verteilung bei den eigenen Daten stimmt mit den Daten des RKI
iiberein; auch dort liegt die Quote der an bosartigen Tumoren der Lunge neuerkrankten Manner
mit 62,5% (35.960 Ménner) hoher als der der Frauen mit 37,6% (21.500 Frauen) (Robert Koch-
Institut und Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland E.V., 2019).

Weiterhin lie sich feststellen, dass das Lungenkarzinom im grofiten Teil der Félle erst in
fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert wird (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche
Krebshilfe, AWMEF (Leitlinienprogramm Onkologie), 2018). Aus Tabelle 5 geht hervor, dass
35,6% der Untersuchungsmaterialien dem Stadium III zuzuordnen waren und 32,8% dem

Stadium IV.
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4.2 Erwartete Verteilung zytologischer Befundkategorien

GemidB3 der Konsensusklassifikation der Deutschen Gesellschaften fiir Pathologie und
Zytologie erfolgte anlésslich der Krankenversorgung nach mikroskopischer Zytologie in einem
initialen  Befundbericht die Einteilung in vier diagnostische Kategorien der
Malignitdtswahrscheinlichkeit (Bocking, 1998a; Bocking, 1998b). Die in der vorliegenden
Arbeit untersuchten endobronchialen Entnahmeverfahren unterscheiden sich nach
Metaanalysen in ihrer erwarteten H&ufigkeit fiir einen zytologisch positiven Befund. Die
Sensitivitiat fiir die Diagnostik zentraler und peripherer Lungentumoren betrdgt fiir die
Biirstenzytologie 59% und 52% und fiir die Lavage 48% und 43% und ist damit deutlich
niedriger als fiir die EBUS-TbNa mit 93% (Schreiber und McCrory 2003; Gu et al. 2009). Da
die Sensitivitdt in hoherem Mafle von der erfolgreichen Probenentnahme als von der
mikroskopischen Diagnostik abhédngt (Naryshkin und Bedrossian, 1995; Afitfy und Davila,
1999; Crapanzano und Zakowski, 2001; Nodit et al., 2005), ist bei Entnahmemethoden mit
niedriger Sensitivitidt wie Biirstenabstrichen, Bronchiallavagen und -sekreten bereits bei der
mikroskopischen Untersuchung mit einer geringeren Wahrscheinlichkeit fiir das Vorliegen von

suspekten Zellen zu rechnen.

Dies lésst sich gut an den in Tabelle 4 angegebenen Werten des eigenen Kollektivs ableiten:
Die EBUS-TbNa war in 26,2% der Fille ,,positiv* und zeigte in weiteren 8,3% suspekte Zellen
im Untersuchungsmaterial (zytologisch ,zweifelhaft“ oder ,,dringender Verdacht®),
wohingegen bei den Biirstenabstrichen nur 13,8% ,,positiv* und 12,4% suspekt sowie bei den
Bronchiallavagen und -sekreten sogar nur 6,1% ,,positiv* und 7,9% suspekt waren.

In der Arbeit von Ren et al. waren die EBUS-TbNa-Proben in 47,5% ,,positiv und in 10,6%
suspekt (Ren et al., 2021). Als fiir die zytologische Diagnostik unzureichend waren davon
0,98% einzustufen. Zum Vergleich: In der vorliegenden Arbeit lag dieser Wert bei 21,4%. Als
ursdchlich fiir die niedrigere Rate positiver EBUS-TbNa und hohere Rate unzureichender
Befunde des eigenen Kollektivs mag moglicherweise die Aufteilung des Punktats fiir eine
parallele histologische Untersuchung in einem anderen pathologischen Institut, wie sie seit
einigen Jahren seitens der punktierenden Arzte der Kaiserswerther Diakonie vorgenommen
wird, herangezogen werden (personliche Mitteilung Dr. Schramm 2021). Es gelangen meist nur
noch zwei Ausstrichpréparate zur zytologischen Untersuchung. Diese Entwicklung hat etwa
um den Studienzeitraum herum begonnen. Der genaue Beginn ist aber retrospektiv nicht mehr

zu ermitteln, deswegen bleibt diese Einschdtzung in gewisser Weise spekulativ.
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Fir Bronchialabstriche ermittelten Zhai et al. einen mit 18,5% den eigenen Daten
gleichwertigen Anteil an suspekten und positiven Untersuchungsmaterialien. Bei den
Bronchiallavagen lag der Anteil der positiven Untersuchungsmaterialien bei 7,3% in einer
vergleichbaren GréBenordnung und der der suspekten mit 21,9% um ein dreifaches hoher (Zhai,

2015).

4.3 Malignititswahrscheinlichkeit zytologischer Diagnosegruppen

Die im Vorkapitel genannte Konsensusklassifikation gibt die Malignitdtswahrscheinlichkeit
mit folgenden diagnostischen Kategorien an: ,Negativ* = 0%, ,.,Zweifelhaft“ = ca. 30%,
,Dringender Verdacht* = ca. 70% und ,,Positiv* = 100%.

Die aus den eigenen Daten ermittelte Pra-Test-Wahrscheinlichkeit fiir eine maligne Lésion bei
einer positiven Diagnose (vergleiche Tabelle 4) stimmte bei Biirstenabstrich und EBUS-TbNa
in 100% mit den Erwartungswerten der Konsensusklassifikation iiberein. Bei den
Bronchiallavagen und -sekreten gab es eine falsch positive Diagnose, entsprechend 98,4%. Da
bei der endobronchialen Zytologie insbesondere bei Biirstenabstrichen, Bronchiallavagen und
-sekreten mit einem gréfBeren Stichprobenfehler gerechnet werden muss (Naryshkin und
Bedrossian, 1995; Afify und Déavila, 1999; Crapanzano und Zakowski, 2001; Nodit et al., 2005;
Chrabanska et al., 2020), sollte die Malignitatswahrscheinlichkeit der (dann falsch) negativen
Diagnosen erwartungsgemifl von dem idealen Wert 0% abweichen. Dies war im eigenen
Kollektiv bei 14,2% der Fall und fiir Biirstenabstriche mit 15,9%, 16,8% fiir Bronchiallavagen
und -sekrete deutlich hiufiger der Fall als fiir 7% der EBUS-TbNa. Aber auch bei ,,dringend
verdichtiger Zytologie war die Prd-Test-Wahrscheinlichkeit flir eine maligne Lésion mit
94,1% fiir das Gesamtkollektiv hoher als die nach der Konsensusklassifikation erwarteten 70%.
Bei Biirstenabstrichen lag die Malignitdtswahrscheinlichkeit bei dieser Diagnosekategorie
sogar bei 100% (14 Untersuchungsmaterialien). Auch bei ,,zweifelhafter Zytologie war die
Malignitidtswahrscheinlichkeit mit 58,1% deutlich hoher als der Erwartungswert von 30%,
insbesondere bei der EBUS-TbNa mit 71,4%.

Zusammenfassend stellte sich also heraus, dass die ermittelten Werte fiir die Pra-Test-
Wahrscheinlichkeit bei ,,dringend verdachtigen und ,,zweifelhaften* Diagnosen deutlich iiber
den in der Konsensusklassifikation angegebenen Werten lagen. Eine mogliche Ursache hierfiir
wire eine sehr vorsichtige Interpretation atypischer Zellverdnderungen, welche einer malignen

Lasion entstammen, und deren Klassifizierung als ,dringend verddchtig®“ oder als
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wzweifelhaft. Der Funktionsbereich Cytopathologie am Universitdtsklinikum Diisseldorf
pflegt eine intensive Forschungstitigkeit der Abkldrung zytologisch unklarer Befunde mittels
adjuvanter Methoden wie AgNOR-Analyse, DNA-Bildzytometrie, Multicolour-FISH oder
auch Analyse von Promotorhypermethylierung (Schmiemann et al., 2005; Onofre et al., 2008;
Bocking etal., 2011; Schramm et al., 2011). Deshalb wird ein groBBes Methodenspektrum hierzu
vorgehalten, was bei kleinsten Zweifeln an der Dignitdt einer Lésion seitens der
diagnostizierenden Arzte auch genutzt wird, das heiBt die Schwelle zur Anwendung liegt
niedrig. Die initiale zytologische Diagnose wird daher zunéchst ,,zweifelhaft* oder ,,dringend
verdédchtig® sein und wird dann im Nachbericht - je nach Befund der adjuvanten Diagnostik -
in vielen Féllen erst abschlieBend als ,,positiv oder ,,negativ* klassifiziert.

Eine Studie von Layfield et al. (Layfield et al., 2015) untersuchte retrospektiv die Pri-
Testwahrscheinlichkeitswerte der zytologischen Diagnosen der EBUS-TbNA-Proben aus
pulmonalen Lymphknoten. Die Studie bewertete die Diagnosekriterien gemil3 den Richtlinien
der Papanicolaou-Gesellschaft fiir Zytologie als nicht-diagnostisch, gutartig, zweifelhaft
(atypisch), dringend verdédchtig und positiv. Als ,,zweifelhaft® wurden Untersuchungs-
materialien mit wenigen atypischen Verdnderungen der Zellkerne bezeichnet und ,,dringend
verddchtig® waren diejenigen Untersuchungsmaterialien, in denen stark abnorme Zellen in zu
geringer Anzahl vorhanden waren, um eine definitive Diagnose zu ermdglichen (Layfield,
2016). Die Richtlinien der Papanicolaou-Gesellschaft fiir Zytologie sind hier also in etwa
vergleichbar mit der deutschen Klassifikation. Die Malignitdtswahrscheinlichkeit fiir
,zweifelhafte* Diagnosen lag hier bei 54% und fiir dringend verdichtige Félle bei 82%, also
ebenso wie die eigenen Werte fiir die EBUS-TbNA von 71,4% (zweifelhaft) und 93,5%
(dringender Verdacht) iiber den in der deutschen Konsensusklassifikation hierfiir

angenommenen Werten.

4.4 Treffsicherheit der alleinigen mikroskopischen Zytologie

Da es in zytologischen Klassifikationssystemen nicht nur eindeutig ,,negative* und ,,positive*
Diagnosekategorien, sondern auch noch ,,zweifelhafte* und ,,dringende verdichtige* gibt, muss
fiir die Bestimmung der diagnostischen Treffsicherheit in ,,positiv" und ,,negativ mittels
Vierfeldertafeln dichotomisiert werden. Dies ergibt fiir die Analyse der eigenen Daten drei
verschiedene mogliche Zuweisungsoptionen fiir die unklaren Diagnosekategorien, deren

Ergebnisse fiir das Gesamtkollektiv in Tabelle 7 dargestellt sind. Wie auch das in Deutschland
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und in der vorliegenden Arbeit verwendete Klassifikationssystem fiir die Zytologie haben auch
in anderen Lidndern verwendete Klassifikationssysteme eine FEinteilung gemif
Malignitidtswahrscheinlichkeit als Grundlage und verwenden in der Regel ebenso mindestens
zwei Kategorien der diagnostisch unklaren Zytologie (Papanicolaou, 1954; Nayar und Wilbur,
2015; Layfield, 2016). Gelegentlich existiert in Abweichung von dieser Regel noch eine
zytologisch ,,positive” Kategorie fiir die Diagnose benigner Tumoren. Aufgrund der
heterogenen Klassifikation und unterschiedlicher Zuordnungsmoglichkeiten unklarer
zytologischer Befunde bei der Bestimmung der diagnostischen Treffsicherheit ist die
Literaturlage im internationalen Vergleich uniibersichtlich. Beim Literaturvergleich muss
jeweils beachtet werden, welche Malignitdtswahrscheinlichkeit einer Befundkategorie
zugrunde liegt und wie die Dichotomisierung der unklaren zytologischen Befunde erfolgte.
Deshalb wurden die Daten der vorliegenden Arbeit fiir drei mogliche Dichotomisierungs-

varianten der unklaren zytologischen Befunde angegeben.

Variante 1: Einordnung von ,zweifelhaften und ,,dringend verdichtigen Befunden als
statistisch ,,positiv‘: Diese Einteilung entspricht dem Stellenwert der Zytologie eines Suchtests
und zielt auf eine moglichst hohe Sensitivitdt ab, die anhand der eigenen Daten fiir das

Gesamtkollektiv 64,2% betrug.

Variante 2: Einordnung von ,zweifelhaften” und ,,dringend verdédchtigen Befunden als
statistisch ,,negativ“: Hierbei ist die Spezifitit maximal, da ausschlieBlich zytologische
Diagnosen eines malignen Tumors als statistisch ,,positiv gewertet werden. Bei einer
derartigen Evaluation zeigt sich die hohe Spezifitit zytologischer Malignitétskriterien, die in
der Regel Werte von 99%-100% und in den eigenen Daten 99,9% erreicht. Die eigene
Sensitivitit ist dementsprechend im Gesamtkollektiv mit 42,5% geringer als bei den anderen

Auswertungsvarianten.

Variante 3: Einordnung von ,,zweifelhaften® Befunden als statistisch ,,negativ‘‘ und ,,dringend
verddchtigen* Befunden gemil3 der hoheren theoretischen Malignitdtswahrscheinlichkeit als
statistisch ,,positiv: Diese Variante ist in vielen iiberwiegend dalteren Arbeiten zur
zytologischen Treffsicherheit realisiert und stellt eine Balance zwischen Sensitivitdt und
Spezifitit dar. Eine Diskussion der eigenen Daten vor dem Hintergrund von Metaanalysen mit

dieser Auswertungsvariante ist unten vorgenommen worden.
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Bei sdmtlichen Auswertungsvarianten ist jedoch zu bertlicksichtigen, dass die Einordnung
unklarer zytologischer Befunde als entweder ,,positiv oder ,negativ lediglich einen
statistischen Effekt darstellt. Fiir die klinische Versorgungsrealitit ist beispielsweise eine
zytologisch ,,positive* Diagnose ganz anders zu werten als eine ,,dringend verdéachtige* oder
wzweifelhafte®. Im ersteren Fall kann eine therapeutische Entscheidung erfolgen, wohingegen
unklare Diagnosen weitere AbklarungsmaBnahmen oder Befundkontrollen nach sich ziehen.
Dieser Aspekt kommt bei der bloBen statistischen Betrachtung von ,,Zahlen* nicht heraus, muss
aber immer mit bedacht werden, wenn aus Studienergebnissen zur diagnostischen
Treffsicherheit Entscheidungen fiir einen zukiinftigen FEinsatz eines Tests in der
Krankenversorgung erfolgen sollen. Im Funktionsbereich Cytopathologie wird die Auffassung
vertreten, dass unklare zytologische Befunde weiter mittels adjuvanter Verfahren an bereits
entnommenem Material abzuklédren sind, wo immer moglich (personliche Kommunikation Dr.
Schramm). Neben Kosteneffizienz resultiert insbesondere fiir die Patienten eine Minimierung
weiterer und belastender diagnostischer Prozeduren (Schramm et al., 2011). Entsprechend wird
die mikroskopische Zytologie als Suchtest angesehen und auf maximale Sensitivitit eingestellt,
d. h. bereits ,,zweifelhafte* Befunde 16sen adjuvante Untersuchungen zur Abkldrung und meist
moglicher Uberfiihrung in eine abschlieBend ,,positive oder ,,negative* Diagnose beziiglich

eines malignen Tumors aus.

Da die in der vorliegenden Arbeit betrachteten Untersuchungsmaterialien jeweils
unterschiedliche diagnostische Moglichkeiten haben, soll hier nur kurz ein Vergleich der
Treffsicherheiten im Gesamtkollektiv mit Metaanalysen erfolgen und spéter detaillierter auf
das jeweilige Untersuchungsmaterial eingegangen werden. Die Sensitivitdt und Spezifitit der
konventionell-mikroskopischen Diagnostik fiir alle Untersuchungsmethoden betrug in den
eigenen Daten fiir das gesamte Kollektiv 56,6% und 99,5%, wobei zytologisch ,,dringend
verdichtige* Ergebnisse als statistisch positiv und ,,zweifelhafte Resultate als statistisch

negativ gewertet wurden.

In einer retrospektiven Metaanalyse von Schreiber und McCrory hat die Bronchoskopie bei
zentralen Tumoren eine Gesamtsensitivitidt aller bronchoskopischen Entnahmemethoden
(endobronchiale Zangenbiopsie, Biirstenbiopsie, Bronchiallavage und EBUS-TbNa) von 88%
(Schreiber und McCrory, 2003). Da hier die bei zentral gelegenen Tumoren mdgliche
Zangenbiopsie zur histologischen Untersuchung mit ausgewertet wurde, ist die Sensitivitit

naturgemall hoher als fiir die rein zytologischen Entnahmeverfahren aus der eigenen
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Untersuchung. Fiir peripher gelegene Tumoren lag die Gesamtsensitivitit der Metaanalyse bei
69%.

Eine Metaanalyse von Rivera et al. von Studien aus dem Zeitraum von 1970 bis 2001 beschreibt
eine Gesamtsensitivitét aller bronchoskopischen Methoden bei zentralen Tumoren von 88%.
Bei peripheren Tumoren grofer als 2 cm liegt der Wert bei 63% und bei einer Tumorgrof3e
kleiner als 2 cm bei 34% (Rivera et al., 2013).

Die Sensitivititswerte aus den oben genannten Metaanalysen berichten von recht grolen
Schwankungen, abhéngig von Lokalisation, GréB3e des Tumors und Untersuchungsmethoden.
Sie sind mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zur Gesamtsensitivitit nur eingeschrinkt
vergleichbar, insbesondere, weil die Unterscheidung ,zentral“ und ,,peripher gelegener

Tumoren hier nicht beriicksichtigt wurde.

4.4.1 Bronchiale Biirstenabstriche

Bei der Analyse der verschiedenen Auswertungsvarianten fiir bronchiale Biirstenabstriche fallt
auf, dass die Sensitivitit eine gro3e Bandbreite von 39,4% (Tabelle 8, Auswertungsvariante 2)
bis 66,7% (Tabelle 8, Auswertungsvariante 1) zeigt. Die Spannbreite zwischen diesen
Auswertungsvarianten ist mit 27,3% auch hoher als fiir bronchiale Spiilungen und Sekrete mit
21,8% und fiir EBUS-TbNA mit 19%. Eine mogliche Ursache wird nach Riicksprache mit den
diagnostizierenden Arzten des Funktionsbereichs Cytopathologie darin gesehen, dass hiufiger
aufgrund von Lufttrocknungsartefakten Befunde nur als zytologisch unklar klassifiziert werden
konnen. So betrdgt der Anteil von ,,zweifelhaften* und ,,dringend verdédchtigen* Befunden bei
den Biirstenabstrichen in der vorliegenden Arbeit 12,4% (vgl. Tabelle 4) und liegt damit hoher
als bei Bronchiallavagen und -sekreten mit 7,9% und EBUS-TbNA mit 8,3%. Die Werte der
Biirstenabstriche fiir Sensitivitat, Spezifitdt, PPW, NPW und Gesamttreffsicherheit lagen in der
Auswertungsvariante 2 (zweifelhaft = statistisch negativ, dringender Verdacht = statistisch

positiv) bei 53,5%, 100%, 100%, 79,9% und 83,7%.

Chen et al. identifizierten in einer insgesamt 2538 Patienten umfassenden Metaanalyse eine
gepoolte Sensitivitdt von 67% und Spezifitdt von 91% fiir Bronchialabstriche. Die in der
Metaanalyse eingeschlossenen 17 Studien wiesen eine hohe Bandbreite der Sensitivitdtswerte
von 18% bis 86% auf. Nach Ansicht der Autoren konnte diese groBe Bandbreite auf

unterschiedliche Studiendesigns, Patientenpopulationen sowie Tumorlagen zuriickzufiihren
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sein. Die Zuordnung der zytologisch unklaren Proben fiir die statistische Auswertung lie3 sich
aus den Daten der Studien nicht konkret ableiten (Chen et al., 2021).

Eine Metaanalyse von Rivera et al. ergab eine gepoolte Sensitivitét fiir Biirstenabstriche fiir das
periphere Lungenkarzinom von 54% und fiir das zentrale Lungenkarzinom von 61% (Rivera et
al., 2013).

In einer retrospektiven Metaanalyse von Schreiber und McCrory lag die ermittelte Sensitivitét
von Biirstenbiopsien fiir zentrale Lungentumore bei 59% und fiir periphere Lungentumore bei

52% (Schreiber und McCrory, 2003).

Da in der vorliegenden Arbeit nicht zwischen zentral und peripher gelegenen Lungenkarzinome
differenziert wurde, sind die eigenen Ergebnisse nur bedingt mit den Metaanalysen von Rivera
und Schreiber und McCrory vergleichbar. Dennoch ist die Sensitivitdt bei Auswertungsvariante
1 mit 66,7% hoher und bei Auswertungsvariante 3 mit 53,5% gleich bis wenig geringer als die
der Metaanalysen. Da insbesondere in der élteren Literatur meist zytologisch zweifelhafte
Diagnosen als statistisch negativ und dringend verdédchtige als statistisch positiv gewertet
wurden, zeigt insbesondere die entsprechende Auswertungsvariante 3 (siche Tabelle 8) eine

vergleichbare Sensitivitit und dariiber hinaus eine perfekte Spezifitit von 100%.

4.4.2 Bronchiallavagen und sekrete-

Ausgehend von der bereits genannten Interpretation zytologisch ,,zweifelhafter” Fille als
negativ und zytologisch ,,dringend verdachtiger* Fille als positiv ergab die Auswertung der
eigenen Kohorte fiir Bronchiallavagen und -sekrete eine Sensitivitdt von 37%, eine Spezifitdt
von 99,5%, einen PPW von 96%, einen NPW von 81,7% und eine Gesamttreffsicherheit von

83,2% (Tabelle 9).

Bei den nachfolgenden drei Studien ist anzumerken, dass diese keine Erlduterungen zur

Einordnung der zytologisch zweifelhaften oder dringend verdichtigen Diagnosen beinhalten:

In einer Studie von Bandyopadhyay et al. wurden insgesamt 50 Patienten mit vermutetem
Lungenkrebs untersucht. Die bronchoskopischen Proben wurden bei jedem Patienten in
folgender Reihenfolge entnommen: préabioptische Bronchiallavage, Biirstenabstrich, Biopsie

und postbioptische Bronchiallavage. Die Sensitivitdt der prabioptischen Bronchiallavagen lag
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bei 32,4% und die der postbioptischen bei 35,1%. Die Spezifitit lag in beiden Fillen bei 92,3%
(Bandyopadhyay et al., 2016).

Auch Bodh et al. ermittelten in einer prospektiven Studie mit insgesamt 200
Untersuchungsmaterialien eine Sensitivitdt der postbioptischen Bronchiallavagen von 36,7%
und eine Spezifitit von 88,8% (Bodh et al., 2013).

Eine andere prospektive Studie von Choudhury et al. beinhaltete 35 Untersuchungsmaterialien
und zeigte eine Sensitivitdt der Bronchiallavagen von 47,6% und eine Spezifitit von 71,4%

(Choudhury et al., 2012).

Die beiden erstgenannten Studien zeigen eine mit den eigenen Daten in etwa vergleichbare
Sensitivitit, allerdings bei einer deutlich schlechteren Spezifitit. Insgesamt wird aber deutlich,
dass die Technik der Lavage nicht selten keine Tumorzellen enthélt, obwohl ein Tumorleiden
vorliegt. Die wahrscheinlichste Ursache besteht darin, dass heutzutage Lungentumoren in der
Mehrzahl der Fille eher peripher lokalisiert sind. Zellen solcher Tumoren finden sich seltener
bei bronchialen Spiilungen und Sekretentnahmen, da hier die zentralen Atemwege besser zu
erfassen sind. Insgesamt hat die Zahl der Bronchiallavagen und -sekrete in den letzten Jahren
im Funktionsbereich Cytopathologie deutlich abgenommen (personliche Mitteilung Dr.
Schramm). Insbesondere mit den endobronchialen Punktionstechniken sind sensitivere
Untersuchungsverfahren verfiigbar und ermdglichen dariiber hinaus eine molekular-
pathologische Untersuchung der gewonnenen Tumorzellen. Dies ist bei Lavagen nur selten

moglich.

4.4.3 EBUS TbNa

Aus der Tabelle mit der Pra-Test-Wahrscheinlichkeit fiir EBUS-TbNa (Tabelle 5) lie3 sich
ableiten, dass fiir ,,zweifelhafte* Diagnosen die Malignitdtswahrscheinlichkeit bei 71,4% und
fiir zytologisch ,dringend verdichtige Diagnosen bei 93,5% lag. Somit wére eine
Auswertungsvariante zu préferieren, bei der "zweifelhafte" und "dringend verdichtige" Félle
als statistisch positiv gewertet werden, da liberwiegend tumorpositive Krankheitsverldufe
erwartet werden diirften. Diese Auswertung entspricht einem Einsatz als ,,Suchtest". Bei dieser
Interpretation (,,zweifelhafte und ,,dringend verdichtige* Diagnosen statistisch positiv) lag die

Sensitivitit bei 87,9% und die Spezifitit bei 98,2% (Tabelle 10).
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Eine Metaanalyse von Gu et al. wertete 11 Studien mit insgesamt 1299 Patienten mit
vermutetem oder zuvor diagnostiziertem Lungenkrebs aus und zeigte eine gepoolte Sensitivitét
der EBUS-TbNA von 93% und eine gepoolte Spezifitit von 100% (Gu et al., 2009).

Adams et al. analysierten die Daten aus 10 Studien, die sich mit dem Staging mediastinaler
Lymphknotenmetastasen bei Patienten mit vermutetem oder zuvor diagnostiziertem
Lungenkarzinom befassten (Adams et al., 2009). Sie bestimmten eine gepoolte Sensitivitdt fiir
EBUS-TbNa von 88% und eine gepoolte Spezifitit von 100%.

Figueiredo et al. evaluierten in einer Metaanalyse Studienresultate, die die diagnostische
Treffsicherheit von EBUS-TbNa-Proben mit mediastinoskopisch entnommenen Proben
verglichen haben. Die gepoolte Sensitivitdit der EBUS-TbNA-Proben lag bei 81% und
Spezifitit bei 100% (Figueiredo et al., 2020).

Die genannten Metaanalysen kalkulierten Sensitivitdt, Spezifitit, PPW und NPW gemail} der
Standardparameter (richtig negativ, richtig positiv, falsch positiv und falsch negativ). Es lésst
sich diesen Metaanalysen aber nicht entnehmen, ob einheitliche Kriterien der eingeschlossenen
Studien fiir die statistische Zuordnung der zytologisch ,,zweifelhaften und ,,dringend
verddchtigen* zugrunde liegen. Da die Treffsicherheit aber hochgradig von der statistischen
Einordnung der zytologisch unklaren Diagnosekategorien abhéngig ist, sind die Ergebnisse der
Metaanalysen nur eingeschriankt mit den Ergebnissen dieser Arbeit vergleichbar (vergleiche
Tabelle 10).

Ren et al ermittelten eine Sensitivitdt von 92,9% und eine Spezifitdt von 98,9%, wobei, wie in
dieser Arbeit, die dringend verdichtigen Fille als positiv und die zweifelhaften Félle als negativ
gewertet wurden. Hierbei ist zu berlicksichtigen, dass abweichend von der Definition in dieser

Arbeit die gutartigen Tumore als ,,positiv*“ und nicht als ,,negativ* klassifiziert worden sind.

Die mittels EBUS-TbNa entnommenen Untersuchungsmaterialien, insbesondere die
zytologisch tumornegativen, miissen, um als addquat bewertet werden zu konnen, die der
Raumforderung entsprechenden Zellen enthalten. In verschiedenen Studien wurden
beispielsweise die ausreichende Anwesenheit von Lymphozyten (z. B. > 40 Lymphozyten pro
Gesichtsfeld mit 400facher VergroBBerung (HPF, high-power field) oder > 5 Felder bei
100facher VergroBerung (LPF, Low-power field) mit jeweils >100 Lymphozyten und < 2
Gruppen von Bronchialzellen in jedem Feld) oder von Ansammlungen pigmentbeladener
Makrophagen als Qualitdtskriterium fiir ein reprdsentatives Untersuchungsmaterial
vorausgesetzt (Alsharif et al.,, 2008; VanderLaan et al., 2014). Auch die in Deutschland

verwendete Konsensusklassifikation (Bocking 1998 a und b), die auch in der vorliegenden
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Studie angewendet wurde, stuft Untersuchungsmaterialien mit Zellen, die nicht reprédsentativ
fiir den Entnahmeort bzw. die klinische Fragestellung sind, als ,,unzureichend* ein, nennt

allerdings keine Kriterien fiir die EBUS-TbNA.

4.5 Falsch positive und falsch negative zytologische Diagnosen

Im Gegensatz zu den zumeist ausgezeichneten Werten der Spezifitdt sind die Ergebnisse der
mikroskopischen Zytologie fiir die Sensitivitdt noch optimierbar. Falsch negative Diagnosen
bei Anwendung der Zytologie als Suchtest (jeweils Auswertungsvariante 1, Tabellen 7-10)
traten im eigenen Gesamtkollektiv bei 14,2% auf und waren mit 15,9% bei Biirstenabstrichen
und 16,8% bei Bronchiallavagen und -sekreten deutlich haufiger als bei EBUS-TbNa mit 7%.
Die Mehrzahl der falsch-negativen Diagnosen wird in der Regel eher auf Stichprobenfehler
(sampling error) als auf Interpretationsfehler (screening error) zuriickgefiihrt (Afify und Davila,
1999; Naryshkin und Young, 1993; Crapanzano und Zakowski, 2001). In einer von Nodit et al.
durchgefiihrten Studie spielten Stichprobenfehler eine wichtige Rolle bei Fehldiagnosen in 97%
der Bronchiallavagen und Biirstenproben (Nodit et al., 2005).

Die Studie von Biancosino et al. zeigte, dass intraoperativ entnommene Untersuchungsproben
— aufgrund ihrer geringeren Sensibilitdt gegen Stichprobenfehler — eine gute diagnostische
Treffsicherheit zeigen: Die Sensitivitét betrug 94,8%, die Spezifitit 98,8% und der PPW 99,8%
(Biancosino et al., 2016). Dies spricht fiir eine gute Qualitdt der zytomorphologischen
Malignitdtsdiagnostik. Allerdings ist eine regelhafte operative diagnostische Abkldrung nicht
moglich und so bleibt die bronchoskopische Probengewinnung, die mit Schwierigkeiten der

Materialentnahme behaftet ist zu Gunsten einer weniger invasiven Gewinnung.

Im Gegensatz zu falsch-negativen Befunden ist eine falsch-positive Diagnose hiufig auf einen
Interpretationsfehler  zurlickzufiihren, der auf wenigen atypischen Zellen im
Untersuchungsmaterial griindet (Biancosino et al., 2016). Auch atypische Typ-II-Pneumozyten,
die oft in Zusammenhang mit einer organisierenden Pneumonie, Lungeninfarkt, ARDS (Adult
Respiratory Distress Syndrome), hyperbarer Sauerstofftherapie und verschiedenen Formen der
Lungenfibrose (Saad und Silverman, 2010) auftreten, sind potentiell mit Tumorzellen
verwechselbar, und fiihren moglicherweise zu einer falsch-positiven Interpretation (Idowu und
Powers, 2010). Weiterhin konnen Pilzinfektionen und andere granulomatdse Erkrankungen,

insbesondere Tuberkulose, zu reaktiven Plattenepithelatypien fiihren, die das verhornende
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Plattenepithelkarzinom nachahmen (Crapanzano und Zakowski, 2001). Auch durch Strahlen-
oder Chemotherapie induzierte zellulire Verdnderungen vermdgen signifikante zelluldre
Atypien hervorzurufen und so potentiell falsch-positive Diagnosen zu verursachen (Saad und
Silverman, 2010).

In der vorliegenden Arbeit gab es eine Bronchiallavage, die zytologisch falsch als tumorpositiv
klassifiziert wurde. Aus der Patientenakte konnte entnommen werden, dass die zytologische
Diagnose falsch positiv war: die histopathologische Untersuchung zeigte chronisch-
rezidivierende Entzlindungszeichen mit umschriebener Plattenepithelmetaplasie ohne Anhalt
fiir Malignitdit. Die klinische Diagnose entsprechend der anlésslich des Follow-ups
eingesehenen Patientenakte lautete ,,multiples Myelom®. Zur Sicherheit wurde jedoch eine
Verlaufskontrolle der Plattenepithelmetaplasien im linken Oberlappen mittels CT-Thorax und
Bronchoskopie angeraten. Daten zum weiteren Verlauf lagen in der Patientenakte aber leider
nicht vor, weshalb die letztliche Ursache fiir die zytologische Fehlinterpretation leider unklar

bleiben muss.

Zur Einordnung und Vermeidbarkeit falsch positiver bronchiopulmonaler Zytologie findet sich
folgende interessante Untersuchung: In einer Online-Befragung mit 137 teilnehmenden
internationalen Zytomorphologen an 30 Priparationen der bronchiopulmonalen Zytologie,
darunter 23 unklaren Befunden, wurden letztere eher falsch positiv als falsch negativ
klassifiziert. Fiir die 5 am héufigsten falsch zugeordneten Fille war das Ergebnis selbst der 20
besten Teilnehmer nicht besser als die Ratewahrscheinlichkeit (Glatz et al., 2006). Dies zeigt
deutlich, dass einige Félle rein mikroskopisch nicht losbar sind und Zusatzuntersuchungen

erforderlich machen.

4.6 Adjuvante Untersuchungen nach unklaren zytologischen Befunden

In der vorliegenden Arbeit wurden die beiden adjuvanten Methoden der chromosomalen
Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) und der DNA-Bildzytometrie in Hinblick auf ihre
diagnostische Aussagekraft in der Anwendung an zytologisch ,,zweifelhaft™ oder ,,dringend
verddchtig® klassifizierten Préparaten fiir die Diagnostik von Malignomen der Lungen
analysiert. Aus organisatorischen und Okonomischen Gesichtspunkten heraus ist eine

Anwendung morphologiebasierter zusétzlicher Methoden zur Sicherung der Diagnose von
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Malignitdt oder Gutartigkeit an zytologisch ,,negativ® oder ,,positiv*“ klassifizierten Unter-
suchungsmaterialien nicht sinnvoll. Eine zytologisch ,,positive Diagnose ist aufgrund
hervorragender Spezifitit der mikroskopischen Zytologie (Schreiber und McCrory 2003) nicht
weiter abklirungsbediirftig. Bei ,,negativen® Priiparationen bringt aufgrund des Uberwiegens
von Stichprobenfehlern eine zusétzliche morphologiebasierte Diagnostik keinen oder nur einen
marginalen Zugewinn und ist dariiber hinaus bei der Vielzahl zytologisch ,,negativer Dia-
gnosen zu aufwindig und teuer. Die initiale Vorstellung (Beispiel Urinzytologie (Sokolova et
al., 2000; Halling und Kipp, 2008)), eine Mehrfarben-FISH zum Screening einzusetzen, ist aus
vorgenannten Griinden selbst in reichen Industrienationen nicht in der diagnostischen Realitit
angekommen. Eine Anwendung in Entwicklungs- und Schwellenlédndern ist schwierig. So
berichtet eine Studie der Khulna University of Engineering & Technology (KUET,
Bangladesh), dass aufgrund der hohen Kosten und dem Mangel an Experten FISH-
Untersuchungen in Entwicklungsldndern duBerst selten eingesetzt werden (Ratan et al., 2017).
Am meisten Sinn macht daher als zusétzliche Anwendung nach diagnostisch unklarer Zytologie
ein sogenannter Reflextest. Diverse Studien zeigen, dass bei zytologisch unklaren broncho-
pulmonalen Préparaten eingesetzte FISH-Untersuchungen deutlich verbesserte Sensitivitits-
werte hervorbringen. Savic et al. konnten mittels computergestiitzter Relokalisation und
Multicolour-FISH bei diagnostisch unklaren Praparationen von 20 Bronchialbiirstungen, 12
Bronchiallavagen, 8 TBNAs und 4 Sputen bei hiervon insgesamt 45 auswertbaren Préparaten
eine Sensitivitdt von 79% bei einer Spezifitit von 100% erzielen (Savic et al., 2006). Schramm
und Mitarbeiter erzielten durch FISH-Applikation in der Gruppe der diagnostisch unklaren
zytologischen Befunde (n=56) mittels Multicolour-FISH eine Sensitivitit von 79% bei einer
Spezifitdt von 93% (Schramm et al., 2011). Es wurden hierbei die gleichen FISH-Sonden wie
bei Savic et al. und in der vorliegenden Arbeit verwendet.

Zum Vergleich wurde in der vorliegenden Arbeit eine Abklarung mittels FISH bei 9 Préparaten
versucht. Bei 3 Féllen blieb auch nach Einsatz der FISH-Untersuchung die Verdachtsdiagnose
der Zytologie aufgrund einer zu geringen Zahl suspekter Zellen bestehen. In 5 initial
zytologisch ,,dringend verdichtigen* Préparaten und einem ,,zweifelhaften* Praparat wurde
mittels FISH abschlieend eine tumorpositive Diagnose gestellt. Alle 6 Fille lieBen sich
eindeutig zuordnen und die zytologische Diagnose stimmte mit dem Referenzstandard in allen
6 Fillen komplett iiberein.

Die DNA-Bildzytometrie wurde bei 29 Untersuchungsmaterialien angewandt. Auch hier blieb
bei 3 Féllen nach Einsatz der DNA-Bildzytometrie die Verdachtsdiagnose der Zytologie. Bei 2

von 29 Untersuchungsmaterialien wurde eine ,,positive® zytologische Diagnose nach Einsatz
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der DNA-Bildzytometrie bestétigt. Die verbleibenden 24 unklaren Fille konnten eindeutig
zugeordnet werden: von den 12 initial zytologisch zweifelhaften Praparaten wurde in 6 Fillen
eine ,,negative” und 6 Fillen eine ,,positive* Diagnose gestellt. Die 12 initial ,,dringend
verddchtigen* Priaparate wurden mittels DNA-Bildzytometrie als tumorpositiv diagnostiziert.
Wertet man die DNA-Zytometrie-Untersuchungen dieser 24 Pridparate unabhidngig von der
mikroskopischen zytologischen Diagnose aus, ergibt sich eine Sensitivitit von 90% und eine
Spezifitiat von 100%. Die Gesamttreffsicherheit betrdgt 91,7%, der PPW liegt bei 100%, und
der NPW bei 66,7%. Schramm et al. erreichten bei unklaren zytologischen Diagnosekategorien
eine den eigenen Daten vergleichbare Sensitivitit der DNA-Bildzytometrie von 83% und eine
Spezifitit von 100% (Schramm et al. 2011). Die Untersuchungen wurden an einem
Studienkollektiv bronchopulmonaler zytologischer Préparate (Bronchiallavagen, -biirstungen
und TBNA) durchgefiihrt, das sich jeweils zu einem Drittel aus ,,positiven®, ,,negativen* und
unklaren Praparaten zusammengesetzte. 48 der 64 zytologisch unklaren Préparate mit Follow-
up Daten konnten hier mittels DNA-Bildzytometrie untersucht werden. Dies zeigt, dass die gut
etablierten diagnostischen Kriterien einer Stammlinienaneuploidie und Einzelzellaneuploidie
sehr gut geeignet sind, gutartige und bosartige Lisionen in der Lunge zu unterscheiden.
Weiterhin wurde in der eigenen Arbeit eine Auswertung der Treffsicherheit fiir das gesamte
Untersuchungskollektiv durchgefiihrt, bei der das Ergebnis der DNA-Bildzytometrie in diesen
24 Fillen den unklaren zytologischen Befund ersetzt. Diese Auswertung hat lediglich einen
geringen Effekt mit 0,4%iger Verbesserung auf die Spezifitit bei Wertung der nicht DNA-
bildzytometrisch untersuchten verbleibenden ,,zweifelhaften® und ,,dringend verdachtigen*
Priparate als statistisch positiv, allerdings bei Reduktion der Sensitivitit ebenfalls um 0,4%.
Der grofite Zugewinn ergibt sich bei der Auswertung der nicht DNA-bildzytometrisch
untersuchten ,,zweifelhaften” und ,,dringend verdichtigen* Prédparate als negativ mit 4,6%
gestiegener Sensitivitdt bei gleichbleibender Spezifitit. Der Effekt ist bedingt durch die geringe
Zahl adjuvanter DNA-bildzytometrischer Untersuchungen nicht gro3. In der Literatur ist eine
vergleichbare Auswertung an bronchopulmonalen Untersuchungsmaterialien nicht
beschrieben. Velleuer et al. fiihrten eine &dhnliche Art der Auswertung an oralen
Biirstenabstrichen durch (Velleuer et al., 2020). Die diagnostisch unklaren ,,zweifelhaften* und
,dringend verdichtigen* zytologischen Befunde wurden in der Auswertung der diagnostischen
Treffsicherheit der Zytologie als statistisch positiv gewertet. Die Sensitivitdt betrug 97,7%, die
Spezifitit 84,5%. In einer weiteren Auswertung mit zusétzlicher DNA-Bildzytometrie ersetzte
die adjuvante DNA-bildzytometrische Diagnose die mikroskopische Zytologie, wenn das

Préaparat so zusitzlich untersucht werden konnte. Die so erreichte deutliche Steigerung der
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Sensitivitdt auf 100% (Spezifitdt 92,2%) ist aber nur eingeschrinkt mit den eigenen Daten
vergleichbar, da Velleuer et al. orale Biirstenabstriche mit einem deutlich hoheren Anteil

zytologisch unklarer Priparate untersuchten.

Aus den Literaturdaten und der eigenen Arbeit kann man schlielen, dass die Treffsicherheit der
rein morphologischen Zytologie durch den Einsatz von adjuvanten Untersuchungen verbessert
wird. In dieser Arbeit hatte die zusdtzliche Anwendung der DNA-Bildzytometrie und FISH,
bedingt durch eine nur geringe Fallzahl, statistisch keinen gro3en Effekt auf die Treffsicherheit
im Gesamtkollektiv. Allerdings ist bei der rein statistischen Betrachtung der Wert in der
diagnostischen Realitét nicht beriicksichtigt. Die unklaren Diagnosen werden nach adjuvanter
Diagnostik mittels DNA-Bildzytometrie oder Mehrfarben FISH in eine abschlieende
,hegative® oder ,,positive Diagnose beziiglich Malignitdt {iberfiihrt, was ein weiteres
klinisches Handeln ermdglicht und zusitzliche und wiederholte Untersuchungen zur Abklarung

reduziert.

4.7 Immunzytochemische Tumorzelltypisierung

Neben der Abklarung unklarer Ergebnisse nach rein zytologischen Untersuchungen kommen
die adjuvanten Methoden auch bei der Tumorzelltypisierung zum Einsatz. In dem dieser Arbeit
zugrunde liegenden Untersuchungsgut wurde bei 75 zytologisch ,,positiven* oder ,,dringend
verddchtigen“, nach DNA-Bildzytometrie und Immunzytochemie aber ,,positiven®
Untersuchungsmaterialien eine Tumortypisierung mittels Immunzytochemie durchgefiihrt
(siehe Tabelle 17). Die histogenetische Tumorklassifikation der zytologischen Methoden wurde
denen des klinischen Follow-ups gegeniibergestellt. Dabei erschien eine Angabe des Grades
der Ubereinstimmung erforderlich. Es wird zwischen keiner Ubereinstimmung, partieller
Ubereinstimmung und kompletter Ubereinstimmung unterschieden. Ankniipfend wird
detailliert besprochen, welchen Zugewinn immunzytochemische Untersuchungen fiir die

Genauigkeit der Tumortypisierung bedeuten.
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4.7.1 Tumorzelltypisierung im Gesamtkollektiv

Hierbei wurde zunédchst das Gesamtkollektiv mit 241 tumorpositiven Diagnosen und
entsprechend tumorpositivem Follow-up vor Anwendung der Immunzytochemie betrachtet.
AuBlerdem vergleichend hierzu die Genauigkeit der Tumortypisierung nach dem Einsatz
samtlicher adjuvanter Verfahren. Da einige zunéchst unklare zytologische Diagnosen nach
adjuvanten Verfahren abschlielend positiv zu werten waren, war die Zahl der zu bewertenden
Diagnosen hier mit 267 hoher. Da bei dieser Auswertung nur in 75 Féllen eine
Immunzytochemie vorlag, wurde zur Bestimmung der Genauigkeit der Tumorklassifikation im
Gesamtkollektiv in den anderen Féllen das Ergebnis der morphologischen Zytologie zugrunde

gelegt.

In der vorliegenden Arbeit hat die rein zytologische Tumortypisierung sehr verldssliche
Ergebnisse gebracht. Die Anzahl der Fille, bei denen keine Ubereinstimmung zwischen dem
zytologisch bestimmten Tumortyp und dem Referenzstandard-Tumortyp bestand, hat sich in
beiden Analysen vor und nach sédmtlichen eingesetzten adjuvanten Verfahren (Immun-
zytochemie, DNA-Bildzytometrie und FISH) mit 7 bzw. 9 Fillen ohne Ubereinstimmung kaum
verdndert.

Probleme bei der (falschen) rein zytomorphologischen Klassifikation als SCLC bereiteten hier
2 Plattenepithelkarzinome, ein Adenokarzinom und ein B-Zell-Lymphom. Weiterhin wurden 2
Melanome und ein SCLC als Nicht-kleinzelliges Karzinom fehlklassifiziert.

4 von den 7 rein zytomorphologisch falsch als SCLC und NKZ-Ca Kklassifizierten
Untersuchungsmaterialien stimmten nach dem FEinsatz der immunzytochemischen
Untersuchungen mit der Follow-up Diagnose (2 Plattenepithelkarzinome und 2 Melanome)
iiberein. Die verbleibenden 3 Fille hatten auch nach dem Einsatz sdmtlicher adjuvanter
Verfahren keine Ubereinstimmung mit dem Follow-up Tumortyp (2 falsch rein
zytomorphologisch als SCLC und 1 als NKZ-Ca typisierten Untersuchungsmaterialien).

Nach dem FEinsatz sdmtlicher adjuvanter Verfahren blieben insgesamt 9 Fille ohne
Ubereinstimmung mit dem Follow-up Tumortyp. Hierunter entfielen 3 auf die oben genannten
Falle.

Die 6 verbleibenden Félle unterteilten sich wie folgt: 3 Fille mit der abschlieBenden
zytologischen Diagnose ,,mischdifferenziertes Karzinom* sowie 1 NKZ-Ca mit der Follow-up
Diagnose ,,SCLC*, 1 Plattenepithelkarzinom mit der Follow-up Diagnose Adenokarzinom und

1 Adenokarzinom mit der Follow-up Diagnose Plattenepithelkarzinom.
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Insbesondere das SCLC bietet gute zytomorphologische Diagnosekriterien, so dass
gelegentlich nicht die Notwendigkeit einer weiteren Absicherung der Diagnose durch die
Immunzytochemie gesehen wird oder auch aufgrund der bei dieser Entitét hdufigen regressiven
Zellveranderungen technisch nicht moglich ist (Rivera und Mehta, 2007). Wie die eigenen
Daten zeigen, ist eine Fehlklassifikation aber durchaus moglich. Auch das allerdings in Proben
aus der Lunge sehr seltene amelanotische maligne Melanom ist zytomorphologisch oft schlecht
von nicht-kleinzelligen Karzinomen abzugrenzen und findet sich in vielen Fallserien als
fehlklassifizierte Entitdt (Giorgi et al., 2006; Kannapilly et al., 2013; Thomas et al., 2014;
Xhemalaj et al., 2015).

Sigel et al. ermittelten anhand untersuchter Bronchialabstriche, Bronchiallavagen und trans-
thorakaler FNA eine gute Ubereinstimmung zwischen konventioneller zytologischer und
histologischer Tumortypisierung fiir zwei Tumorentititen (Adenokarzinom und Platten-
epithelkarzinom) mit einem Konkordanzwert von 93% (Sigel et al., 2011). Also sind diese
Entititen konventionell-mikroskopisch bereits ohne die Anwendung der Immunzytochemie gut
abzugrenzen. In der vorliegenden Arbeit wurde die Genauigkeit der Tumortypisierung bei
Adenokarzinomen, Plattenepithelkarzinomen, mischdifferenzierten Karzinomen, neuro-
endokrinen Karzinomen, Nicht-kleinzelligen Karzinomen, SCLC und NSCLC untersucht. Der
Anteil der partiell oder vollstdndig mit dem Referenzstandard iibereinstimmenden Diagnosen
lag hier bei 97,1%.

Kimbrell et al. ermittelten die Genauigkeit der konventionellen zytologischen Tumor-
typisierung von NSCLC an Bronchiallavagen, Biirstenabstrichen und CT-gesteuerten FNA‘s.
In der Studie wurden die zytologischen mit den histologischen Diagnosen verglichen.
Basierend allein auf zytomorphologischer Diagnostik konnte in 50% der Untersuchungs-
materialien (18 von 36 Proben) zytologisch ein Plattenepithelkarzinom und in 68% (49 von 72
Proben) ein Adenokarzinom spezifiziert werden (Kimbrell et al., 2012). Fiir die eigene Arbeit
konnen hier Werte von 96,4% fiir das Plattenepithelkarzinom (27 von 28 Féllen mit kompletter
Ubereinstimmung) und 78,3% fiir das Adenokarzinom (18 von 23 Fillen mit kompletter
Ubereinstimmung) gegeniibergestellt werden.

Rekhtman et al. konnten in 169 von 196 (88%) Zytologieproben allein nach zyto-
morphologischen Kriterien eine definitive Diagnose des NSCLC-Subtyps stellen. Es wurden
nur primdre Lungenkarzinome ohne Metastasen anderer Tumoren in der Lunge beriicksichtigt

(Rekhtman et al., 2011).
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Trotz relativ guter Genauigkeit der konventionellen Zytologie bei der histogenetischen
Tumorklassifikation der hdufigen Entitdten muss jedoch hervorgehoben werden, dass einige
Fille des NSCLC nicht weiter im Sinne eines Adenokarzinoms oder Plattenepithelkarzinoms
subklassifiziert werden konnen und auch einige Fehlklassifikationen vorkommen. Vor dem in
den letzten 10 Jahren deutlich gestiegenen Anspruch der Klassifizierungsgenauigkeit bedingt
durch verfiigbare differente Therapiemodalititen bei den unterschiedlichen Entitdten, sollte
allerdings, wenn immer moglich, eine weitere immunzytochemische Tumorklassifikation
erfolgen. Hierbei ist materialschonend vorzugehen, da weitere molekularpathologische
Untersuchungen auch an zytologischen Proben erfolgen kénnen (Dietel et al., 2016; Travis et
al., 2015).

Nach Einsatz der Immunzytochemie-, FISH- und DNA-Zytometrie hat sich die Zahl der Fille
mit kompletter Ubereinstimmung in der eigenen Serie verdoppelt und stieg um 29
Prozentpunkte von 31% auf 60%. Somit ldsst sich durch den Einsatz adjuvanter Methoden ein
deutlicher Zugewinn der Typisierungsgenauigkeit fiir alle tumorpositiven Diagnosen
feststellen. Die Fille mit partieller Ubereinstimmung sanken um 29 Prozentpunkte von 66%
auf 37%. Die groBte Gruppe mit partieller Ubereinstimmung vor dem Einsatz der adjuvanten
Methoden war erwartungsgeméal das Nicht-kleinzellige Karzinom mit 127 Fillen. Obwohl die
NSCLC-Subtypisierung am chirurgischen Resektat relativ einfach durchzufiihren ist, gibt es
objektive Schwierigkeiten bei der Untersuchung kleiner Biopsien und zytologischer Proben,
die meistens diejenigen Materialien sind, auf deren Basis die endgiiltige Diagnose gestellt wird
(Rossi et al.,, 2009). Besonders bei schlecht differenzierten Tumoren liegen oft keine
eindeutigen morphologischen Differenzierungszeichen vor. Daraus resultiert ein relativ hoher
Prozentsatz von Fillen, die als nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom "not otherwise specified"
diagnostiziert werden (Sigel et al., 2011). Auch wird heutzutage vor dem Hintergrund der
Notwendigkeit der weiteren Subklassifizierung nicht-kleinzelliger Lungenkarzinome fiir eine
Stratifizierung insbesondere zur molekularen Therapie zytomorphologisch konservativ eher als
,hicht-kleinzelliges Karzinom* klassifiziert und wenn mdéglich eine weitere Klassifizierung der
Immunzytochemie {iberlassen. Da die Lunge ein hdufiges Metastasenorgan ist, wird mit der
mikroskopischen Diagnose eines nicht-kleinzelligen Karzinoms auch noch die Mdglichkeit
einer Metastase offengelassen (Herold et al., 1996; Mitry et al., 2010; Xhemalaj et al., 2015).
Es wird daher zundchst konventionell zytologisch eher nicht die Diagnose eines NSCLC
gestellt. ErwartungsgemélB ist die Zahl der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Tumor-
entititen nach Immunzytochemie hoéher, vor allem aufgrund der weiteren Unterteilung der

nicht-kleinzelligen Karzinome. Insbesondere die mit 52 Fillen hdufige Entitit des pulmonalen
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Adenokarzinoms trat erst nach immunzytochemischer Diagnostik auf. 10 von 10 Metastasen
wurden immunzytochemisch korrekt klassifiziert.

In der eigenen Arbeit lag der prozentuale Anteil der allgemein als Nicht-kleinzelliges Karzinom
diagnostizierten Proben vor dem FEinsatz der adjuvanten Methoden bei 53,9% (130 von 241
Féllen) und nach den adjuvanten Untersuchungen bei 25% (67 von 267 Fillen). Auch die
Anzahl der Fille mit der Diagnose NSCLC lie sich auf diesem Wege von 11 auf 7 senken.
Immunhistochemie (IHC) wird in der klinischen Praxis routineméBig in der Diagnostik von
Lungenkrebs angewandt, insbesondere bei kleinen Biopsaten oder zytologischen Proben (dann
als Immunzytochemie) sowie schlecht zu differenzierenden Tumoren. Aktuell werden
Adenokarzinom und  Plattenepithelkarzinom  effizient mit dem  Schilddriisen-
Transkriptionsfaktor 1 (TTF1) und der p40-Fiarbung separiert, was in einem eigenen Abschnitt
der WHO-Klassifikation von 2015 explizit empfohlen wird (Travis et al., 2015).
Mikroskopisch basieren die Definitionen von Adenokarzinom und Plattenepithelkarzinom
(SqCC) auf ihren morphologischen Eigenschaften. Das Adenokarzinom wird als ein Karzinom
mit azindren, papilldren oder tubuldren Strukturen oder Mucinproduktion definiert und zeigt
zytologisch oft eine polare Zelldifferenzierung, wohingegen SqCC als ein Karzinom mit
Keratinisierung oder interzelluldren Briicken, zytologisch oft in fischzugdhnlichen Verbanden
und mit einem strdhnig-wabig strukturiertem Zytoplasma verstanden wird (personliche

Kommunikation Dr. Schramm).

In der aktuellen WHO-Klassifikation wird empfohlen, ein solides Karzinom ohne
Driisenstrukturen oder Mucinproduktion, aber einer immunhistochemischen Positivitét fiir
,Adenokarzinom-Marker* - z. B. TTF-1 und/oder Napsin A - als Adenokarzinom zu diagnosti-
zieren. In dhnlicher Weise wird empfohlen, ein Karzinom ohne Keratinisierung oder
interzelluldre Briicken, jedoch mit immunhistochemischer Positivitit fiir ,,SqCC-Marker wie
p40, Cytokeratin 5/6 und p63, als SqCC zu diagnostizieren (Inamura, 2018). Aber auch ein
negativer TTF1-Befund kann das Vorliegen eines Adenokarzinoms nicht 100%ig ausschlieBen.
Ebenso ist ein TTF1-positiver Befund differenziert zu bewerten, da auch andere Tumore wie
z.B. grof3zellig-neuroendokrine Lungenkarzinome oder das allerdings nur &uBerst selten
pulmonal metastasierende Schilddriisenkarzinom eine Immunreaktion zeigen kénnen (Osmani
et al., 2018). Die mikroskopischen Tumorkriterien verschiedener Entititen sind daher auch bei

der Interpretation der Immunreaktionen zu beriicksichtigen.
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Die Immunhistochemie (und Immunzytochemie) ist heute ein unverzichtbares Werkzeug fiir
die diagnostische Pathologie, weist jedoch viele Fallstricke auf. Z.B. kénnen neben zahlreichen
anderen Entitdten einige schleimbildende Adenokarzinome des gastrointestinalen und des
pankreatobilidren Traktes sowie muzindse Karzinome der Eierstocke, der Brust und anderer
Organe in die Lunge metastasieren. Angesichts der Tatsache, dass die morphologische,
insbesondere zytomorphologische Unterscheidung von priméren Lungenadenokarzinomen mit
muzindsen Merkmalen von metastasierten Lédsionen oft schwierig ist, haben mehrere
Forschungsgruppen die Rolle der Immunhistochemie in diesem Zusammenhang untersucht
(Yatabe et al., 2019).

Fir Therapie- und Staging-Zwecke ist es wichtig, zwischen primidrem Lungenkrebs und
Lungenmetastasen zu unterscheiden (Deniffel et al., 2021). Die Kenntnis der klinischen
Anamnese eines bekannten extrapulmonalen Primértumors und der radiologischen Befunde der
Lunge konnten insbesondere bei limitiertem Untersuchungsmaterial wie in der Zytologie
hilfreich sein, um durch richtige Auswahl der Primarantikorper gezielt zur richtigen Diagnose
zu gelangen (Jin et al, 2018). Einige Tumore konnen ausreichend charakteristische
zytomorphologische Merkmale aufweisen und so bei der Diagnostik an einen metastasierenden
extrapulmonalen Primirtumor denken lassen. Zum Beispiel sollte das Vorhandensein grof3er
Cluster von lose-kohdsiv bis diskohédsiv wachsenden Zellen mit ziemlich gleichmiBigen,
langgestreckten und hyperchromatischen Kernen, die in Einheiten zum Teil ,,gartenzaunartig*
gelagert sind, an Darmkrebs als Primadrtumor denken lassen. In dhnlicher Weise konnen
zytomorphologisch tduschend unauffillige Zellcluster mit schaumigem, multivakuolisiertem
Zytoplasma mit niedriger Kern-Plasma-Relation, runden Kernen, feinem Chromatin und
variablen Nukleolen die Moglichkeit eines Nierenzellkarzinoms beinhalten. Das maligne
Melanom wiederum kann eine ganze Vielzahl von Tumoren imitieren. Es erscheint jedoch
iiblicherweise als grofle diskohdsive, pleomorphe Zellen. Die Identifizierung von
intranukledren Einschliissen oder Melaninpigment hilft, die richtige Diagnose zu stellen.
Dennoch ist das amelanotische maligne Melanom in der zytologischen diagnostischen Praxis
oft schwer zu erkennen, wie auch die beiden fehlklassifizierten Félle der eigenen Serie zeigen.
Dennoch hilft die Kenntnis zytomorphologischer Besonderheiten bei der korrekten Auswahl
der Primédrantikdrper zur immunzytochemischen Bestitigung.

In den schwierigeren Fillen sind keine besonderen morphologischen Unterscheidungs-
merkmale vorhanden, die auf einen bestimmten Primartumor hinweisen. Dieser Punkt ist einer
der Griinde fiir den relativ hohen Anteil der 130 zunéchst konventionell-mikroskopisch als

Nicht-kleinzelliges Karzinom diagnostizierten Proben. Selbst in diesen Fillen sollte in der
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pulmonalen Zytologie an eine Metastasierung gedacht werden und es sind zusitzliche
immunzytochemische Tests erforderlich, um die Eingrenzung des Primartumors vorzunehmen
(Idowu und Powers, 2010). Nahezu die Hélfte der Félle der eigenen Serie konnte mit diesem
Vorgehen weiter charakterisiert werden und es verblieben noch 67 Proben mit der allgemeinen

Diagnose eins Nicht-kleinzelligen Karzinoms.

4.7.2 Tumortypisierung nur der immunzytochemisch untersuchten Fille

In der eigenen Serie wurde der Grad der Ubereinstimmung der Tumortypisierung von Follow-
up und Zytologie bei den 75 tumorpositiven Fillen untersucht, die auch tatsdchlich
immunzytochemisch weiter abgekldrt wurden. Durch diese Auswertung lésst sich der Wert des
Zugewinns an diagnostischer Aussage noch eindriicklicher hervorheben als in der Analyse des
Gesamtkollektivs. In Tabellen 20 und 21 ist dabei die Ubereinstimmung zum Follow-up vor
und nach der Anwendung der Immunzytochemie dargestellt. Bei den 5 hier erfassten Fillen
bestitigte sich die zytologische Tumordiagnose ,,Metastase* in Ubereinstimmung mit dem
Follow-up erst nach der immunzytochemischen Diagnostik. Durch den zusétzlichen Einsatz der
Immunzytochemie stieg die mit dem Follow-up vollstindig iibereinstimmende
Tumortypsierung um 56 Prozentpunkte von 9% auf 67%. Gleichzeitig reduzierten sich die Zahl
der Fille mit partieller Ubereinstimmung um 60 Prozentpunkte von 88% auf 28%.
Immunzytochemisch wurden 39 von 51 zunéchst zytomorphologisch sehr allgemein als ,,nicht-
kleinzellig* diagnostizierte Karzinome richtig subklassifiziert. Entsprechend stieg gleichzeitig
die Anzahl der korrekt klassifizierten Tumorentititen, z.B. ,,Plattenepithelkarzinom* von 3 auf
9 oder 30 Fille eines ,,pulmonalen Adenokarzinoms®, die erst nach Immunzytochemie bei
positiver Reaktion von TTF1 und/oder Napsin A mdglich wurden. 4 Fille (5,3%) wurden auch
mittels Immunzytochemie wirklich fehlklassifiziert (sieche Tabelle 21). Dies betraf die
Diagnose eines SCLC (Follow-up: B-Zell-Lymphom), eines mischdifferenzierten Karzinoms
(Follow-up: SCLC), eines Adenokarzinoms (Follow-up. Plattenepithelkarzinom) und eines
Plattenepithelkarzinoms (Follow-up: Adenokarzinom). Hier ist in erster Linie von technischen
Schwierigkeiten bei der Immunzytochemie, insbesondere aufgrund préanalytischer Probleme
wie z.B. Lufttrocknungsartefakten mit deshalb inkompletter Immunreaktion auszugehen (siche

folgender Abschnitt). Bei der Fehldiagnose eines Mischdifferenzierten Karzinoms kann
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ursdchlich die Moglichkeit einer Fehlinterpretation von im Untersuchungsmaterial vor-
kommenden pleomorphen Tumorzellen bei SCLC vorgelegen haben (Travis et al., 2015). Dies

ist aber beschrieben und passt zur Diagnose eines SCLC.

Immunhistochemische Techniken spielen heue eine entscheidende Rolle als Diagnose- und
Screening-Instrument flir Lungenkrebs. Die Einschrankungen der Immunzytochemie sollten
jedoch vollstidndig verstanden und beachtet werden. Die Genauigkeit der immunzyto-
chemischen Untersuchung kann durch mehrere Faktoren beeinflusst werden: So fiihren
verspitet oder ungeniigend fixierte Untersuchungsmaterialien potenziell zu einem Verlust der
immunzytochemischen Anfarbbarkeit. Auch ist die Beurteilung von immunzytochemischen
Priparaten ist — ebenso wie die Beurteilung zytologischer und pathohistologischer Préparate —
subjektiv. Die anhand des mikroskopischen Bildes richtige Auswahl eines Panels primérer
Antikorper und die suffiziente Interpretation der immunzytochemischen Untersuchungen
erfordert tiefgehende Fachkenntnisse sowie ein gewisses Mal} an beruflicher Erfahrung des

diagnostizierenden Pathologen (Inamura, 2018).

In einer Zeit der Prizisionsmedizin spielt die Immunhistochemie eine entscheidende Rolle bei
der histogenetischen Klassifizierung von Tumoren und bei der Bewertung von Biomarkern fiir
eine gezielte Therapie (Woo et al., 2017; Rossi et al., 2017; 2000; Thunnissen et al., 2018). Im
Vergleich zu anderen Techniken bietet die Immunhistochemie eine Reihe von Vorteilen,
darunter die Tatsache, dass sie allgemein verfiigbar, technisch weniger anspruchsvoll und
kostenglinstig ist und eine schnelle Durchlaufzeit bietet (Inamura, 2018). AuBlerdem ist sie in
Abgrenzung gegeniiber molekularen Verfahren eine morphologische Methode, deren Ergebnis
durch fachédrztliche Expertise an der konkret zur Diagnostik anstehenden Zellpopulation
iberpriift werden kann. Auch wenn in vielen Fillen zur definitiven Diagnose eine
immunhistochemische Untersuchung unentbehrlich ist, weist letztendlich kein immunhisto-
chemischer Marker eine absolute Spezifitdt oder Sensitivitdt auf. Meist ist eine Marker-
kombination erforderlich. Das Immunprofil wie auch die molekularpathologische Analyse
eines Tumors sollte immer im morphologischen Kontext interpretiert werden (Yatabe et al.,

2019; Engels, 2020).

Zusammenfassend zeigt sich, dass sich in der Diagnostik des Lungenkarzinoms in der eigenen
Serie zwei Drittel der Tumore zytomorphologisch und immunzytochemisch eindeutig klaren

lieBen. Die Zahl der fehlklassifizierten Tumoren blieb gering. Auf diesem Wege gelingen iiber
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die Tumorsicherung hinaus mit grofer Zuverldssigkeit eine Zuordnung zu kleinzelligen und
nicht-kleinzelligen Karzinomen und die Subtypisierung nicht-kleinzelliger Karzinome als Basis

fiir den Nachweis molekularer Besonderheiten (Giitz, 2011).

4.8 Gegenwirtiger (2021) Stellenwert der Zytologie in der Diagnostik und Behandlung
des Lungenkarzinoms

In Abkldrung, Staging, Behandlungsplanung sowie Verlaufsuntersuchungen des Lungen-
karzinoms ist die Probengewinnung zur zytologischen Untersuchung ein fester Bestandteil
neben der klinischen Untersuchung, der Bildgebung und der Histologie. Dabei wird fiir den
Fall, dass eine Operabilitit der Lasion besteht, angestrebt, die Dignitit der Verdnderung
préoperativ zu klidren und im Falle von Malignitét eine Tumortypisierung vorzunehmen. In den
vielen Féllen, in denen Lungenkarzinome in so fortgeschrittenem Stadium diagnostiziert
werden, dass sie nicht mehr mit operativ kurativem Therapieansatz priméar behandelt werden
konnen, stellen zytologische Materialien oder histologisch gewonnene Biopsien das einzige zur

Verfiigung stehende Tumorgewebe dar.

Daher kommt bioptisch bzw. zytologisch gewonnenem Untersuchungsmaterial eine besondere
Bedeutung im oben genannten Kontext zu. Vor allem die endobronchialen Entnahmeverfahren
mit Sekret- und Spiilzytologie, Biirstenabstrichen, endobronchialen und transbronchialen
Gewebebiopsien und der EBUS-TbNA lassen mittels morphologischer und morphologie-
basierter immunhistochemischer und immunzytochemischer Verfahren eine préazise Diagnose
der Tumorentitdt zu. AuBerdem ist an den Proben eine auf der Tumorentitit basierende
molekulare Diagnostik zur Behandlungsplanung mdglich. Da sdmtliche adjuvanten
molekularen Untersuchungen in der Regel nur an bioptisch gewonnenen histologischen und
zytologischen Proben durchgefiihrt werden (Savic et al., 2012; Kraywinkel und Schonfeld,
2018), ist eine =zell- und gewebeschonende Planung sédmtlicher Untersuchungen und
Prozessierung der Proben unbedingt erforderlich, um Wiederholungen der bronchoskopischen
Probeentnahme moglichst zu vermeiden (Dietel et al., 2016). Molekulare Untersuchungen zur
Zweit- oder Drittlinientherapie lassen sich dabei an archivierten zytologischen Proben auch
viele Jahre nach der initialen Lungenkrebsdiagnose noch durchfiihren. Allerdings muss
einschrinkend hierbei das Spektrum der (therapierbaren) molekularen Verdnderungen auf

Grund der Evolution des Tumors nicht mehr dem Zustand bei Erstdiagnose entsprechen. Das
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nationale Netzwerk genomische Medizin Lungenkrebs (nNGM) in K&ln bietet eine Plattform
fiir die standardisierte molekularpathologische Charakterisierung und ggf. die Mdglichkeit des

Einschlusses der Patienten in Therapiestudien (Biittner et al., 2019).

Die Anforderung an die Beurteilung zytologischen Untersuchungsmaterials fiir ein korrektes
Staging von Lungentumoren und eine zielgerichtete Anwendung molekularer Methoden ist eine
sichere Abgrenzung gut- und bosartiger Zellverdnderungen sowie eine moglichst prézise
Bestimmung der Tumorentitdt, wobei stets auch die Moglichkeit des Vorliegens einer
Lungenmetastase eines anderweitigen Primartumors, der klinisch noch gar nicht bekannt sein
muss, zu beriicksichtigen ist. Die korrekte Auswahl der geeigneten Zellen im zytologischen
Untersuchungsmaterial flir weitere immunzytochemische und molekularpathologische
Untersuchungen setzt spezielle zytomorphologische Kenntnisse und Erfahrungen voraus, die
insbesondere an zytologisch spezialisierten Standorten wie der Cytopathologie in Diisseldorf

vorgehalten werden.
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S Zusammenfassung

Lungenkrebs ist eine der hiufigsten Todesursachen unter allen Krebserkrankungen weltweit.
Zytologische Untersuchungen sind neben klinischer Diagnostik, bildgebenden und
endoskopischen Verfahren sowie Dbioptischen und operativen Gewebsentnahmen
leitliniengemifBer fester Bestandteil der morphologischen Diagnostik zur Tumorsicherung,
Stadieneinteilung und Verlaufskontrolle. Hierbei werden vor allem endoskopisch gestiitzt
zytologische Proben entnommen, wie endosonographisch gesteuerte Feinnadelpunktate von
Tumorherden, regionalen Lymphknotenmetastasen und Fernmetastasen (EBUS TbNA),
Bronchialsekrete, Bronchiallavagen und Bronchialbiirstungen. Im  Rahmen der
Krankenversorgung werden diese Untersuchungsmaterialien konventionell mikroskopisch
sowie — falls erforderlich — auch immunzytochemisch oder mittels DNA-Bildzytometrie sowie
Fluoreszenz in situ  Hybridisierung (FISH) weiter charakterisiert. =~ Wéhrend
immunzytochemische  Untersuchungen eine Aussage 1iiber die histogenetische
Tumorklassifikation ermoglichen, dienen die beiden letztgenannten Methoden der
Diagnosesicherung bei mikroskopisch nicht eindeutig tumorpositiven oder -negativen
Befunden.

Im Rahmen dieser statistischen Arbeit wurden die zytologischen Befunde des
Funktionsbereichs  Cytopathologie am UKD von endobronchial entnommenen
Untersuchungsmaterialien aus der Klinik fiir Pneumologie, Kardiologie und internistische
Intensivmedizin der Kaiserswerther Diakonie einem klinisch-histologischen Referenzstandard
gegeniibergestellt. Als positiver Referenzstandard fiir die Treffsicherheit der Zytologie wurde
der den Krankenakten entnommene klinisch-histologische, zeitnahe (< 6 Monate) positive
Tumorbefund definiert. Ein negativer Referenzstandard liegt vor bei einem mindesten
12monatigen tumorfreien Krankheitsverlauf. Zur Angabe der diagnostischen Treffsicherheit
der zytologischen Methoden wurden Sensitivitdt, Spezifitit, positiver pridikativer Wert,
negativer pradikativer Wert sowie die Gesamttreffsicherheit mittels deskriptiver Statistik
bestimmt. Ebenso wurden die zytologischen Tumordiagnosen mit dem Referenzstandard
verglichen und die Klassifizierungsgenauigkeit mittels einer 3-stufigen Graduierung
semiquantitativ angegeben.

Von insgesamt 2231 konsekutiv Untersuchungsmaterialien des Jahres 2015 entfielen insgesamt
401 Untersuchungsmaterialien, vor allem aufgrund zu spérlicher Follow-up Daten oder

diagnostisch unzureichenden Untersuchungsmaterials. Auswertbar waren 543 EBUS-TbNA,
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282 Biirstenabstriche und 1005 Bronchiallavagen von insgesamt 836 Patienten. Meist konnten
zytologisch eindeutig tumorpositive- oder negative Diagnosen gestellt werden. Der Anteil
unklarer, zytologisch zweifelhafter oder dringend verddchtiger Befunde aller
Untersuchungsmaterialien war 8,6%. Die aus den Daten ermittelte Pra-Test-Wahrscheinlichkeit
fiir eine maligne Lision bei ,,dringend verdédchtigen* und ,,zweifelhaften” Diagnosen lag
deutlich tiber den in der Konsensusklassifikation der Deutschen Gesellschaften fiir Pathologie
und Zytologie angegebenen Werten (,,dringender Verdacht*: 94,1% im Vergleich zu 70%;
»zweifelhaft: 58,1% im Vergleich zu 30%).

Je nach statistischer Zuordnung unklarer zytologischer Befunde als statistisch positiv oder
negativ ergaben sich eine Sensitivitdt von 42,5% bis 64,2% bei einer Spezifitit von 99,9% bis
97,1%. Bedingt durch eine nur geringe Fallzahl, hat die zusétzliche Anwendung der DNA-
Bildzytometrie und FISH- keinen groflen statistischen Effekt auf die Treffsicherheit
(Sensitivitdt 47,1% bis 63,8%, Spezifitit 99,9% bis 97,5%). In der klinischen Praxis werden
aber zytologisch unklare Diagnosen weiter abgeklart und in sicher tumorpositive oder —negative
diagnostische Kategorien iiberfiihrt, was ein klinisches Handeln ermdglicht.

Eine zusdtzliche immunzytochemische Untersuchung wurde bei 75 Fillen angewandt. Im
Gesamtkollektiv mit 241 tumorpositiven Diagnosen stimmten 31,1% und 66% mit dem
entsprechend tumorpositiven Follow-up vollstindig oder zumindest partiell {iiberein.
Diagnostische Probleme bei den 2,9% nicht iibereinstimmenden Diagnosen bereiten hier
insbesondere  kleinzellige Tumoren sowie das (amelanotische) Melanom. Nach
Immunzytochemie erhohte sich der Anteil vollstindig iibereinstimmender Diagnosen auf
59,9%. Bei isolierter Betrachtung ausschlieBlich der 75 immunzytochemisch untersuchten Falle
ergab sich eine deutliche Steigerung der vollstindig iibereinstimmenden Tumorklassifikationen
um 57,4%.

Zusammenfassend bestitigen die Daten der vorliegenden Arbeit in Ubereinstimmung mit der
Literaturlage die prézise Diagnostik und Bestimmung der Tumorentitit mittels
morphologiebasierter und immunzytochemischer Verfahren der endobronchial entnommenen
Zytologie. Aufgrund der alkoholischen Fixation sind diese Untersuchungsmaterialien deshalb
zusatzlich gut geeignet fiir eine auf der Tumorentitit basierende molekulare Diagnostik zur

Behandlungsplanung.
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