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Zusammenfassung

Adjuvante immunhistochemische Untersuchungen sind nicht nur in der Histologie, sondern auch in
der cytologischen Routinediagnostik etabliert. Insbesondere in der Ergusscytologie hat die
Immuncytochemie u.a. bei der histogenetischen Klassifikation eines metastasierten Tumorleidens
einen hohen Stellenwert. Nichtsdestotrotz finden sich in der internationalen Literatur groRtenteils
Daten zu immuncytochemischen Untersuchungen an Formalin-fixierten und Paraffin-eingebetteten
Zellblockpraparaten, da diese in der praparatorischen Aufarbeitung und Farbung den histologisch
untersuchten Geweben gleichen. Ebenso sind jedoch immuncytochemische Untersuchungen an
alkoholfixerten und nach PAP gefarbten direkten Ausstrichpraparaten maoglich. Ziel dieser Arbeit
war es, das Expressionsprofil von GATA3, TTF-1, Napsin A und MUC1 an alkoholfixierten
Ausstrichpraparaten von malignen Korperhohlenerglissen zu untersuchen. Das Expressionsprofil
wurde an einer Kohorte von 348 Ergussflissigkeiten immuncytochemisch untersucht, in die
endgiiltige Auswertung konnten 339 Pradparate (257 Pleuraerglisse, 70 Asciten, 12 Perikardergisse)
eingehen. Zunachst wurde die Haufigkeit verschiedener Tumorentitaten in der Kohorte und je nach
Ergussart ermittelt. AuRerdem wurde der Grad der Ubereinstimmung der cytologisch im Rahmen
der Routinediagnostik ermittelte Tumorart semiquantitativ mit den Follow-Up Daten verglichen.
Insgesamt zeigt sich eine vollstindige Ubereinstimmung (Wertungskategorie 1) in 87% der Fille.

65% (26/40) aller Mammakarzinome exprimierten GATA3 und 100% (3/3) der Urothelkarzinome.
Weitere relevante Karzinome mit positiver GATA3 Expression waren einige Lungenkarzinome
(9/141), einige Ovarialkarzinome (3/44) sowie ein Pankreaskarzinom (1/27). 73% (103/141) aller
Bronchialkarzinome exprimierten TTF1 (davon 79 Adenokarzinome, 15 nicht ndher bezeichnete
NSCLC, 9 Kleinzeller). Extrapulmonale Karzinome mit TTF1 Expression waren neben dem zu
erwartenden Schilddriisenkarzinom, Mammakarzinome (2/40), Karzinome des gastroosophagealen
Ubergangs (2/10) sowie je ein Prostatakarzinom (1/1) und ein Ovarialkarzinom (1/44). Die
Sensitivitdt einer TTF1 Expression fur Bronchial- oder Schilddriisenkarzinome betrug 75,4%, die
Spezifitat 96,8%. 69% (70/101) aller pulmonalen Adenokarzinome und 52% (11/21) der nicht naher
bezeichneten NSCLC zeigten eine Napsin A Expression. Die Sensitivitat flir Adenokarzinome und
nicht naher bezeichnete NSCLC der Lunge betrug 66,4%, die Spezifitit 97%. Die einzigen
extrapulmonalen Karzinome mit Napsin A Expression waren je zwei Ovarial- sowie
Mammakarzinome. Durch Kombination der drei oben genannten Antigene zu einem Markerpanel
lasst sich die Treffsicherheit fir die Tumorentititen mit der hochsten Pravalenz wie
bronchopulmonale Karzinome und Mammakarzinome steigern. Lediglich drei Tumorentitaten
zeigten keine MUC1 Expression. Die Analyse der MUC1 Expression ist somit fiir eine histogenetische
Tumordifferenzierung nicht hilfreich.

Zusammenfassend finden sich an alkoholfixierten Ausstrichpraparaten dhnliche Expressionsprofile
wie schon aus der Histologie bekannt. So zeigte GATA3 die héchste Pravalenz bei Mamma- sowie
Urothelkarzinomen und TTF1 sowie Napsin A bei Bronchialkarzinomen. Die wenigen Falle mit
unerwarteter Expression in anderen primdren Tumorentitditen waren vergleichbar mit in der
Literatur beschriebenen Entitaten. Auffillig war eine mit dem Literaturvergleich geringere
Sensitivitdt insbesondere der GATA3 Expression flir Mammakarzinome sowie der Napsin A
Expression fir pulmonale Adenokarzinome. Mogliche Griinde hierfir koénnten, neben der
veranderten Praparationsmethode, eine lange Versanddauer, eine verspatete Fixierung oder auch
eine verringerte Immunogenitat der oft bereits mehrjahrig archivierten Ausstrichpraparate sein.



Abstract

Adjuvant immunohistochemical examinations are not only well established in histology, but also in
cytological routine diagnostics. Immunohistochemistry is highly relevant in classifying metastatic
cancer, particularly in effusion cytology. Nonetheless, in international literature are mostly found
references of immunocytochemical examinations on formalin-fixed paraffin-embedded cell block
preparation, as those resemble the histological specimens in preparational reprocessing and
staining the most. Equally possible is the use of alcohol-fixed PAP stained smear preparations. The
aim of this thesis is to analyze the expression profile of GATA3, TTF-1, Napsin A and MUC1 on
alcohol-fixed smear preparations of malignant body cavity effusions. The expression profile was
examined immunocytochemically on a cohort of 348 effusions between January 2011 up to June
2015. After eliminating nine specimens, the remaining 339 specimens (257 pleural effusions, 70
ascites, 12 pericardial effusions) were all included in the final study. Initially, the frequency of
different tumor entities in the cohort was determined collectively and in accordance with the
occurring effusion type. Furthermore, the degree of similarity between the cytological diagnosis,
which was determined within the scope of routine diagnostic, and the follow up data was
compared. Overall, the evaluation revealed an agreement rate (rating category 1) in 87% of all
cases.

In 65% (26/40) of all breast carcinomas and 100% (3/3) of the urothelial carcinomas GATA3
expression was seen. Further relevant carcinomas with positive GATA3 expression were several
bronchial carcinomas (9/141), several ovarian carcinomas (3/44), and one pancreatic carcinoma
(1/27). 73% (103/141) of all bronchial carcinomas showed TTF1 positivity (among them 79
adenocarcinoma, 15 not otherwise specified NSCLC, 9 small cell lung cancer). Extrapulmonary
carcinoma with TTF1 expression were, aside from the expected thyroid carcinoma, breast cancer
(2/40), two oesophagogastric junctional adenocarcinoma (2/10), one prostatic (1/1) and one
ovarian carcinoma (1/44). The sensitivity and specificity of TTF1 expression for bronchial and
thyroid carcinoma were 75,4% and 96,8%, respectively. 69% (70/101) of all pulmonary
adenocarcinoma and 52% (11/21) of the not otherwise specified NSCLC expressed Napsin A. In
these cases, the sensitivity for adenocarcinoma and not otherwise specified NSCLC was at 66,4%
and the specificity at 97%. The only extrapulmonary carcinoma with Napsin A expression were two
ovarian and two mammary carcinomas. By combining the three above mentioned antibodies to one
marker panel, the accuracy for tumor entities with the highest prevalence, like bronchial and
mammary carcinomas, can be increased significantly. Only three cancer entities remained without
MUC1 expression. Therefore, further examination of MUC1l-expression for histogenetically
differentiation of malignant cells was not success-promising.

In summary, the expression pattern of ethanol-fixed direct smears resembles the patterns known
from histology. GATA3 expression was highest in mammary and urothelial carcinoma and the
highest expression of TTF1 and Napsin A was seen in bronchial carcinoma. The few cases with
unexpected expression in other primary tumor entities were comparable to those known from
literature. There was a noticeable lower sensitivity, particular in GATA3 expression for mammary
carcinomas and in Napsin-A expression for pulmonary adenocarcinomas. This might be due to the
modified preparation method, a delayed fixation or a decreased immunogenicity because of long
lasting storage.
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1 Einleitung

Deutschlandweit sind Herz-Kreislauferkrankungen seit Jahrzehnten die haufigste Todesursache, im
1

Jahr 2020 starben 34% der Deutschen an den Folgen kardiovaskularer Krankheiten *. Maligne
Tumore stellen mit beachtlichen 23,5% aller Todesfdlle die zweithdufigste Todesursache in
Deutschland dar. In der Subgruppe der 45- bis 65-jahrigen war 2019 eine Krebserkrankung mit 39%
aller Todesfélle sogar die haufigste Todesursache. Zwar betreffen maligne Erkrankungen auch
Kinder und junge Erwachsene, dennoch sind bdsartige Tumore hauptsachlich eine Erkrankung

alterer Menschen.

Seit Jahrzehnten steigt die Lebenserwartung der Deutschen: Ein Madchen, das 2020 geboren
wurde, hat eine durchschnittliche Lebenserwartung von 83,6 Jahren. Mannliche Neugeborene
liegen mit 78,9 Jahren etwas darunter. Vergleichsweise lag die Lebenserwartung vor 50 Jahren bei
73,4 Jahren furr Frauen und die der Manner bei 67,2 Jahren 2.

Durch das zunehmende Lebensalter steigt auch die Inzidenz der bdsartigen Tumore, also die Zahl
der Krebsneuerkrankungen innerhalb eines Jahres. Trotz gréRer werdender Inzidenz sinkt aber die
Mortalitat, also die Anzahl an Personen, die an malignen Erkrankungen sterben. Dies resultiert aus
der immer besser werdenden Pravention, Diagnostik und Therapie bdsartiger Tumore.
Insbesondere der Frihdiagnostik kommt dabei eine besondere Bedeutung zu. So konnte
beispielsweise durch die bevolkerungsweit mogliche Vorsorgekoloskopie ab dem 50. Lebensjahr die
Inzidenz des kolorektalen Karzinoms in den letzten zehn Jahren um rund 20% gesenkt werden?.

Mit knapp 70.000 Neuerkrankungen pro Jahr ist das Mammakarzinom der mit Abstand haufigste
Tumor der weiblichen deutschen Bevélkerung, bei den Mannern fihrt mit rund 65.000 jahrlichen
Neuerkrankungen das Prostatakarzinom. Zweithaufigste maligne Erkrankung der Frauen ist das
kolorektale Karzinom, gefolgt vom Bronchialkarzinom. Bei der mannlichen Bevdlkerung hingegen
steht das Lungenkarzinom mit etwa 35.300 Neuerkrankungen pro Jahr knapp vor dem kolorektalen
Karzinom (circa 34.000 Neuerkrankungen pro Jahr)3.

Insbesondere das Mamma- und das Bronchialkarzinom gehen in fortgeschrittenen Stadien mit der
Ausbildung von Koérperhohlenergissen einher. Wie vorhin bereits erwahnt, fiihrt die
Alterszunahme der deutschen Bevolkerung zum Anstieg der Krebserkrankungen, womit ebenfalls
die Anzahl der malignen Korperhohlenerglsse steigt. An dieser Stelle kommt die diagnostische
Cytologie zum Einsatz. Wie genau ein solcher maligner Erguss entsteht, welche anderen Ursachen
der Ergussbildung moglich sind und welche diagnostischen Moglichkeiten eine Punktion und
darauffolgende cytologische Untersuchungen mit sich bringen, soll im Folgenden genauer erlautert
werden.

1.1 Korperhohlenergiisse

1.1.1 Pleuraerguss - Atiologie und Systematik

Pleuraergiisse sind ein haufiges Symptom im Klinikalltag. Physiologischer Weise befindet sich zur
Gewahrleistung der Verschieblichkeit der Pleurablatter eine geringe Menge von etwa 5-15ml
seroser Flussigkeit zwischen der Pleura visceralis und der Pleura parietalis *.
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Sobald der Kreislauf von Filtration und Resorption der Pleuraflissigkeit durch eine pathologische
Veranderung gestort wird, bildet sich ein Pleuraerguss, eine pathologisch erhohte Fllssig-
keitsansammlung im Interpleuralspalt.

Die Einteilung von Pleuraergiissen erfolgt nach der Hohe des GesamteiweiRgehaltes und des
spezifischen Gewichts des Ergusses. Noch genauer wird die Definition, wenn parallel zu den Werten
des Ergusses auch die Proteinmenge und die Konzentration der Laktatdehydrogenase (LDH) im
Serum bestimmt wird. Entscheidend ist nun das Verhaltnis der Proteinkonzentration (bzw. LDH-
Konzentration) im Erguss zu der Konzentration im Blutserum. Trifft mindestens eins der folgenden
drei ,Light” Kriterien zu, so handelt es sich um ein Exsudat >:

e Pleura-GesamteiweiR3/ Serum-Gesamteiweifl} >0,5
e Pleura-LDH/ Serum-LDH >0,6
e Pleura-LDH >200 U/L

Durch korrekte Anwendung der Light Kriterien lassen sich nahezu 100% aller Exsudate korrekt als

solche diagnostizieren, es werden jedoch bis zu 25% der Transsudate falsch als Exsudat klassifiziert
6

Die Differentialdiagnosen eines Pleuraergusses sind vielfaltig, da je nach Quelle die Haufig-
keitsverteilung variiert. Allgemein zdhlen die Herzinsuffizienz, pulmonale Infekte sowie maligne
Erkrankungen zu den drei meistgenannten Ursachen eines Pleuraergusses.

Die Herzinsuffizienz stellt die haufigste Ursache eines beidseitig auftretenden Transsudats dar,
insbesondere in der Subgruppe der {iber 80-jahrigen 7. Mogliche weitere Ursachen fiir Transsudate
sind eine Lungenembolie, ein Lungeninfarkt oder die Leberzirrhose 8. Bei unklarem Erguss sollte
differentialdiagnostisch immer eine Lugenembolie als mogliche Genese in Erwdgung gezogen
werden, so weisen 20-55% aller Patienten mit Lungenembolie einen Pleuraerguss auf °. Ebenso
sollte, insbesondere in der Subgruppe der unter 40-jahrigen, eine Tuberkulose erwogen werden 7,

117 3als haufigste Ursache

Je nach Studie werden parapneumonische Erglisse 1° oder maligne Ergiisse
eines Exsudats genannt. Bintcliffe et al. fihrten 46% der untersuchten neu aufgetretenen,
einseitigen Erglisse auf eine maligne Grunderkrankung zuriick, in dieser Studie war nur in 9% der

Falle eine Pneumonie Ursache des Ergusses, 19% waren auf eine Herzinsuffizienz zurickzufihren.

Multifaktorielle Pleuraerglisse erschweren die Diagnostik, etwa 30% aller Patienten mit dem
Leitsymptom Pleuraerguss leiden unter mehr als einer Grunderkrankung als méglicher Ursache des
Ergusses 1.

Pleuraergiisse im Rahmen einer rheumatoiden Grunderkrankung stellen eine seltenere Ursache
eines Exsudats dar °.

Lasst sich trotz abgeschlossener Diagnostik inklusive Thorakoskopie keine eindeutige Ursache
finden, wird haufig die Diagnose einer ,unspezifischen Pleuritis“ gestellt. Follow-Up Daten zeigen,
dass nur in etwa 8% der Falle nach zwei Jahren eine maligne Grunderkrankung diagnostiziert wird,
die allermeisten Erglisse sistierten spontan und lieRen sich so auf eine benigne Ursache
zurtickfuihren 2,



Uberblick iiber die Ursachen eines Pleuraergusses (modifiziert nach §)

Transsudat Exsudat

e Herzinsuffizienz e Infektios

e |Leberzirrhose mit Ascites o Parapneumonisch (bakteriell,

e Hypoproteindmie bei viral oder mykotisch)
nephrotischem Syndrom o Tuberkulose

e Postpartal o Lungenabszess

e Vena-cava-Kompressionssyndrom e Neoplasien

e Postoperativ nach e Lungenembolie
Abdominalchirurgie e Trauma (v.a. Himatothorax)

e Chylothorax
e Rheumatologisch
o Rheumatoide Arthritis
o Systemischer Lupus
erythematodes
e Gastrointestinal
o Pankreatitis
o Osophagusruptur
o Subphrenischer Abszess

Bei der Bildung maligner Erglisse spielen verschiedene Mechanismen eine Rolle. Einerseits kommt
es durch die lokale Obstruktion von Kapillaren oder LymphgefdBen zu einer verminderten
Resorptionsleistung. Des Weiteren steigt die GefaBpermeabilitdt durch chemische Mediatoren,
welche von Tumorzellen ausgeschittet werden.

Vor allem Lungentumore konnen durch eine endobronchiale Obstruktion zusatzlich das
Pneumonie- und Atelektaserisiko erhéhen, welche beide an sich ein Risiko fiir einen Pleuraerguss
darstellen. Ein weiterer indirekter Grund, der die Ergussbildung erleichtert, ist die allgemeine
Gefahr der Mangelerndhrung. Diese fihrt zur Kachexie und Hypoproteinamie, wodurch der
hydrostatische Druck sinkt. AuRerdem haben Tumorpatienten ohnehin eine erhohte
Thromboseneigung und ein gesteigertes Risiko fiir eine Lungenembolie, welche ebenfalls ursachlich
fur eine Ergussbildung sein kann °.

1.1.2 Pleuraerguss - benigne Zellen im Pleuraerguss

In allen Korperhodhlenerglissen kénnen physiologischer Weise verschiedene Zelltypen gefunden
werden. Zu den haufigsten benignen Zellen zdhlen Mesothelzellen, Histiozyten, also sessile Makro-
phagen, neutrophile Granulozyten und Lymphozyten 3,

Mesothelzellen sind daher relevant fir die cytologische Diagnostik, da sie im reaktiven Zustand eine
Vielzahl verschiedener Zelltypen nachahmen kénnen, u.a. auch maligne Zellen. Insbesondere bei
schweren Systemerkrankungen wie beispielweise einer fulminanten Lungenarterienembolie, einer
akuten Leberzirrhose, einer ausgepragten Pankreatitis oder einer Langzeitdialyse kann es zur
Ausbildung so genannter ,,worrisome atypical cells of regenerative-degenerative processes” (WARD
cells) kommen, welche diverse mikroskopische Atypiekriterien aufweisen, wodurch leicht
Tumorzellen fehldiagnostiziert werden kénnen.

Neutrophile Granulozyten finden sich zu hoher Zahl bei inflammatorischem Geschehen, bei
malignen Erglissen ohne begleitende Entziindungsreaktion stellen sie eher eine Raritat dar.
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In einer Vielzahl von Erglssen finden sich Lymphozyten, insbesondere bei chronischen Erglissen.
Sie sind jedoch unspezifisch und liefern wenig diagnostische Hinweise beziiglich der Dignitat des
Ergusses. Bei hoher Tuberkuloseinzidenz, wie sie in frilheren Zeiten auch in Deutschland vorlag, ist
ein besonders lymphozytenreicher Erguss auch immer verdachtig auf tuberkul6se Genese.

Eosinophile Granulozyten finden sich oft als reaktive Komponente nach schwerem Trauma, einer
groRen Operation, Infektionen oder bei hyperinflammatorischem Geschehen. Grob gilt die
Faustregel: je hoher die Anzahl eosinophiler Zellen, desto unwahrscheinlicher wird die Diagnose
eines malignen Ergusses 3.

1.1.3 Maligne Pleuraergiisse

Besteht der Verdacht auf einen malignen Erguss, so ist eine diagnostische Pleurapunktion in fast
allen Fallen obligat, auch wenn der Erguss fiir den Patienten symptomlos bleibt. Das typischste
Symptom ist die Dyspnoe, aber auch Thoraxschmerzen oder Husten sind mdoglich 4. Sollte die
(wiederholte) cytologische Untersuchung ohne Tumornachweis bleiben, so sollte eine weitere
Probengewinnung mit histologischer Diagnostik angeschlossen werden .

Ubersicht tiber die haufigsten Primdrtumoren eines malignen Pleuraergusses &7
e Lungenkarzinom (Adenokarzinom > kleinzelliges Karzinom)

e Mammakarzinom

e Adenokarzinom mit unbekanntem Primarius

e Lymphome oder Leukamien

e Andere (gastrointestinal, urogenital)

Uber 50% der Patienten mit disseminiertem Befall eines Lungen- oder Mammakarzinoms weisen
einen Pleuraerguss auf. Dabei stellt das Lungenkarzinom die haufigste Ursache eines malignen
Pleuraergusses insgesamt dar, bei Frauen wird je nach Literatur auch das Mammakarzinom als
haufigste Ursache eines Pleuraergusses genannt 6. Innerhalb der Lungenkarzinome liegt das
Adenokarzinom an Platz eins. Dieses ist eher peripher lokalisiert und kann daher friih die Pleura
infiltrieren und so zu einem Erguss fihren. An zweithaufigster Stelle steht das Mammakarzinom.
Bronchial- und Mammakarzinome machen allein 50-65% aller malignen Pleuraergisse aus °.
Weitere typische Primartumore sind das Ovarialkarzinom, Lymphome, Mesotheliome oder ein
gastrointestinaler Tumor 8. In 90% der Félle sind maligne Ergiisse unilateral und in der Regel auch

ipsilateral lokalisiert °.

1.1.4 Perikarderguss

Der Perikarderguss soll an dieser Stelle nur sehr kurz thematisiert werden, da maligne Erglisse des
Perikards zahlenmaRig deutlich seltener sind. Auch in dieser Arbeit wurden nur wenige Farbungen
an Perikardausstrichen durchgefiihrt. Allerdings ist der relative Anteil maligner Perikarderglisse an
allen Perikardergissen sehr hoch. 2014 wurde im Institut fir Cytopathologie des
Universitatsklinikums Dusseldorf eine Arbeit zur diagnostischen Treffsicherheit der
Perikardergusscytologie veréffentlicht ¥°. Hierbei konnte an einem groRen Patientenkollektiv von
424 Fallen in 193 Fallen (45,5%) der Perikarderguss auf eine maligne Genese zuriickgefiihrt werden.
Dabei konnte eine sehr zufriedenstellende Treffsicherheit der Diagnose eines malignen Ergusses
von 85,5% nachgewiesen werden.



Ebenso wie bei Erglissen der Pleura stellen bei Perikardergiissen das Bronchialkarzinom mit 56%
und das Mammakarzinom mit knapp 40% die haufigsten Tumorentitdten dar. Interessanterweise
enthalten maligne Perikardergiisse auffallend wenig reaktive Zellen wie Lymphozyten oder
Histiozyten. AuRRerdem sind maligne Erglisse am Herzen haufig hamorrhagisch. Dabei sollte bedacht
werden, dass Blut im Perikardbeutel auch durch andere (nicht seltene) Ursachen wie eine
Aortendissektion, ein rupturiertes Aortenaneurysma, einen Myokardinfarkt oder durch ein Trauma
bedingt sein kann &,

1.1.5 Ascites

Auch beim Ascites wird zwischen Transsudaten und Exsudaten unterschieden. Hauptkriterien sind
der EiweilRgehalt im Ascites sowie der Serum-Ascites-Albumin-Gradient (SAAG). Der SAAG ist die
Differenz von Albumingehalt im Serum und Albumingehalt im Ascites. Liegt der Wert unter 1,1g/d|,
so handelt es sich um ein Exsudat. Ein Exsudat liegt auBerdem vor, wenn der Gesamteiweil3gehalt
im Ascites Gber 2,5g/dl liegt.

Zusatzlich zu den oben genannten Werten wird der Ascites cytologisch untersucht. Einerseits zum
Ausschluss maligner Erkrankungen, andererseits kann die Anzahl der segmentierten Granulozyten
bestimmt werden. Liegt diese Uber 250/ul, so ist eine spontan bakterielle Peritonitis sehr
wahrscheinlich %°,

Ubersicht Uber die Ursachen eines Ascites *

Transsudat Exsudat
e Leberzirrhose e Infektionen
e (Rechts-) Herzinsuffizienz o Primar bakterielle Peritonitis
e Hypoproteindmie (z.B. bei o Tuberkulose
nephrotischem Syndrom) e Neoplasien
e Diffuse hepatische Metastasierung e Pankreatitis
e Portalvenenverschluss e Trauma
e Bilidre Peritonitis
e Chyldse Ursachen (z.B. Lymphfisteln)

Die hiufigste Ursache eines Ascites stellt mit 75% aller Ergiisse die Leberzirrhose dar 2. Der GroRteil
der Leberzirrhosen in der westlichen Welt ist wiederum &thyltoxisch bedingt 2.

Liegt ein Ascites ohne Leberzirrhose vor, so ist haufig eine Peritonealkarzinose Ursache. Bis zu 10%
aller Erglisse der Bauchhdhle lassen sich auf eine maligne Genese zurlickflihren, in rund 3% ist eine
Herzinsuffizienz ursichlich, etwa 10% sind gemischter Genese 2.

Eine Peritonealkarzinose kann seltener bedingt sein durch einen primar peritoneal wachsenden
Tumor wie beispielsweise Mesotheliome oder primdre serése peritoneale Karzinome. Haufiger
findet sich ein abdominell wachsender Tumor wie ein Magen-, pankreatobilidres oder kolorektales
Karzinom. Ebenfalls mdglich sind metastasierte Tumore wie Bronchial- oder Mammakarzinome.

Das Ovarialkarzinom liegt mit 32% aller Peritonealkarzinosen deutlich an erster Stelle. Danach
folgen das Mammakarzinom (12%), Lymphome bzw. Leukdmien und Magenkarzinome. Inimmerhin
15% der Falle kann kein eindeutiger Primarius identifiziert werden.



Ubersicht tiber die haufigsten Primarien eines malignen Ascites bei Frauen (modifiziert nach %)

e Ovarialkarzinom (32%)

e Mammakarzinom (12%)

e Lymphom/ Leukdmie (7%)

e Magenkarzinom (6%)

e kolorektales Karzinom (5%)
e Endometriumkarzinom (5%)
e Pankreaskarzinom (4%)

e Lungenkarzinom (4%)

Die beschriebene Haufigkeitsverteilung ist dlteren Datums. Leider fanden sich in der aktuellen
Literatur keine vergleichbaren neuen Daten Uber die prozentuale Haufigkeitsverteilung der
Tumorentitaten im malignen Ascites bei Frauen.

Nach Einschatzung des Instituts flr Cytopathologie der UKD sind Ovarialkarzinome weiterhin
fihrender Primarius eines malignen Ascites bei Frauen, jedoch scheinen derzeit pankreatobilidre
Karzinome bei beiden Geschlechtern entsprechend der steigenden Inzidenzen dieser Entitaten
ebenfalls einen beachtlichen Teil (deutlich iber den oben angegebenen 4%) auszumachen
(personliche Kommunikation Dr. Schramm).

Die haufigsten Primartumoren eines Ascites bei Mannern sind in absteigender Reihenfolge
Lymphome und Leukdmien, gastrointestinale Tumore sowie das Pankreaskarzinom Y’.

1.2 Tumordiagnostik - Allgemeiner Uberblick

Besteht bei einem Patienten Verdacht auf ein malignes Geschehen, so beginnt die Diagnostik
grundsatzlich moglichst nicht-invasiv. Dazu zdhlen beispielsweise eine ausfiihrliche Krankheits-
anamnese und eine grindliche korperliche Untersuchung mit der Fragestellung nach
geschwollenen Lymphknoten oder tastbaren Verhidrtungen %. Bleibt der Verdacht bestehen, so
folgen bildgebende Verfahren wie eine Sonographie, ein konventionelles Rdntgen, eine
Computertomographie (CT) oder eine Magnetresonanztomographie (MRT). Die Wahl der
Bildgebung ist abhangig von der vermuteten Tumorentitdt, und sowohl Sensitivitdt als auch
Spezifitat der Verfahren variieren stark.

Ergdnzend werden spezielle Blutuntersuchungen auf Tumormarker durchgefiihrt. Dies sind
biologische Produkte, die bei Vorliegen eines malignen Prozesses deutlich erhéht sein kdnnen.
Beispiele hierflir sind das Prostata-spezifische Antigen (PSA), welches zum Screening eines
Prostatakarzinoms eingesetzt werden kann, das CA19-9 bei Pankreas-, Magen-, Gallengangs-, oder
Kolonkarzinomen sowie das Carcinoembryonale Antigen (CEA), welches bei diversen
Adenokarzinomen erhoht ist. Nachteil dieser Tumormarker ist eine haufig niedrige Spezifitat und
Sensitivitat, weshalb in der Routinediagnostik haufig Kombinationen verschiedener Tumormarker
genutzt werden und die Marker eher in der Verlaufsdiagnostik angewendet werden 2324,

Auch wenn das Ergebnis der Bildgebung und der Tumormarker hoch malignitatsverdachtig ist, so
ist eine endgliltige Tumorsicherung lediglich durch eine diagnostische Probenentnahme aus dem
Tumor oder einer Metastase und histologischer oder cytologischer Untersuchung durch einen
Pathologen moglich. Liegt bei einem Patienten ein Kérperhdhlenerguss vor, so muss dieser meist
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aus therapeutischen Gesichtspunkten heraus punktiert werden, und die entnommene Flissigkeit
kann als Probematerial weiter diagnostisch genutzt und untersucht werden. An dieser Stelle kommt
die cytologische Untersuchung zur Anwendung.

1.3 Was ist Cytologie?

Die Cytologie ist eine mikroskopisch-morphologische Methode zur Beurteilung von Einzelzellen
oder kleineren Zellverbanden, die physiologisch oder forciert im Koérper aus ihrem Gewebeverband
geldst wurden %,

Ihren Hauptstellenwert hat die Cytologie in der Diagnostik von Tumoren und deren Vorstufen. Ziel
ist eine nicht-invasive Friiherkennung von Tumoren oder idealerweise von Tumorvorstufen in
einem bestenfalls noch heilbaren Stadium der Erkrankung. Bedeutsam ist die Cytologie auch fiir die
histogenetische Klassifikation des diagnostizierten Tumorleidens sowie in der Tumornachsorge zur
Abklarung eventueller Rezidive. Der grof3e Vorteil gegeniiber der Probengewinnung zur Histologie
ist der nur gering invasive, oft sogar nicht-invasive Charakter der Cytologie. Die Cytologie ist Teil der
praoperativ nicht oder wenig invasiven diagnostische Tumorabklarung und erganzt die
radiologische und klinische Untersuchung.

Es werden verschiedene Methoden der Materialgewinnung unterschieden ’:

Im Allgemeinen wird die Exfoliativcytologie von der Punktions- bzw. Aspirationscytologie
unterschieden. Die Exfoliativcytologie, auch Abstrichcytologie genannt, basiert auf der Entnahme
spontan oder forciert abgeschilferter Zellen. Diese Zellen stammen von Schleimh&uten und werden
mittels Spatel oder Birste entnommen. Die Zellen werden auf Glasobjekttrager tGbertragen und
mittels Lufttrocknung oder alkoholischer Fixative fixiert. Eine weitere Moglichkeit ist das Einbringen
der Zellen nach dem Abstrich in ein fllssiges Fixationsmedium - die sogenannte fliissigkeitsbasierte
Cytologie -, aus dem dann im cytologischen Labor Ausstrichpraparate hergestellt werden kénnen.
Ein Gros der Abstriche wird im Rahmen der Gebarmutterhalskrebsvorsorge aus der Cervix
angefertigt, aber auch Zellen samtlicher Schleimhaute, wie zum Beispiel des Mundes, des
Gastrointestinaltraktes inklusive der Gallen- und Pankreasgange, des Bronchialtrakts, aber auch der
Bindehaut konnen auf diese Weise gewonnen und untersucht werden. Vorteilhaft ist, dass
aufgrund der hohen regenerativen Aktivitat von Schleimhauten immer wieder neue Zellen gebildet
und alte abgeschilfert werden und Abstriche somit problemlos mehrfach entnommen werden
kénnen. Andererseits sind die Zellen teilweise schlecht erhalten und neben den Zellen von Interesse
finden sich auch viele andere Zellgruppen, z.B. Entziindungszellen, welche bei sehr starker
Beimischung die mikroskopische Diagnostik erschweren kénnen.

Bei der Punktionscytologie ist eine gezieltere Entnahme der suspekten Zellen moglich.
Feinnadelaspirationsbiopsien (FNA) lassen sich potentiell an vielen inneren Organen sowie auch an
nicht organbezogenen Raumforderungen durchfiihren. Verbreitet sind besonders die Punktion von
Lymphknoten, der Schilddriise oder der Speicheldriisen. Auch im Rahmen endoskopischer
Untersuchungen des Gastrointestinaltrakts ist die FNA z.B. aus Raumforderungen von Magen,
Pankreas, Leber oder Nebenniere moglich. Die Punktionen kdnnen sonografisch, endosonografisch,
CT-gesteuert oder auch ohne diese Hilfsmittel durchgefiihrt werden. Perkutane Punktionen werden
mittels einfacher Spritzen mit aufgesetzten Kanillen durchgefiihrt, die z.B. in einen speziellen
Spritzenhalter fir eine leichtere einhandige Punktion eingesetzt werden kénnen. Die andere Hand
des Untersuchers fixiert und lokalisiert dabei die Raumforderung. Durch facherformiges Vor- und
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Zuriickschieben der Kaniile streng innerhalb der Raumforderung unter gleichzeitiger Aspiration
werden Zellen reprasentativ aus dem Gewebe herausgelost und zusammen mit wenig
Gewebsfllssigkeit gewonnen. Die zellhaltige Flussigkeit wird anschlieBend auf Glasobjekttrager
aufgetragen, ausgestrichen und fixiert. Alternativ kann das Aspirat in ein fllissiges Fixationsmedium
fir die flUssigkeitsbasierte Cytologie eingebracht werden. Endosonografische Punktate werden
nach endoskopischem Zugang lber das nachstgelegene Hohlorgan und nach Einstellung der Lasion
im Schallweg Uber einen durch den Instrumentierkanal des Endoskops gefiihrten Katheter mittels
spezieller Nadeln punktiert. Hierbei wird nach Einbringen der Nadelspitze in die Lasion aspiriert und
die Nadel durch Manipulation am Katheter vorsichtig in der Lasion vor- und zuriickgeschoben. Die
aspirierte zellhaltige Flussigkeit kann wie vorstehend beschrieben ausgestrichen werden.

Einen weiteren groBen Stellenwert nimmt die Punktion der Kérperhdhlenergiisse (Pleuraerguss,
Ascites sowie Perikarderguss) ein, welche Gegenstand dieser Arbeit ist. Die Mesothelien, welche
die Kérperhohlen auskleiden, schilfern kontinuierlich Zellen ab und finden sich im Erguss wieder.
Ebenso finden sich abgeschilferte Zellen von in die Kérperhéhlen metastasierten Tumoren. Der
Vollstéandigkeit halber seien auch noch die Liquorpunktion, die Punktion eines Gelenkergusses oder
anderer Flussigkeitsansammlungen, z.B. Hdmatomen, Seromen oder Abszessen genannt.

1.4 Tumordiagnostik in der Ergusscytologie

1.4.1 Praanalytik

Bei den praparatorischen Methoden in der Ergusscytologie stehen die Ausstriche den Zellblocken
gegeniiber 2> ?7; Ein Ausstrich kann

a) luftgetrocknet (fixiert) werden. In der Cytopathologie des UKD folgt darauf fur die
konventionelle mikroskopische Diagnostik standardmafRlig eine Farbung nach May-
Grinwald-Giemsa. An diesen Prdparaten kann keine weitere immuncytochemische
Untersuchung angeschlossen werden. Sie eignen sich aber z.B. fur Versilberungen oder die
Feulgen Farbung zur DNA-Bildcytometrie.

b) alkoholfixiert werden (beispielsweise mittels Spray) und daraufhin mit der Farbung nach
Papanicolaou gefarbt werden. Eine spatere Umfarbung zu Spezialfarbungen wie Kongorot,
Silberkolloid oder Feulgen ist moglich. Diese Ausstriche eignen ebenfalls sich gut fiir eine
weitere immuncytochemische Untersuchung.

c) luftgetrocknet werden und ungefarbt bleiben. Diese Ausstriche sind ebenfalls fiir eine
immuncytochemische Untersuchung geeignet.

Des Weiteren ist die Anfertigung von Formalin-fixierten Zellblécken moglich. Diese dienen als
Ausgangsmaterial flr die Herstellung von Schnittpraparaten. Derzeit fertigt die Cytopathologie am
UKD von samtlichen zellreichen tumorzellhaltigen Kérperhohlenergiissen Zellblocke an. Dies ist
deshalb sinnvoll, da bestimmte quantitative immuncytochemische Untersuchungen nur am
Zellblockpraparat durchgefiihrt werden sollten, wie z.B. die Bestimmung der PD-L1 (programmed
death-ligand 1) Expression fir die Planung einer eventuellen Therapie mit Immuncheckpoint-
inhibitoren 28, Dies war zum Zeitpunkt der vorliegenden Arbeit aber noch nicht realisiert, so dass
samtliche  immuncytochemische Untersuchungen fiir die vorliegende Arbeit an
Ausstrichpraparaten durchgefiihrt wurden.



Je nach Expertise und Vorlieben des Cytopathologen hat jedes Labor eigene Standards bezliglich
der Praparationsmethoden. Ein Problem der Immuncytologie insgesamt und der Praanalytik im
Besonderen ist die fehlende Standardisierung und Diversitdit der Methodik, so dass
Konsensusverfahren nur schwer umgesetzt werden kénnen, was z.B. die Vergleichbarkeit von
Studienergebnissen erschwert. Beim Ergebnisvergleich von Studien muss deshalb in besonderer
Weise die jeweils verwendete Methodik beachtet werden. Es werden verschiedene Farbe- und
Fixationsverfahren genutzt, die Methode der Immuncytochemie variiert und nicht zuletzt steht
immer die Entscheidung zwischen Zellblécken oder dem Ausstrich. Noch immer wird kontrovers
diskutiert, welche Methode die héhere Sensitivitdat bzw. Spezifitat aufweist. Eine ausreichende
Kenntnis der Praanalytik ist wichtig, da diese Einfluss auf das Farbeergebnis hat. So werden
Antigene auf unterschiedliche Weisen zuganglich gemacht und unterschiedlich gut stabilisiert, was
zur Folge hat, dass bestimmte Antikérper besser oder schlechter binden kénnen.

1.4.2 Morphologische Basisdiagnostik

Genauso wie in der Histologie erfolgen in der Cytologie nach der Materialentnahme und
Praparation verschiedene Schritte der Diagnostik. Zunachst erfolgt die Routine-Diagnostik, in der
die Ausstriche lichtmikroskopisch hinsichtlich Zellzusammensetzung sowie Zellatypien,
Wachstumsmuster und weiteren Malignitatskriterien untersucht wird.

1.5 Adjuvante Verfahren in der Cytologie

Eine rein lichtmikroskopische Sicherung der Diagnose ist jedoch nicht immer ausreichend. Daher
werden heutzutage ergidnzende, spezialisierte Methoden wie die Immuncytochemie, die DNA-
Cytometrie sowie die AgNOR-Analyse oder molekularbiologische Verfahren wie beispielsweise die
Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung (FISH) oft bereits routinemaRig genutzt. Diese Zusatzverfahren
ermoglichen z.B. die Sicherung von Malignitat, erleichtern einerseits die Differenzialdiagnostik,
liefern andererseits aber auch wichtige Informationen fiir in Frage kommende Therapieverfahren.

Das am haufigsten angewandte adjuvante Verfahren ist die Immuncytochemie. Da die
immuncytochemische Farbung Gegenstand dieser Arbeit ist, wird sie hier ausfiihrlicher
thematisiert.

1.6 Immunverfahren in der Ergusscytologie

Grundsatzlich sind drei verschiedene Konstellationen denkbar, in denen der Einsatz der
Immuncytochemie sinnvoll ist:

1. Lasst sich anhand der morphologischen Kriterien das Vorliegen maligner Zellen nicht
ausschlieBen, so kommen Antikdrper zum Einsatz, die zum Ausschluss bzw. Beweis eines
Tumorleidens dienen. In der Literatur findet sich eine Vielzahl an Studien, welche den
Nutzen der Immuncytochemie bei der Klarung der Dignitat beweisen. Uneinigkeit herrscht
jedoch dariber, welche Immunreaktionen am besten geeignet sind.

Haufig genutzt werden die Antikorper Ber-EP4, HEA 125 oder MOC31, mit denen das von
epithelialen Tumorzellen exprimierte Antigen EpCAM (Epithelial cell adhesion molecule)
nachgewiesen wird 2°. Typischerweise sind epitheliale Tumore auRerdem negativ fiir
Calretinin, ein Antigen, welches zum Nachweis von Mesothelzellen dient. Calretinin kann
zudem hilfreich sein, um Mesothelien von Zellen eines Bronchialkarzinoms zu
differenzieren %, Gut geeignet ist auBerdem Claudin4. Claudine sind Strukturelemente der
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Tight Junctions, welche den Zellkontakt zwischen Epithelzellen bilden. Somit finden sie sich
auch in Karzinomen, wohingegen reaktive Mesothelien oder Mesotheliome keine Claudine
exprimieren 31,

2. Ist das Vorliegen maligner Zellen bereits konventionell mikroskopisch oder auch nach
Immuncytochemie gesichert, wird im nachsten Schritt die histogenetische Klassifikation
des Primartumors identifiziert. Dazu werden aus einer Vielzahl von Antikérpern basierend
auf dem mikroskopischen Erscheinungsbild der Tumorzellen jene gewahlt, mit deren
Kombination der vermutete Primarius am besten nachgewiesen oder ausgeschlossen
werden kann.

3. Ein Ansatz zur Therapieplanung besteht z.B. durch die Bestimmung der PD-L1-Expression
fir die Planung einer eventuellen Therapie mit Immuncheckpointinhibitoren bei einer
Vielzahl von Tumorentititen oder die Bestimmung der Ostrogenrezeptor- oder
Progesteronrezeptorexpression zur Planung einer antihormonellen Therapie bei
metastasierten Mammakarzinomen.

1.6.1 Firbeprinzip

Als immunchemische Untersuchung bezeichnet man den sichtbaren Nachweis eines spezifischen
Antigens mit Hilfe eines gegen dieses Antigen gerichteten, spezifischen Antikérpers. Wird diese
Untersuchung an einem histologischen Schnitt durchgefiihrt, nennt man das Prinzip
Immunhistochemie. Nutzt man die Methode hingegen an cytologischem Material, spricht man von
Immuncytochemie.

Heute existiert eine Vielzahl immunchemischer Nachweismethoden. Da es sich bei der Cytologie
nach wie vor um einen kleinen Teilbereich der Pathologie handelt, ist bzw. wird ein GroRteil dieser
Methoden und Immunreaktionen primar an histologischen Materialen erforscht (siehe auch: Ziel
dieser Arbeit). Dennoch bleibt das Prinzip der Nachweisreaktion dasselbe und soll im Folgenden
kurz erldutert werden. Der Ubersicht halber wird in diesem Abschnitt der Begriff der
Immunhistochemie verwendet, dabei wird aber stets auch der Bereich der Immuncytochemie mit
eingeschlossen.

Jeder Tumor exprimiert zahlreiche Antigene, die idealerweise fiir eben diesen Tumor spezifisch
sind. Diese Antigene wiederum besitzen eine Vielzahl an Epitopen und jedes dieser Epitope stellt
eine potentielle Bindungsstelle fiir einen Antikérper dar.

1.6.2 Immunhistochemische Firbemethoden

Es gibt diverse Detektionssysteme, mit denen man an Antigene gebundene Antikdrper nachweisen
kann. Ihnen allen gemeinsam ist eine enzymatisch katalysierte Farbreaktion. In der Regel wird
entweder Alkalische Phosphatase oder Meerrettich-Peroxidase zusammen mit einem Substrat-
Chromogen verwendet.

Der Ubersicht halber kann man alle hier aufgefiihrten Methoden grob in zwei Teilreaktionen
einteilen. Zunachst muss Uber einen oder auch mehrere Teilschritte das gewiinschte Enzym
entweder direkt oder indirekt iber ,Konnektoren” an das gesuchte Tumorantigen gebunden
werden. An die Enzymbindung schlieRt sich in einem zweiten Teil immer die durch das Enzym
katalysierte Chromogen-Substrat-Reaktion an. Dabei gilt: je mehr Enzym im ersten Teilabschnitt
gebunden werden konnte, desto starker fallt die Farbintensitat aus.
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Bei der heute fast ausschlieBlich genutzten indirekten Methode wird ein unmarkierter Primar-
antikorper verwendet und in einem zweiten Schritt ein fiir diesen spezifischer enzymmarkierter
Sekundarantikorper hinzugegeben.

Im Laufe der Zeit wurden immer sensitivere indirekte Farbemethoden entwickelt, sodass heute eine
Vielzahl zur Verfligung steht. Beispiele hierflir sind die Peroxidase-Anti-Peroxidase- (PAP) und
Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase-Methode (APAAP), die Polymerkonjugat-
Methoden sowie die Avidin-Biotin-Komplexmethode (ABC-Methode) mit der Labelled (Strept-
)JAvidin-Biotin-Methode (LSAB) sowie catalyzed signal amplification-Methode (CSA) als
Weiterentwicklung. Letztere ist Gegenstand dieser Arbeit. Daher wird das theoretische
Farbeprinzip der ABC Methode bzw. ihrer Weiterentwicklungen im Teil Material und Methoden
naher erldutert.

1.6.3 Monoklonale und Polyklonale Antikérper

Es werden monoklonale von polyklonalen Antikérpern unterschieden 32 33,

Monoklonale Antikérper entstammen alle derselben Plasmazelle, es handelt sich also um
immunchemisch identische Klone, die alle mit demselben Epitop eines Antigens reagieren. Fiir die
Produktion monoklonaler Antikérper werden in der Regel Mause genutzt. Der Maus wird hierbei
das gewlinschte Antigen appliziert und die Maus reagiert mit einer Inmunantwort: Sie produziert
Antikorper gegen das Antigen. Nun werden B-Lymphozyten aus der Milz entnommen und mit
Tumorlymphozyten fusioniert, da Tumorzellen eine gewisse Immortalitdt mit sich tragen. Die so
gewonnene Hybridomzelle ist durch Fusion eines antigenspezifischen Lymphozyten mit einem
immortalen Tumorlymphozyten entstanden und bildet daher monoklonale Antikorper. Sie ist
dartber hinaus besonders langlebig, sodass sie gut kultiviert werden kann.

Ein Vorteil der monoklonalen Antikorper besteht in ihrer hohen Spezifitat, fehlender ungewollter
Hintergrundfarbung und nur selten vorkommender Kreuzreaktionen. Voraussetzung fiir eine
Tumorspezifitat und damit fir eine gute Verwendbarkeit in der Tumordiagnostik ist, dass der
Antikdrper gegen ein Epitop gerichtet ist, das nicht von mehreren Tumorentitdten exprimiert wird.
Nachteilig ist hingegen, dass monoklonale Antikorper sehr sensibel auf mogliche pH-Wert-
Veranderungen oder nur maRige Fixationsverhaltnisse reagieren und es so zu falsch negativen
Ergebnissen kommen kann.

Polyklonale Antikorper sind eine Mischpopulation verschiedener Antikérper, die alle gegen
dasselbe Antigen gerichtet sind, allerdings an unterschiedliche Epitope binden. Sie gehen nicht auf
eine Ursprungszelle zuriick, sondern werden von verschiedenen Plasmazellen gebildet. Diese
mehrfache Rekrutierung verschiedener B-Zellen entspricht der physiologischen Abwehrreaktion
des Korpers bei einem Antigenkontakt.

Ein Vorteil besteht darin, dass polyklonale Antikérper auch dann noch an das Antigen binden
kénnen, wenn sich dessen Oberflachenstruktur etwas verandert hat. AuBerdem ist die Herstellung
polyklonaler Antikorper leichter, kostenglinstiger als die der monoklonalen und bendtigt weniger
Zeit. In der Regel werden Kaninchen oder groRere Tiere wie Pferde zur Antikdrperproduktion
genutzt, sodass auch grofRere Mengen des Antikkdrperserums produziert werden kdnnen.

Das Hauptproblem der polyklonalen Antikdrper sind vermehrt auftretende unspezifische Kreuz-
reaktionen. Sie kommen einerseits zustande, da neben den gewiinschten Antikérpern auch noch
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viele weitere Antikérper im Tierserum enthalten sind, beispielsweise durch ungewollte,
unbemerkte Infekte des Tieres. Des Weiteren sind Epitope nicht notwendigerweise fir ein Antigen
spezifisch, ein Epitop kann also bei verschiedenen Antigenen vorkommen.

1.6.4 Antikorper-Panels und diagnostische Treffsicherheiten

Unabhangig vom Verwendungszweck der Immuncytochemie sollte nicht vergessen werden, dass
kein Antikorper eine 100%ige Sicherheit bei der Detektion des fiir ihn spezifischen Antigens mit sich
bringt. Es sollte in der Diagnostik daher immer, sofern moglich, eine Kombination mehrerer
Antikorper ausgewahlt werden, ein sogenanntes Antikorper-Panel.

Im Idealfall wird mit einem Such-Panel begonnen. Dieses besteht aus Antikérpern, welche eine
Unterscheidung zwischen den groRen Tumorklassen wie Karzinomen, Sarkomen, Mesotheliomen,
neuroendokrinen Tumoren etc., die unterschiedlichen Gewebsursprungs sind, ermdéglichen. Ist
diese Zuteilung gelungen, erfolgt im zweiten Schritt die nahere Eingrenzung der jeweiligen
Tumorklasse mit Hilfe moglichst weniger weiterer Antikorper. Je nach Ergebnis der Immunreaktion
wird erneut entschieden, welche Antigen-Antikdrperreaktionen im nachsten Schritt zielfiihrend
sind und wie viele weitere Durchlaufe notig sind, um zu der endgiltigen Diagnose zu gelangen.
Dieses schrittweise Vorgehen ist die kosten- und materialsparendste Vorgehensweise.

Dennoch findet sie im klinischen Alltag nur wenig Gebrauch, da viel Zeit und Arbeitsschritte bendtigt
werden. Bei der Zusammenstellung des individuellen diagnostischen Antikorper-Panels sind fiir den
Pathologen neben der rein morphologischen Basisdiagnostik auch die Krankheitshistorie, das
Geschlecht sowie Alter des Patienten wegweisend. Ebenfalls einen Einfluss auf die Wahl der
Antikorper haben Vorlieben des Pathologen sowie laborinterne Standards. Hat der Pathologe eine
Auswahl getroffen, so erfolgen zumeist alle immuncytochemischen Untersuchungen mit den
ausgewadhlten Antikdrpern in einem Durchlauf, da in der Krankenversorgung in der Regel zu enge
zeitliche Vorgaben bestehen, um das oben beschriebene, schrittweise Vorgehen durchzufiihren.
Dies kann ,unnétige” Untersuchungen bzw. Farbungen zur Folge haben.

Im Institut fur Cytopathologie der Heinrich-Heine-Universitdt werden die sechs Antigene CK5/6,
CK7, CK20, CA 125, TTF1 sowie cdx 2 zur Identifizierung eines unbekannten Primartumors (CUP:
Cancer of unknown primary) verwendet 3*, Mit Hilfe dieser Antikérper l3sst sich in rund 85% der
Falle eines Tumors mit unbekanntem Primarius eine korrekte Diagnose stellen. Bei einzelnen
Tumorentitdten wie beispielsweise dem Ovarialkarzinom (94%) sowie dem Lungenkarzinom (88%)
ist die Treffsicherheit noch héher 34. Dieses Basispanel wird je nach mikroskopischem Bild durch
weitere Antikorper erganzt.

Insgesamt finden sich in der Literatur wenige Studien, welche Antikdrper-Panels zur CUP-Diagnostik
bei malignen Erglissen bevorzugt eingesetzt werden kdnnten bzw. sollten. Viele Studien befassen
sich hingegen mit der Frage, welches Antikdrper-Panel am besten geeignet ist, um entweder
maligne von benignen Zellen zu unterscheiden oder welche Antikérper zwischen einem
(Adeno)Karzinom der Lunge und einem Mesotheliom differenzieren konnen. AuBerdem existiert
eine Vielzahl an Literatur Gber die Sensitivitdten einzelner Antikérper, aber eben nicht zu der
bestmoglichen Kombination dieser. Die richtige Auswahl von Antikérpern in der Tumordiagnostik
und deren Kombination zu einem Panel ist Gegenstand der facharztlichen Ausbildung zum
Pathologen und erfordert eine jahrelange diagnostische Erfahrung.
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1.7 Haufig genutzte Antikorper in der Ergusscytologie

Im Folgenden werden die vier Antikorper eingefiihrt, deren Immunreaktion in der Ergusscytologie
Untersuchungsgegenstand dieser Arbeit ist.

1.7.1 GATA3

Der Transkriptionsfaktor GATA3 (GATA-3 binding protein) erhielt seinen Namen aus der DNA-
Sequenz bestehend aus Guanin, Adenin, Thymin und Adenin, an welcher er bindet. GATA3 gehort
zur Familie der Transkriptionsfaktoren mit Zinkfingerdomane und ist essenziell fir die
Zellproliferation und Zelldifferenzierung vieler verschiedener Gewebe %*. So ist GATA3 unter
anderem Bestandteil der physiologischen Entwicklung von Brust- und Urothelzellen sowie einiger
Lymphozyten 3637,

AuBerdem wurde, zunachst bei der immunchemischen Untersuchung von Formalin-fixierten,
Paraffin-eingebetteten Zellblocken, eine vermehrte nukledre GATA3 Expression in Mamma- und
Urothelkarzinomen beobachtet. Im Folgenden wurden auch cytologische Studien an
Korperhohlenergiissen durchgefiihrt, welche eine gute Sensitivitdt und Spezifitat fiir GATA3 bei der
Diagnostik von Mammakarzinomen bestdtigen konnten. Insbesondere im Vergleich zu anderen
immunchemischen Markern fir Mammakarzinome wie Mammaglobin, GCDFP-15/BRST-2 (Gross
Cystic Disease Fluid Protein-15), ER (Ostrogenrezeptor), PR (Progesteronrezeptor) und HER2
(human epidermal growth factor receptor 2) weist GATA3 in der Ergusscytologie eine deutlich
bessere Sensitivitat und Spezifitdt auf 3. Auch die mit einer schlechten Prognose einhergehenden
triple-negativen Mammakarzinome (also Mammakarzinome, die weder ER, noch PR oder HER2
exprimieren) zeigen je nach Studie in 44-66% der Fille 3 bzw. in 83% der Fille 3¢ eine positive, wenn
auch eher diffuse Immunreaktion fiir GATA3.

Dennoch zeigen auch weitere Tumorentitaten eine positive Immunreaktion fir GATA3. So zeigen
Lew und Kollegen 2015 in einer Studie an 355 malignen Kdrperhohlenergiissen von 306
verschiedenen Patienten eine Spezifitat von 88,5% bei der Erkennung von Mammakarzinomen.
Eine positive Immunreaktion wurde aulRerdem bei Karzinomen der Lunge, des pankreatobilidren
Systems, des oberen Magendarmtrakts sowie einigen Keimzelltumoren beobachtet %,

Auch Miettinen und Kollegen kamen in einer 2014 durchgefiihrten Studie mit einer sehr hohen
Fallzahl von 2500 untersuchten Formalin-fixierten und Paraffin-eingebetteten Proben zu dem
Ergebnis, dass diverse Tumore, vor allem epitheliale, eine nukledre GATA3 Expression aufweisen
kénnen. Plattenepithelkarzinome, insbesondere der Haut, Hautadnextumoren, Chorionkarzinome-
und Dottersacktumoren sowie Mesotheliome zeigen besonders oft eine positive Immunreaktion
flir GATA3. Diese Immunreaktion bei Mesotheliomen ware insbesondere in der Ergusscytologie zu
beachten. Immerhin 37% aller duktalen Pankreaskarzinome exprimieren GATA3 und auch Uber die
Halfte aller chromophoben Nierenzellkarzinome, wobei bei keiner weiteren Entitdt von
Nierenzellkarzinomen eine Expression beobachtet werden konnte. Tumore, die sehr selten bis nie
GATA3 exprimieren, sind Karzinome des Kolons bzw. des Rektums, Karzinome des Ovars, des
Endometriums und der Prostata. Alles in allem ergab sich eine Multispezifitat fir GATA3 bei einer
guten Sensitivitit von Giber 90% *.
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1.7.2 TTF1

TTF1 (thyroid transcription factor 1) ist ein nukleadrer Transkriptionsfaktor, welcher wahrend der
Embryogenese die Gen-Expression in der Lunge, der Schilddriise und dem Diencephalon reguliert.
In der Lunge ist TTF1 wichtig fur die Transkription verschiedener in Typ II-Pneumozyten
produzierter Surfactant-Proteine. Karzinome der Lunge, der Schilddrise (auBer dem anaplastischen
Schilddriisenkarzinom) und auch sowohl pulmonale als auch extrapulmonale kleinzellige sowie
nichtkleinzellige neuroendokrine Karzinome exprimieren TTF1 4041,

Bei den Bronchialkarzinomen wird TTF1 v.a. von Adenokarzinomen und kleinzelligen Karzinomen
exprimiert, aber auch pulmonale Plattenepithelkarzinome zeigen in 7 bis 10% der Falle eine
Expression von TTF1. Extrapulmonale Kleinzeller weisen allerdings auch in bis zu 90% eine TTF1
Expression auf °.

Typische extrapulmonale bzw. extrathyreoidale nicht neuroendokrine Tumore mit positiver TTF1-
Expression sind einige Ovarialkarzinome. So beschreiben Conner et al. bei serdsen
Ovarialkarzinomen (7 von 19) sowie etwas seltener bei klarzelligen Ovarialkarzinomen (1 von 3) und
endometroiden Karzinomen (1 von 5) eine positive nukledre Expression von TTF1l. Auch
Endometriumkarzinome, extrahepatische cholangiozellulare Karzinome sowie einige
Speicheldriisentumore *? kénnen TTF1 exprimieren. Siami et al. konnten insbesondere bei
endometrioiden Adenokarzinomen eine TTF1-Expression nachweisen. 6 der 32 untersuchten
endometrioiden Adenokarzinome (19%) zeigten eine TTF1-Expression mit Score-Werten zwischen
1 und 4, jedoch nur 2 Fille (6%) zeigten ein diffuses Farbemuster %3,

Die Sensitivitat fir TTF1 bei der Diagnostik pulmonaler Adenokarzinome schwankt zwischen 54% **
und 70-90% #?, iblicherweise werden aber Sensitivitdten zwischen 60 und 70% angegeben 3*4°. Mit
rund 90% ist die Spezifitat flir pulmonale Adenokarzinome und Schilddriisenkarzinome von TTF1
vergleichsweise gut 3% 40,

1.7.3 Napsin A

Napsin A (NapA) ist eine cytoplasmatische Aspartat-Proteinase, welche besonders in der Lunge und
dem Tubulussystem der Niere, in geringem MaRe aber auch in einigen exokrinen Driisen wie z.B.
im Pankreas exprimiert wird %°. Auch einige Lymphozyten sowie die Milz zeigen eine schwache
Immunreaktion mit Antikérpern gegen Napsin A *. Innerhalb der Lunge findet sich Napsin A
vornehmlich in Alveolarmakrophagen und Typ II-Pneumozyten, in welchen es an der
proteolytischen Spaltung der Surfactantvorliuferproteine beteiligt ist 4% °.

Napsin A hat sich vornehmlich bei der Diagnostik pulmonaler Adenokarzinome bewahrt. In Studien
zeigte Napsin A fiir Adenokarzinome der Lunge mit 80 bis 90% eine durchweg gute Sensitivitat 4% 47
8 In allen drei hier genannten Studien wurde die immuncytochemische Untersuchung an Formalin-
fixierten, Paraffin-eingebetteten Zellblocken durchgefiihrt. Die grofSte Studie stellt dabei die von
Turner et al. dar *°: 1674 Tumorprdparate wurden immuncytochemisch untersucht, davon 555
Lungenkarzinome, die sich wiederum in 303 Adenokarzinome, 200 Plattenepithelkarzinom und 52
kleinzellige Karzinome unterteilen.

Kim und Kollegen zeigten auRerdem, dass in einem GroRteil der Napsin A exprimierenden Tumore
Uber 75% der Tumorzellen eine positive Immunreaktion zeigten. Bei TTF1 hingegen war dies nur in
etwa 20% gegeben. Uberhaupt war Napsin A mit einer Detektion von 83% (44/53) der pulmonalen
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Adenokarzinome gegenlber 57% (30/53) bei TTF1 durchweg deutlich Gberlegen bei der Erkennung
pulmonaler Adenokarzinome “8. Die kombinierte Untersuchung mit beiden Antikérpern ergab mit
80% eine dhnliche Sensitivitdt wie Napsin A allein %,

Unter den extrapulmonalen Tumoren mit Napsin A Expression sind Nierenzellkarzinome,
insbesondere das papillare Nierenzellkarzinom mit Expression in 70-90% der Falle, klarzellige
Ovarialkarzinome sowie in 10-20% das Nebennierenrindenkarzinom (ACC) zu nennen .

Turner und Kollegen verglichen in einer groRen Studie die beiden Antigene Napsin A und TTF1 im
Hinblick auf das Expressionsprofil bei NSCLC (non small cell lung carcinoma). Die weitere
histogenetische Klassifikation von NSCLC ist entscheidend fiir die Therapiewahl: Adenokarzinome
konnen EGFR (epidermal growth factor receptor) Mutationen aufweisen, welche mittels
Thyrosinkinaseinhibitoren behandelt werden kénnen. Zudem kommen beim Adenokarzinom Anti-
VEGF (vascular endothelial growth factor) Antikdrper zum Einsatz, wohingegen diese Therapie bei
Plattenepithelkarzinomen aufgrund eines deutlich erhéhten Blutungsrisikos sogar gefahrlich ist.
Letztlich zeigte sich folgendes Expressionsprofil innerhalb der Lungenkarzinome: Adenokarzinome
exprimierten sowohl Napsin A als auch TTF1, Kleinzeller wiesen lediglich eine Expression von TTF1
auf und Plattenepithelkarzinome zeigten keine Immunreaktion %°.

Ein Grof3teil der Studien wurde an Zellblocken von Formalin-fixiertem und Paraffin-eingebettetem
Gewebe durchgefihrt. Knoepp et al. konnten jedoch auch bei der immuncytochemischen Unter-
suchung von luftgetrockneten und Formalin-fixierten Ergussausstrichen eine fast 80%ige
Sensitivitdt der Immunreaktion mit Napsin A fiir pulmonale Adenokarzinome feststellen. Auch hier
war der Nachweis der Napsin A Expression derjenigen des Transkriptionsfaktors TTF1 in der
Erkennung metastasierter Adenokarzinome der Lunge {iberlegen *°.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der immunchemische Nachweis einer Napsin A Expression
im Vergleich zur TTF1 Expression sensitiver flir das pulmonale Adenokarzinom ist. Lediglich bei der
Differentialdiagnose zu papillaren Nierenzellkarzinomen und klarzelligen Ovarialkarzinomen ist
Vorsicht geboten, wobei extrapulmonale Tumore im Durchschnitt eine deutlich schwachere
Farbung zeigen. Kritisch hinterfragt werden sollte bei starkem Verdacht auf ein pulmonales
Adenokarzinom auch immer der Differenzierungsgrad des Tumors. Bei schlecht differenzierten
Karzinomen kann die Napsin A Expression fehlen %,

1.74 Mucin1

Mucin 1 (MUC1) ist ein cytoplasmatisches Membran-assoziiertes Glykoprotein, welches
physiologischer Weise an der apikalen Seite epithelialer Zellen verschiedener Gewebe zu finden ist.
Zu diesen Zellen zdhlen Driisenzellen des Endometriums, in welchem die MUC1 Expressionshohe
zyklusabhéngig variiert °!, sowie zentroazinire Zellen des Pankreas und einige Zellen intralobulirer
Gange des Pankreas. In allen anderen gesunden Zellen des Pankreas- oder Gallengangsgewebes
konnte keine Expression gezeigt werden >2.

Auller im gesunden Gewebe wird MUC1 auch von vielen muzinésen Tumoren exprimiert. In
malignen Zellen ist die Polaritat der Zelloberflachenverteilung aufgehoben und MUC1 findet sich
zusitzlich zur apikalen Seite auch an der cytoplasmatischen sowie lateralen Zellwand °!. Eine
Uberexpression von MUC1, wie sie in vielen Tumorzellen zu finden ist, fiihrt durch die groRe, rigide

Ill

Mucin-Struktur zu verminderter Zell-Zell-Interaktion, MUC1 fungiert als ,,Anti-Adhdsionsmolek
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So wird unter anderem die Interaktion mit cytotoxischen T-Lymphozyten vermindert, wodurch
invasives Wachstum erleichtert wird >3

Insgesamt geht eine MUC1-Expression in Neoplasien mit einem aggressiven und prognostisch
schlechten Krankheitsverlauf einher. In fast allen Formen pankreatobilidarer Adenokarzinome findet
sich eine MUC1-Uberexpression. Insbesondere in duktalen und intraduktalen tubuldren Pankreas-
karzinomen, cholangiozelluldaren Karzinomen sowie Papillenkarzinomen vom pankreatobilidaren Typ
ldsst sich MUC1 immunhistochemisch nachweisen *2.

Da MUC1 physiologisch von Driisenzellen z.B. der Mamma, des Osophagus, des Magens und des
Duodenums, des Uterus sowie der Prostata und der Lunge exprimiert wird, kdnnen auch alle von
diesen Zellen ausgehenden Adenokarzinomen eine MUC-1 Uberexpression aufweisen. So findet
sich eine gesteigerte MUC1 Expression auch bei Mamma- und Endometriumkarzinomen, Prostata-
karzinomen, Lungenkarzinomen, Osophaguskarzinomen oder Magenkarzinomen. Weniger hiufig
beobachtet man auch eine MUC1 Expression bei hamatopoetischen Zellen.

Epithelzellen der Haut sowie mesenchymale Zellen zeigen typischerweise keine MUC-1 Expression
54

Kleinzellige Lungenkarzinome kénnen ebenfalls eine MUC1-Epression aufweisen und auch hier gilt
MUC1, insbesondere im Vergleich zum surfactant apoprotein A (SA-A), als Marker fiir einen
aggressiven Verlauf >,

1.8 Ziel der Arbeit

Die oben beschriebene Spezifitdtsverteilung der Antikdrper ist vor allem in der histologischen
Diagnostik untersucht worden.

Obgleich es auch einige Arbeiten zum Farbeverhalten von Antikérpern in der Cytologie gibt, so
untersuchen diese in der Regel Zellblockpraparate, welche z.B. aus Feinnadelpunktaten aber auch
von Korperhohlenergliissen gewonnen werden. Zellblockpraparate werden - ebenso wie
histologisches Gewebe - durch Formalinfixation sowie Paraffineinbettung weiter aufbereitet. Die
nahezu identische Praparation erlaubt somit auch eine identische Interpretation des
Farbeergebnisses wie sie der Pathologe in der histopathologischen Diagnostik gewohnt ist.

Im Funktionsbereich Cytologie der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf hingegen werden in der
Standarddiagnostik  luftgetrocknete und mit  Alkohol fixierte  Ausstrichprdparate
immuncytochemisch untersucht. Dies ist notwendig, da oft lediglich bereits vom Kliniker
angefertigte Ausstrichprdparate zur Diagnostik verfligbar sind. Von diesen Ausstrichen kdnnen
nachtraglich keine Zellblockprdaparate mehr hergestellt werden und es ist daher mit Unterschieden
in der Methodik und Interpretation immunochemischer Untersuchungen zu rechnen.
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Ziel der Arbeit ist es, das Expressionsmuster der primaren Antikorper GATA3 (als Antikorper zur
Detektion fliir Mammakarzinome und Urothelkarzinome), Napsin A und TTF1 (als Antikoérper zur
Erkennung von Bronchial- und Schilddriisenkarzinome) und Mucin 1 (als eher unspezifischem
Antikorper vieler Adenokarzinome) an pleural,- peritoneal und perikardial metastasierten Tumoren
der verschiedenen Organe an alkoholfixierten Ausstrichprdparaten zu untersuchen. Insbesondere
geht es um die Frage, ob es Tumore gibt, die fir einen der o.g. Antikdrper eine Immunreaktion
zeigen, ohne dass dieses am cytologischen Untersuchungsmaterial in der Routinediagnostik
erwartet wird. Konkret bedeutet dies beispielsweise, dass Lungenkarzinome gelegentlich eine
positive Immunreaktion fiir GATA3 zeigen konnen, obwohl dieser allgemein als ein Antikorper fir
Mamma- und Urothelkarzinome gilt.

Fragen wie diese haben groRe Auswirkungen fiir den Patienten, da je nach Ergebnis der
immuncytochemischen Untersuchung unterschiedliche Primartumoren erwartet werden und ggf.
noch weiter klinisch abgeklart werden missen. Oft ist ein maligner Erguss Erstsymptom einer
malignen Erkrankung und je nach Entitat stehen flir den Patienten verschiedene Therapieoptionen
zu Verflgung. So unterscheidet sich auch die Lebenserwartung eines metastasierten
Pankreaskarzinoms deutlich von der eines metastasierten Mammakarzinoms. Somit ist es ebenfalls
Ziel der Arbeit, durch bessere Kenntnis der Expressionsprofile der untersuchten Antigene
Fehldiagnosen nach immuncytochemischen Untersuchungen zu minimieren und die
Differentialdiagnostik zu verbessern.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Dem |Institut flar Pathologie, Funktionsbereich Cythopathologie des Universitatsklinikums
Disseldorf werden jahrlich etwa 3200 spontan entstandene Pleuraerglisse, Asciten und
Perikarderglisse zu diagnostischen Zwecken zugesandt. Bei ca. 37% der untersuchten Pleuraerglisse
ist eine maligne Grunderkrankung Ursache der Ergussbildung °%°’. Eine cytologisch tumorpositive
Diagnose wird in ca. 18% der Pleuraergiisse gestellt /.

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine ausschlieRlich an Archivmaterial durchgefiihrte
experimentelle, retrospektive Kohortenstudie, in der Erglisse mit positivem Tumorzellnachweis
weiter untersucht wurden. Des Weiteren wurden die klinischen Akten bei den einsendenden
Kliniken eingesehen, um mittels Krankengeschichte, Arztbriefen und histologischen Befunden im
sogenannten ,Follow-Up“ Daten zu Krankengeschichte und zugrundeliegenden Tumorerkrankung
zu erhalten.

Bericksichtigt wurden alle malignen Erglisse, die dem Funktionsbereich Cytopathologie im
Zeitraum vom 01.01.2011 bis zum 30.06.2015 entweder aus verschiedenen Fachabteilungen der
Uniklinik Disseldorf selbst oder der Klinik fiir Pneumologie, Kardiologie und internistische
Intensivmedizin des Florence-Nightingale-Krankenhaues Disseldorf zur punktionscytologischen
Untersuchung zugesandt wurden. Andere externe Einsender wurden nicht bericksichtigt, da aus
friiheren Studien bereits Probleme bei der Erhebung des Follow-Ups bekannt waren.

Es wurden solche Patienten ausgeschlossen, deren primarer Befund nicht , Tumorzell-positiv”
lautete. Dies beinhaltet sowohl die cytologischen Diagnosekategorien , dringender Verdacht” als
auch ,zweifelhaft”. Eine solche Situation ist beispielsweise dann denkbar, wenn sich anhand der
Zellmorphologie lediglich ein Hinweis fiir Tumorzellen ergibt, ein maligner Erguss aber nicht sicher
diagnostiziert werden kann.

Somit ergab sich ein Studienkollektiv von malignen Kérperhohlenergiissen, welche im Rahmen
dieser Studie naher betrachtet wurden. Da von einigen Patienten mehrfach Erglisse zur
cytologischen Diagnostik eingesandt wurden, sind Patienten-Doppelungen moglich.

2.2 Ethikvotum

Die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat hat das Projekt
hinsichtlich der ethischen und rechtlichen Unbedenklichkeit gepriift (Studiennummer 5320,
Votum vom 22.12.2015).

2.3 Einschluss- und Ausschlusskriterien

Die Gesamtzahl der zu untersuchenden Erglisse wurde im Folgenden weiter eingrenzt:

1. Zuerst wurden alle Praparate ausgeschlossen, bei denen im cytologischen Befund bereits
notiert war, dass flr ergianzende immuncytochemische Untersuchungen nicht genug
Zellmaterial zur Verfligung stand.

2. Aullerdem mussten noch jene Falle aus der Studie ausgeschlossen werden, bei denen nicht

genug archivierte Ausstrichpraparate zur weiteren Untersuchung vorhanden waren.
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3. Im nachsten Schritt wurden alle Gbrigen Ausstrichpraparate mikroskopiert und hinsichtlich
Zellzahl, ausreichender alkoholischer Fixation und Zellerhalt untersucht. Die Einteilung der
Zellzahl erfolgte dabei semiquantitativ in drei Stufen. Alle Erglisse mit sehr geringer und
damit fir die Studie unzureichender Tumorzellzahl wurden mit einem ,+“ bewertet,
ausreichende Zellzahl mit ,++“ und all jene Erglisse, die massenhaft Tumorzellen
enthielten, erhielten den Score ,+++“. In zwei Fallen wurden jedoch auch Erglisse mit nur
einer geringen Tumorzellzahl (also dem Wert ,+“) einbezogen. Dies war moglich, da die
Praparate insgesamt zwar wenige Zellen trugen, es sich bei den vorliegenden Zellen aber
fast ausschliefSlich um Tumorzellen handelte, sodass eine Beurteilung der Farbung dennoch
gut moglich war. Eine Gefahr der Fehlbeurteilung von Nicht-Tumorzellen (z.B. Mesothelien)
bestand hier also nicht. AulRerdem wurden die Ausstrichpraparate hinsichtlich der
gleichmafigen Verteilung der Tumorzellen untersucht, da wenn moglich der Objekttrager
in zwei Bereiche fiir verschiedene Immunreaktionen unterteilt werden sollte.

Nach oben beschriebener ausfiihrlicher Selektion aller eingegangenen Erglisse der Jahre 2011 - Juni
2015 wurden die verbliebenen Praparate mithilfe immuncytochemischer Farbungen auf das
Expressionsprofil von GATA3, TTF1, Napsin A sowie Mucin 1 hin untersucht.

2.4 Follow-Up

Die Erhebung des Follow-Up zur Ermittlung des Referenzstandards fand sowohl in der Uniklinik
Dusseldorf als auch am Florence-Nightingale-Krankenhaus Disseldorf statt.

Es wurden die Krankenakten der eingeschlossenen Patienten eingesehen und folgende Punkte der
Krankengeschichte aus den Arztbriefen, der klinischen Dokumentation, den Befunden der
Bildgebung sowie den histologischen Befunden entnommen:

e Art der Diagnosesicherung (Biopsie, Bildgebung)

e Histogenetische Tumorklassifikation

e TNM-Klassifikation bei Erstdiagnose

e Datum der Erstdiagnose sowie Uberlebenszeit / Dauer der Nachverfolgung nach Diagnose-
stellung

o Ggf. erfolgte Therapie vor bzw. nach Punktion des Ergusses

e Zweit-Tumore

e Risikofaktoren (sofern bekannt): insbesondere Nikotinabusus, Alkoholabusus, positive
Familienanamnese bezliglich friher Tumorerkrankungen, genetische Risikofaktoren wie
z.B. BRCA1 (Breast Cancer 1) Keimbahnmutation, berufliche Exposition wie z.B.
Asbestbelastung

e Relevante Grunderkrankungen (kardiale Grunderkrankungen wie z.B. Herzinsuffizienz,
Vorhofflimmern, pulmonale Grunderkrankungen wie z.B. COPD (chronic obstructive
pulmonary disease) oder Asthma bronchiale, chronische Niereninsuffizienz, Leberzirrhose,
HIV (Humane Immundefizienz-Virus), Hepatitis)
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2.5 Kilinisch-histologischer Referenzstandard

Als Referenzstandard fir die histogenetische Tumorklassifikation wurde diejenige fir den
Korperhohlenerguss ursachliche Tumorentitat definiert, auf welche sich die klinisch behandelnden
Arzte nach Auswertung aller in der Krankenakte vorliegenden Untersuchungsergebnisse im
endgililtigen Arztbrief festlegten.

Bei der Definition des Referenzstandards wurde bewusst die Entscheidung getroffen, nicht
ausschlieBlich die vorliegenden histologischen Befunde allein als Referenzstandard zu nutzen.
Einerseits, weil bei hinreichendem klinischem Verdacht und eventuellen Risiken einer notigen
(operativen) Gewebeentnahme eine histologische Sicherung aus dem Primartumor nicht zwingend
notwendig ist, wenn eine cytologische Diagnose der Metastase (z.B. Pleurakarzinose) vorliegt.
Andererseits, weil auch bei histologischer Sicherung Fehldiagnosen moglich sind. Dies ist
beispielsweise dann der Fall, wenn das eingesandte Gewebe keine malignen Zellen oder nur
nekrotisches Material enthalt. Ist eine solche Konstellation gegeben, stellt der Pathologe ggf.
falschlicherweise die Diagnose ,kein Anhalt fir Malignitat”. Das Gewebe fiir die histologische
Untersuchung wurde oftmals bioptisch aus einem tumorsuspekten Herdbefund gewonnen,
teilweise auch durch die Exzision suspekter Lymphknoten oder -bei bereits erfolgter
Tumoroperation- aus dem OP-Pradparat selbst.

In den Fallen, wo der histologische Befund nicht mit zur Bestimmung der histogenetischen
Tumorklassifikation herangezogen wurde oder wo kein histologischer Befund vorlag, wurden
andere Parameter zur klinischen Entscheidung der Tumorentitdt herangezogen. Relevant war hier
zunachst die individuelle Krankheitsgeschichte des Patienten. Neben Alter, Geschlecht und
Risikofaktoren wie Nikotin-, Alkohol-, oder Drogenabusus war auch eine ausfiihrliche Anamnese
hinsichtlich Tumorerkrankungen in der Familie hilfreich.

Mithilfe einer gezielten Patientenanamnese konnten die klinisch behandelnden Arzte die
wahrscheinlichsten Diagnosen eingrenzen. AnschlieBend wurden diese Diagnosen durch weitere
Untersuchungen gestiitzt oder widerlegt. Zu den durchgefiihrten Untersuchungen zahlten
verschiedenste bildgebende Verfahren - am haufigsten genutzt wurden die Computertomographie,
die Magnetresonanztomographie, das konventionelle Réntgen sowie seltener die Positronen-
Emissions-Tomographie. Weiterhin kamen endoskopische Untersuchungen wie die
Endosonographie, die Bronchoskopie oder die Gastro- bzw. Koloskopie zum Einsatz. Nach
Abwagung all dieser Befunde sowie Berticksichtigung des Befunds der Ergusscytologie wurde die
abschlielRende klinische Diagnose gestellt, welche den Referenzstandard fiir die vorliegende Arbeit
darstellt.
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2.6 Treffsicherheit der cytomorphologischen und
immuncytochemischen Bestimmung des Primartumors einer
Karzinose in der Routinediagnostik

In der vorliegenden Arbeit wird die Treffsicherheit der cytologischen Tumorklassifikation in

Kategorien mit absteigendem Grad der Ubereinstimmung zur klinisch-histologischen

Referenzdiagnose gegliedert:

1. Die cytologische Tumorklassifikation stimmt mit der klinisch-histologischen Diagnose
Uberein

2. Die cytologische Tumorklassifikation stimmt mit der klinischen Diagnose weitgehend
Uberein

3. Die (ungenaue) cytologische Tumorklassifikation stimmt nicht mit der klinischen Diagnose
Uiberein, schlieRt sie aber auch nicht aus

4, Die cytologische Tumorklassifikation und die klinische Diagnose stimmen nicht (iberein

Wird beispielsweise cytopathologisch die Diagnose eines ,Nicht kleinzelliges Karzinoms” gestellt
und im weiteren Verlauf nach histologischer Sicherung ein ,Adenokarzinom der Lunge” als
Primartumor diagnostiziert, so ist dies eine Konstellation der dritten Wertungskategorie. Die
cytologische Diagnose schliel$t dabei das Adenokarzinom der Lunge mit ein und ist somit nicht
falsch, alleinig allerdings nicht hinreichend fiir den behandelnden Arzt, um eine konkrete Diagnose
zu stellen und eine entsprechende Therapie beginnen zu kénnen.

2.7 Materialien

Die im Folgenden genannten Chemikalien und Gerdte wurden fir die von mir personlich
durchgefihrte immuncytochemische Farbung selbst oder fiir ihre vorgeschalteten Prozesse

bendtigt.
Reagenzien Artikelnummer Hersteller Menge
Xylol 1.08586.2500 VWR 2,51
Ethanol 99,5% 3413132 VWR 1l
Ethanol 96% 3417696 VWR 1l
Aqua dest steril 3404939 Otto Fischar 10l
Methanol 1.06008.2500 VWR 2,51
Mayers Hamalaun 1.09249.1000 VWR 1l
Aquatex 1.08562.0050 VWR 50ml
Fiir den PBS-Puffer
di- 1.06586.0500 VWR 500g
Natriumhydrogenphosphat
Kalium-di- 104873 VWR 250g
hydrogenphosphat
Natriumchlorid 1.06404.1000 VWR 1lkg
Aqua dest steril 3404939 Otto Fischar 10l
1 NHCL 1.09970.0001 VWR 1l
Fiir den Tris-Puffer
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Tris-hydroxymethyl-
aminomenthan

1.08382.0500

VWR 500g

Agua dest steril

3404939

Otto Fischar 10l

5N HCL

1.09911.0001

VWR 1l

PBS-Puffer-
Gebrauchslésung (s.0.)

Fiir den Acetat-Puffer

Essigsaure 100%

818755

VWR 1l

Natriumacetat-Trihydrat

1.06267.0500

VWR 500g

Fiir den Citrat-Puffer

Natriumcitrat

359084-250G

Merck 250g

Citronensaure

1.00244.0500

(VWR) Merck 500g

Fiir das Normalserum
(Mouse Antikérper)

Normalserum Horse

S-2000

Vector 20ml

Tris-Stammlésung (s.o.)

Fiir den Sekundar-
Antikorper

Biotinylated Universal
Anti-Mouse IgG/ Anti-
Rabbit

BA-2000

Vector 1,5mg

Normalserum Horse

S-2000

Vector 20ml

Tris-Stammlésung (s.o.)

Fiir das ABC-Elite-
Standard-Reagenz

Vectastain ABC-Elite
Standard (Losung A und B)

PK-6100

Vector 4ml

Tris-Puffer (s.0.)

Fiir die AEC-Chromogen
Lésung

3-Amino-9-Ethylcarbazole
(AEC)

AC131C100

DCS 100ml

N,N-Dimethylformamid

40252-25ML-F

Merck 25ml

Wasserstoffperoxid 30%

1.07209.0250

VWR 250ml

Acetat-Puffer (s.o.)

Antikorper

GATA3

CM405B

Cytomed 0,5ml

TTF1

T1614C002

DCS 0,2ml

NapA

Mob 463-05

Cytomed 0,5ml

MUC1

MI992C01

DCS 1ml

Gerate

Artikelnummer

Hersteller

Glaskuvetten mit Deckel

Welabo

Schieferdeckerglaskasten mit

Deckel

Welabo

Glasobjektragerhalter

Welabo

Eppendorfpipetten

Welabo

Pipettenspitzen

Starlab

Eppendorfcups 1,5ml

72.690.001

Sarstedt

Stander fir Eppendorfcups

Starlab/UKD
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76Xx76mm

Plastikpasteurpipetten 3217236 ratiolab
Kurzzeitwecker Welabo
Vortexer Welabo
Plastikpinzette Welabo
Dako-Pen $2002 Dako
Feuchte Kammer Eigenbau
1l Laborglasflaschen mit Welabo
Verschluss

250ml Becherglas von Schott Welabo
150ml Becherglas von Schott Welabo
50ml Becherglas von Schott Welabo
Faltenfilter 520 B % 10331551 Whatmann
Trichter Welabo
Objekttrager mit Mattrand, 3217222 Engelbrecht

Deckglas

Analysenwaage Basic Plus 201 Satorius AG, Gottingen
Feinwaage EW Kern & Sohn
Wasserbad WB/0B7-45 WBU 45 Memmert GmbH
Kiihlschrank ES. Liebherr S.A
Magnetriihrer

Magnetriihrstab

15ml Greiner-Spitzréhrchen

15ml Plastiktropfflaschen

pH-Meter 765 Climatic Knick

Zentrifuge Rotina 46 Hettich

PBS-Stammldsung

e 8g NaCl in 500ml Aqua dest steril mittels Magnetrihrer |6sen lassen

e 1,463g di-Natriumhydrogenphosphat und

e 0,245g Kaliumdihydrogenphosphat hinzugeben, vollstandig |6sen lassen, mit

e Aqua dest steril auf 900ml auffiillen, mit
e 1N HCL auf pH 7,6 einstellen und mit
e Aqua dest steril auf 1000ml auffillen

PBS-Gebrauchslésung (1:20)

e 50ml PBS-Stamml6sung mit

e 950ml Aqua dest steril auf

e 1000ml Gebrauchslésung auffiillen

Tris-Stammlésung 0,5M

e 60,57g Tris-(hydroxymethyl)-aminomenthan in 750ml Aqua dest steril mittels

Magnetriihrer |6sen lassen, mit
e 5N HCLauf pH 7,6 einstellen und mit
e Aqua dest steril auf 1000ml auffillen
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Tris-Gebrauchslésung in PBS-Puffer (1:10)

e 100ml Tris-Stamml&sung mit
e 900ml PBS-Puffer-Gebrauchslosung (s.o.) auf
e 1000ml Tris-Gebrauchslosung auffillen

Acetat-Puffer 0,1M pH 5,2

e 700 ml 0,1M Natriumacetatlésung (dazu 13,61g Natriumacetat-Trihydrat mit Aqua dest
steril auf 1000ml auffiillen) und

e 210 ml0,1M Essigsdure (dazu 5,75 ml 100% Essigsdure mit Aqua dest steril auf 1000m|
auffullen) vermischen, mit

e 5N HCLauf pH 5,2 einstellen und mit

e 0,1M Natriumacetatlosung auf 1000ml auffillen

Citrat-Puffer 10mM pH 6,0

e 1,8ml Stammldsung A (21,014 g Citronensaure mit Aqua dest steril auf 1000ml auffiillen,)
und

e 8,2ml Stammldsung B (29,41 g Natriumcitrat mit Aqua dest steril auf 1000ml auffillen)
vermischen, mit

e Aqua dest steril auf 100ml auffillen

Normalserum Mouse Antikorper

e 1,5ml Normalserum Horse in

e 100ml 1:10 verdiinnter Tris-Stammldsung (dazu 10ml Tris-Stammldsung mit 90ml Aqua
dest steril vermischen) auflosen lassen, in

e 15ml Greiner-Spitzréhrchen fillen, bei 4°C kihl lagern

Universal Sekundéar-Antikorper (Link)

e 1,5ml Normalserum Horse und

e 1 ml Biotinylated Universal Anti-Mouse IgG/ Anti-Rabbit in

e 100ml 1:10 verdiinnter Tris-Stammldsung (dazu 10ml Tris-Stammldsung mit 90ml Aqua
dest steril vermischen) pipettieren und gut auflésen lassen, in

e 15ml Greiner-Spitzenréhrchen fillen, bei 4°C kiihl lagern

ABC-Elite-Standard-Reagenz

e 36 Tropfen ABC-Elite-Standard A sowie

e 36 Tropfen ABC-Elite-Standard B zu

e 90ml 1:10 verdlinnter Tris-Stammldsung pipettieren (dazu 9ml Tris-Stammldsung mit
81ml Aqua dest steril ad 90ml auffiillen), mittels Magnetriihrer gut vermischen, in

e 15ml Plastiktropfflaschen fiillen, vor Verwendung 30min bei Raumtemperatur (RT) stehen
lassen
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AEC-Chromogen-Losung

e 7,2ml N-N-Dimethylformamid zu

e 28mg AEC pipettieren, mittels Magnetrihrer gut |6sen lassen, zu

e 100ml 0,1M Acetatpuffer pH 5,2 geben, gut mischen,

e 106pul 30% Wasserstoffperoxid (H,0,) dazu pipettieren, gut mischen, filtrieren
e Filtrieren mittels Faltenfilter, zligig verwendet (max. 1h haltbar)

2.8 Aufarbeitung der Proben

Die Herstellung der Ausstichpraparate aus dem Jahr 2011 unterscheidet sich von der der Gbrigen
Praparate, da die Standardmethodik der Fixation im Jahr 2011 umgestellt wurde. Die Praparation,
Fixierung und Farbung folgte dabei den jeweils gliltigen Standardprotokollen des Funktionsbereichs
Cytopathologie und wurde von den dortigen medizinisch-technischen Assistentinnen durchgefihrt.

Zunachst wird die Methodik bis 30.04.2011 kurz aufgefiihrt:

Sofern nicht bereits bei Einsendung des Ergusses in einem solchen Réhrchen vorliegend, wurden
zunachst 50ml des nativen Ergusses in ein Greiner- oder Sarstedt-Spitzrohrchen gegeben. Dabei
war sowohl Farbe als auch Konsistenz des Ergusses zu dokumentieren, da deren Auspragung
Einfluss auf die Diagnosestellung haben kann. AuBerdem wurden acht Objekttrager mit der
Eingangsnummer (C-Nummer) des Labors beschriftet und durchnummeriert. Das weitere
Standardprocedere beinhaltete die folgenden Schritte:

e Zentrifugation bei 500g (1800rpm) iber 5min

e Durch Zentrifugation entstandenen Uberstand in separates Spitzrohrchen dekantieren

e Sediment in der Restfllssigkeit aufschiitteln

e Anfertigung von acht Ausstrichen: jeweils ca. 20ul Sedimentflissigkeit auf einen OT geben,
mit einem weiteren, aufgesetzten OT dinn in Langsrichtung ausstreichen

e 5 Ausstriche (OT 1-5) ziigig in eine Glaskivette mit Delaunay-Fixativ stellen und nach
mindestens 20min Fixation nach PAP (Papanicolaou) farben (s.u.)

e 3 (OT 6-8) Ausstriche lufttrocknen lassen und nach MGG (May-Griinwald-Giemsa) farben
(s.u.)

Bei der Methodik ab dem 01.05.2011 unterscheidet sich die Vorbereitung samt Zentrifugation und
das Ausstreichen der Praparate nicht von der friiheren Methode. Der Unterschied besteht lediglich
darin, dass die mit Delaunay fixierten Ausstriche durch alkoholfixierte Praparate ersetzt wurden.
AulRerdem werden insgesamt nur noch sechs Prdparate ausgestrichen, welche nun wie folgt zu
fixieren und zu farben sind:

e OT 1 bis 3 werden luftgetrocknet und nach MGG (May-Griinwald-Giemsa) gefarbt (s.u.)

e OT 4 bis 6 werden nach dem Ausstrich aus etwa 20cm Entfernung sofort mit einem
alkoholischen Fixationsspray (Merckofix) bespriiht und nach Pap (Papanicolaou) gefarbt
(s.u.)
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2.8.1 May-Griinwald-Giemsa-Farbung (MGG-Farbung)

Die May-Griinwald-Giemsa-Farbung wird auch Pappenheim-Farbung genannt und ist die
Standardfarbung fir luftgetrocknete Praparate in der extragenitalen Cytologie, also der Farbung
von z.B. Pleuraergiissen, Ascites, Schilddriisenpunktaten, Liquores oder Kniepunktaten.

Das Farbeprinzip basiert auf der Reaktion von sauren (Eosin), basischen (Methylenblau) und
neutralen Anteilen im Farbstoff mit sauren und basischen Bestandteilen der Zellen. Alle basischen
Proteine weisen positive Ladungen auf, da sie als Protonenakzeptoren fungieren, und reagieren
daher gut mit den negativ geladenen sauren Farbstoffen. So farbt sich beispielsweise das
Hamoglobin der Erythrozyten auf Grund eines hohen Anteils an basischen Proteinen rot. Insgesamt
ergibt sich flr die MGG-Farbung folgendes Farbverteilungsmuster:

Zellen bzw. Zellbestandteile Farbe

Kerne Blau-violett
Cytoplasma Blau bis rosa
Erythrozyten Rot
Bakterien und Pilze Blau
Nukleolen Blau
Schleim Rosa

2.8.2 Farbung nach Papanicolaou

Im Unterschied zur MGG-Farbung wird die Farbung nach Papanicolaou an alkoholfixierten
Praparaten durchgefiihrt. Sie dient hierbei als Standardfarbung in der Cytopathologie und ist
besonders gut fiir die Krebsdiagnostik geeignet, da das Kernchromatin mit dieser Farbung sehr gut
dargestellt werden kann.

Die Zellkerne werden mit der Papanicolaou-Farbung typischerweise dunkelviolett angefarbt und
sind auffallig gut erhalten. Das Farbergebnis des Cytoplasmas ist abhangig von der Dichte und
variiert zwischen blaugriin bis orange.

2.9 Immuncytochemische Farbung

2.9.1 Vorbereitung der Priaparate

Fiir die vorliegende Arbeit wurden lediglich alkoholfixierte Praparate verwendet, an denen die
Immuncytochemie im Funktionsbereich Cytopathologie etabliert ist. Die Gbrigen luftgetrockneten
Praparate verblieben zur Sicherstellung der Aufbewahrungspflicht im Archiv.

Die immuncytochemische Farbung erfolgte dabei entsprechend dem im Funktionsbereich
Cytopathologie etablierten Routineprotokoll *® und auch die spatere Auswertung (siehe
Auswertung der immuncytochemischen Farbung) erfolgte nach diesem Protokoll. Es wurden vier
primdre Antikorper verwendet: GATA3, TTF-1, Mucin 1 und Napsin A. Diese vier Antikorper
kommen auch in der Routinediagnostik der Cytopathologie der Uniklinik Diisseldorf zum Einsatz. So
ergab es sich gelegentlich, dass bei einigen Korperhohlenergiissen einige der fiir diese Arbeit
untersuchten Antikoérper bereits in der Routinediagnostik mitgefarbt und ausgewertet worden
waren. Um Kosten und Arbeit zu minimieren, wurden die Ergebnisse fiir die Auswertung in der
vorliegenden Arbeit verwendet. Des Weiteren wurden zur Einsparung von Archivmaterial und
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Antikorperreagenz moglichst immer zwei Antikérper in zwei verschiedenen Halften des
Objekttragers gefarbt. Dies war allerdings nur dann moglich, wenn die Tumorzellen gleichmaRig
Uber den gesamten Objekttrager verteilt vorlagen.

Bei GATA3 und TTF-1 handelt es sich um nukledre Marker, bei MUC1 und NapA hingegen um
cytoplasmatische Antikorper. Da sich das Farbeprotokoll fiir nukledare und cytoplasmatische
Antikorper leicht unterscheidet, wurde GATA3 gemeinsam mit TTF-1 auf dem einen und MUC1 mit
NapA auf einem anderen Objekttrager gefarbt. Lediglich in einem Fall wurden GATA3 und MUC1
auf einem Objekttrager gefarbt, da nur ein einziger alkoholfixierter Objekttrager zur Verfligung
stand und diese beiden Antikorper die einzig fehlenden waren.

Wahrend des Mikroskopierens wurde auf den Deckglaschen mittels Folienstift eine Trennlinie
entsprechend der Zellverteilung gezogen, um zu gewahrleisten, dass auf jeder Halfte des
Objekttragers ausreichend und etwa gleich viel Zellmaterial vorhanden war. Es wurde ebenfalls
notiert, welche Immunreaktion auf der oberen und welche auf der unteren Halfte stattfinden sollte.
Die vollstandig beschrifteten Praparate wurden anschliefend fotokopiert, damit auch nach Ablésen
der Deckglaschen fiir den Farbeprozess die Hohe der Trennlinie libertragen werden konnte. Die
praparatorische Trennlinie, welche einen Ubertritt von aufgebrachten Lésungen verhindert, wurde
vor Beginn der eigentlichen immuncytochemischen Farbung mithilfe des Dako-Pens S 2002
gezogen.

2.9.2 ABC-Methode (einschlief3lich LSAB- und CSA-Methode)

Gegenstand dieser Arbeit ist die LSAB-Methode, der Vollstandigkeit halber werden die Ubrigen
Subtypen der ABC-Methode jedoch auch kurz beschrieben.

Sowohl die ABC-Methode als auch ihre Weiterentwicklungen nutzen die hohe Affinitat des Avidins
fr Biotin. Avidin ist ein basisches Glykoprotein mit vier hydrophoben Bindetaschen, in denen
theoretisch je ein Biotin-Molekiil gebunden werden kann. Tatsachlich binden auf Grund der
molekularen Ausrichtung der Bindungsstellen jedoch weniger als vier Biotin-Molekiile. Dem Avidin
kommt aullerdem zugute, dass es leicht mit Fluoreszenzfarbstoffen oder Enzymen verknipft
werden kann. Allerdings weist Avidin einen isoelektrischen Punkt von pl=10 auf, sodass es bei
physiologischem pH-Wert protoniert vorliegt und somit leicht an positiv geladene
Gewebsbestandteile bindet. Um diese ungewollte, unspezifische Bindung zu verhindern, wird
Avidin heute hiufig durch Streptavidin ersetzt >°. Biotin ist ein wasserlésliches Molekiil mit einer
geringen MolekiilgroRRe, sodass es gut an Makromolekiile gebunden werden kann, ohne deren
Struktur oder chemische, immunologische und physikalische Funktion zu verdandern.

Die ABC-Methode zahlt zu den indirekten Farbemethoden. Im ersten Schritt wird ein unkonjugierter
Primdrantikérper zu dem zu untersuchenden Material gegeben und bindet mit dem Antigen.
Daraufhin wird ein biotinylierter Sekundarantikorper hinzugegeben, welcher an den
Primarantikorper bindet. Wird ein Maus-Primarantikorper genutzt, so ist der Sekundarantikdrper
ein ,,Anti-Maus“-Immunglobulin. Dieser Sekundarantikorper ist mit Biotin konjugiert. Im nachsten
Schritt wird der namensgebende ,Avidin-Biotin-Komplex“ hinzugefiigt. Dies ist ein Komplex aus
biotinyliertem Enzym sowie Avidin (siehe Abbildung 1), welcher kurz vor der Inkubation angesetzt
wird. Das Avidin bindet an das Biotin des Sekundirantikorpers , es wird also ein , Tertidrkomplex”
benotigt. Als Enzym wird Ublicherweise Meerrettichperoxidase verwendet. Im letzten Schritt folgt
die Inkubation mit der Substrat-Chromogenlésung.
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Abb. 1: LSAB Methode

Auch die ABC-Methode wurde weiter modifiziert, einerseits um die Sensitivitat weiter zu erhdhen
und andererseits, um das Farbeprotokoll zu vereinfachen. Eine Weiterentwicklung stellt die LSAB-
Methode dar, welche in Abbildung 1 kurz skizziert wurde. lhre Sensitivitat ist noch einmal vier bis
achtmal héher als die der einfachen ABC-Methode °'. Im Gegensatz zur herkémmlichen ABC-
Methode liegt bei der LSAB-Methode ein enzymkonjugiertes Streptavidin vor, das an den
biotinylierten Sekundéarantikérper bindet. Bei der ABC-Methode wird ein (Strept)Avidin-Biotin-
Enzymkomplex genutzt, das Enzym ist also indirekt Uber das Biotin mit dem (Strept)Avidin
verbunden.

Eine andere Abwandlung der ABC-Methode ist die CSA-Methode. Hierbei folgt auf die Inkubation
mit dem Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex die Zugabe eines Amplifikationsreagenz’. Dieses
Reagenz ist biotinhaltig. Das Biotin wird durch die Peroxidase des Avidin-Biotin-Komplexes in eine
unldsliche Form Uberfiihrt und es kommt zur Prazipitation des Biotins. Nach Zugabe eines Avidin-
Peroxidase-Konjugats kann dieses an das ausgefillte Biotin binden und es stehen nun zusatzliche
Enzyme fir die Substrat-Chromogen-Reaktion zur Verfligung. Hierdurch ist eine nochmalige
Steigerung der Firbesensitivitat auf ein 100faches der Standard ABC-Methode méglich ©2,

2.9.3 Farbeprotokoll ABC Methode

Die manuelle Farbung der alkoholfixierten Praparate nach der ABC Methode bendétigt zwei Tage.
Wahrend des gesamten Farbevorgangs war auf eine ausreichende Befeuchtung der Objekttrager
zu achten, damit diese nicht austrocknen. Vor Beginn der immuncytochemischen Farbung musste
das Deckglas durch Stehenlassen der Objekttrager in Kiivetten mit Xylol abgelost werden.

Am ersten Tag wurden die Objekttrager mit Hilfe von einer absteigenden Ethanolreihe gewdssert
und entfarbt. Alle nukledren Antikorper wie GATA3 oder TTF1 mussten daraufhin im Citratpuffer
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hitzebehandelt werden, damit die Kernantigene besser zuganglich wurden fiir die folgenden
Reaktionen. Dieser Schritt entfiel bei den cytoplasmatischen Antikérpern.

AnschlieBend wurde bei allen Praparaten die endogene Peroxidase durch ein Gemisch aus
Methanol und Wasserstoffperoxid gehemmt. Die endogene Peroxidase befindet sich beispielsweise
in Erythrozyten, Granulozyten oder Muskelzellen. Sie stellt einen potenziellen Storfaktor dar, da sie
mit dem spater hinzugegebenen Substrat reagiert und so zu einer falsch positiven Farbung fihrt.

Nach der Blockierung der endogenen Peroxidase folgte die Inkubation der Praparate mit dem
Primarantikorper, welcher nun an das jeweils spezifische Antigen der Tumorzelle binden konnte.
Da diese Reaktion bei Raumtemperatur sehr langsam ablauft, erfolgte die Inkubation in dieser SOP
(Standard Operating Procedure) Giber Nacht.

Am zweiten Tag wurden die Praparate zunachst mit dem biotinylierten Sekundarantikorper, auch
Link-Antikorper genannt, inkubiert. Dieser bindet mit dem Primarantikorper und enthalt auBerdem
mit dem Biotin eine Bindestelle fiir den im folgenden Schritt zugegebenen, enzymmarkierten
Avidin-Biotin-Komplex. Bei dem Enzym handelt es sich um eine Peroxidase, welche im letzten
Schritt der Immunreaktion mit dem Substrat-Chromogen-Reagenz reagiert. Je mehr Peroxidase
gebunden wird, desto starker fdllt die Farbreaktion aus. Das Substrat-Chromogen-Reagenz, in
unserem Fall das 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC), ist sehr instabil und muss daher immer frisch
zubereitet werden. Nach etwa 25-minitiger Inkubation mit dem AEC-Reagenz erfolgte
abschlielend die Gegenfarbung mit Mayer’'s Hamalaun zur besseren Beurteilbarkeit der
Zellmorphologie unter dem Mikroskop.

Um falsch negative Farbeergebnisse durch Fehler in der Methodik bzw. Durchfiihrung als solche zu
erkennen, wurden bei jedem Farbegang Positivkontrollen mitgefihrt.

Fir den Antikorper GATA3 dienten histologische Schnitte eines Mammakarzinoms als
Positivkontrolle, bei TTF1 wurden histologische Schnittpraparate eines Schilddriisenkarzinoms
verwendet und fir MUC1 entweder Schnitte eines Kolon- oder eines Mammakarzinoms. Diese
Praparate stammten aus Formalin-fixiertem und Paraffin-eingebettetem Gewebe.

Lediglich fiir Napsin A wurden Ausstrichpraparate einer alkoholisch fixierten bronchoalveoldren
Lavage genutzt. Bei dem seltenen Ausfall dieser externen Kontrollen wurde eine positive
Immunreaktion bei einem der im gleichen Ansatz untersuchten Praparate als externe Kontrolle fir
die Gbrigen Praparate des Ansatzes gewertet. Somit konnte in jedem Fall die korrekte Durchflihrung
des Farbeprotokolls gewahrleistet werden.
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Detailliertes Féirbeprotokoll

Tag1l

Reagenz

Einwirkzeit

Reaktionsvorgang

Xylol (zwei Inkubationen)

jeweils 10 min RT

Ethanol 100% (zwei Inkubationen)

jeweils 10 min RT

Ethanol 96% (zwei Inkubationen)

jeweils 10 min RT

Lésen von Resten des Eindeck-
mediums, Entfarben, Wassern

Nur nukledre Antikorper:

Reagenz Einwirkzeit Reaktionsvorgang
PES-Puffer > min RT — Hitzebehandlung der Priparate
Citratpuffer 20 min 80°C im Wasserbad , , .
— - zum Antigen retrieval, Abkiih-
Abkulhlen 20 min RT len
PBS-Puffer 5 min RT
Ab hier wieder fiir alle Antikorper
Reagenz Einwirkzeit Reaktionsvorgang
100ml Methanol+1ml H,0; 30 min RT
- Hemmung der endogenen Per-
PBS-Puffer wenige Sek. . .
- - - - - oxidase, Vorbereitung des OT
PBS-Puffer (zwei Inkubationen) jeweils 10 min RT .
- mit Dako-Pen
PBS-Puffer/ 1ml Tween20 1 min RT
Normalserum 20 min RT Inkubation mit Normalserum
Flussigkeit ablaufen lassen und Primérantikorper
Primarantikorper, etwa 1ml 12 hRT
Tag 2
Reagenz Einwirkzeit Reaktionsvorgang
Tris 0,5M in PBS-Puffer 1:10 5 min RT
Tris 0,5M in PBS-Puffer 1:10 5 min RT Waschen
Tris 0,5M in PBS-Puffer 1:10/ 1ml | 1 min RT
Tween20
Biotinylated Universal Anti-Mouse | 30 min RT
IgG/ Anti-Rabbit Inkubation mit biotinyliertem
Tris 0,5M in PBS-Puffer 1:10 5 min RT Sekundér-AK, Waschen
Tris 0,5M in PBS-Puffer 1:10 5 min RT
Tris 0,5M in PBS-Puffer 1:10/ 1ml | 1 min RT
Tween20
ABC-Elite Standard 30 min RT In.ku.batlon mit dem Avidin-
Tris 0,5M in PBS-Puffer 1:10 5 min RT Biotin-Complex, Waschen
Tris 0,5M in PBS-Puffer 1:10 5 min RT . .
AEC-Reagenz 25 min RT Inhkubatlon mit dem SuPstrat-
Aqua dest steril 5 min RT Chromogen-Reagenz, Wassern
Aqua dest steril 5 min RT . . 3
o - Gegenfirbung mit Mayer
Mayer’ Hamalaun 1 min RT Hamalaun, Wassern und Ein
FlieRendes Leitungswasser 10 min RT !

Aquatex zum Eindecken der OT

decken
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2.10 Cytologische Beurteilung

Alle immuncytochemisch gefarbten Praparate wurden von mir selbst sowie zuséatzlich von einem
erfahrenen Cytologen des Funktionsbereichs mikroskopiert. Der Fokus lag dabei auf der Beurteilung
der Immunreaktion der Tumorzellen mir den jeweiligen Antikorpern.

2.10.1 Malignitatskriterien

Um die Immunfarbung korrekt beurteilen zu kénnen, mussten zunachst die Tumorzellen sicher
identifiziert werden. Die cytologische Diagnostik maligner Zellen basiert zuerst auf der Betrachtung
morphologischer Kriterien wie der Zelle an sich, ihrer Umgebung sowie der Beurteilung eventuell
vorliegender Zellverbande. Auch wenn in der cytologischen Fachliteratur diverse so genannte
»,Malignititskriterien” wissenschaftlich fundiert sind & 2" %3, st fiir sich genommen keines der

13 Allgemein ist bei der

Kriterien pathognomonisch fir das Vorhandensein maligner Zellen
Ergusscytologie darauf zu achten, ob neben den allgegenwartigen Mesothelzellen und
Entziindungszellen eine fremde Zellpopulation auffdllig ist. Das Vorhandensein bizarr oder
andersartig aussehender Zellen ist immer suspekt und diese Zellen sind somit potentiell maligne.
Weisen diese fremdartigen Zellen nun zudem mehrere Malignitatskriterien auf, so erhoht sich die
Wahrscheinlichkeit der Malignitat. Insbesondere das Vorliegen von Kernatypien ist Voraussetzung

fur die Diagnose maligner Zellen. Dazu zhlen u.a.*> %"

e KernvergrofRerung

e Unregelmaliger Verlauf der Kernmembran

e Kernpleomorphie

e Abnorme Chromatinmuster und Hyperchromasie

e Verschobene Kern-Plasma-Relation zu Gunsten der Kerne
e Prominente oder abnorm geformte Nukleoli

e Vermehrte oder abnorme Mitosefiguren

e Basophiles und Vakuolen-gefiilltes Cytoplasma

Liegen die suspekten Zellen in Zellverbanden geordnet vor, so erhéhen die folgenden Kriterien die
Wahrscheinlichkeit der Malignitat:

o Grolle Zellaggregate

e 3-dimensionale Struktur

e Weiche, glatte Zellgrenzen
e Papillare Formationen

o Kettenférmig geordnete Zellen

Nichtsdestotrotz kénnen Tumorzellen auch einzeln vorliegen und bei beispielweise
inflammatorisch gepragten Hintergrund ibersehen werden. Dies gilt insbesondere fiir Lymphome,
Sarkome und Melanome, aber auch Zellen aus invasiv-lobularen Mammakarzinomen oder aus
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Tumoren des Gastrointestinaltraktes, insbesondere Zellen diffuser Magenkarzinome, kénnen in
Korperhohlenergilissen isoliert vorliegen.

2.10.2 Auswertung der immuncytochemischen Farbung

Nachdem die Tumorzellen sicher identifiziert wurden, wurde das Ergebnis der Farbung
entsprechend der Tumorzellzahl und Farbeintensitdat semiquantitativ bestimmt und einem
Punktwert zugeordnet (0-5) 34. Dabei wurde jeweils beurteilt, wie viel Prozent der Tumorzellen
angefarbt wurden (siehe Tabelle 1). Diese semiquantitative Zuordnung zu verschiedenen Score-
Werten ist flir die Cytologie gut geeignet, da sich leicht Cut-Off Werte festlegen lassen. Ein Cut-off
ist notig, weil bestimmte Antikérper an Antigene vieler verschiedener Tumorentitdten binden
kénnen, d.h. moglicherweise nicht tumorspezifisch sind. Darunter gibt es sowohl Tumoren mit
kraftiger, charakteristischer Immunreaktion als auch solche mit schwacherer, uncharakteristischer
Immunreaktion. Zeigen diese Immunreaktionen eine nur leichte Farbreaktion (beispielsweise ein
Score-Wert von 1 oder 2), so ist die Verwendung des Antikérpers in dem beschriebenen Fall nicht
notwendigerweise zielflihrend fiir die genaue Klassifizierung des Tumors.

Soweit im Folgenden, insbesondere im Rahmen der Auswertung, nicht anders erwahnt, schlieSt das
Ergebnis ,, positiv” zunachst alle Score-Werte ungleich null ein, das heil}t Score 1 bis Score 5.

Kategorie Positive Farbreaktion [%] Score
Keine Expression 0-10 0
Geringe fokale Expression 10-20 1
Fokale Expression 21-40 2
Starke fokale Expression 41-60 3
Fast homogene Expression 61-80 4
Starke homogene Expression 81-100 5

Tabelle 1: Semiquantitative Beurteilung der immuncytochemischen Reaktion

Nachdem die Score-Werte fiir alle eingeschlossenen Praparate bestimmt wurden, erfolgte die
weitere Auswertung in drei Schritten.

Fiir jede Tumorentitdt und jeden Antikorper wurde die Haufigkeitsverteilung der Score-Werte
zusammengetragen. Dabei wurde jedoch zundchst jeder Antikorper isoliert betrachtet und die
Haufigkeitsverteilung rein deskriptiv beschrieben.

Im nachsten Schritt wurden die Scores der jeweils fiir den Antikorper charakteristischen Tumor-
entitdten (Mamma- sowie Urothelkarzinom fiir GATA-3, Bronchial- sowie Schilddrisenkarzinom fiir
TTF1 und nicht-kleinzellige-Bronchialkarzinome fiir Napsin A) genauer analysiert.

Ill

Zuletzt wurden alle vier Antikorper als ein zusammenhangendes ,,Panel” betrachtet und es erfolgte
die abschliefende kombinierte Auswertung der vier Antikdrper. Dabei wurden entsprechende
Treffsicherheiten (Sensitivitat, Spezifitdt, PPW, NPW, Youden-Index) fir die jeweils
charakeristischen Tumore bei verschiedenen Cut-Off-Werten berechnet. Interessant war dabei die
Frage, ob durch die Kombination der vier Antikorper die Treffsicherheiten fir die charakteristischen

Tumore erhoht werden konnte.
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Nach Zusammenschau der Punktewerte der vier verschiedenen gefarbten Antikoérper sowie der
zuvor erfolgten morphologischen Beurteilung der Tumorzellen ergab sich eine cytologische
(Verdachts-) Diagnose. Diese wurde mit der im Follow-Up erhobenen Diagnose verglichen.
Insbesondere war die Frage von Interesse, ob die verwendeten Antikdrper auch in cytologischen
Praparaten nur bei den fiir sie besonders charakteristischen Tumorentitdten positive
Farbreaktionen zeigten oder ob weitere Tumore die untersuchten Antigene exprimierten.

Lagen deutliche Diskrepanzen zwischen der cytologischen (Verdachts-) Diagnose und der im Follow-
Up erhobenen Diagnose vor oder lagen aus anderen Griinden interessante Kombinationen der
Immunreaktionen vor, so wurden diese Falle ausfihrlicher aufgegriffen und diskutiert.

Ausfiihrlicher beschrieben wurden ebenso alle Falle mit ,,CUP-Syndrom“ als endgiiltige Follow-Up-
Diagnose, da diese eine Bestimmung der Treffsicherheiten nicht zuliefen und auch die Zuordnung
der Genauigkeit der cytologischen Tumorklassifikation erschwert wurde.

2.11 Abgrenzung der personlichen Leistung

Einige Schritte der Probenaufarbeitung wurden im Rahmen der Routinediagnostik von Mitarbeitern
der Cytopathologie erledigt. Hierzu zahlen:

e Probenannahme inklusive Zentrifugation

e Anfertigung der Ausstrichpraparate und anschlieRende Farbung nach PAP bzw. MGG

e Sofern bereits im Rahmen der Routinediagnostik erfolgt: immuncytochemische Farbung

e Anfertigung einer Liste aller tumorzellpositiven  Erglssen, welche im
Beobachtungszeitraum der Cytopathologie des UKD eingegangen waren

[ ]

Von mir personlich erbrachte Leistungen waren:

e Schrittweise Selektion aller tumorzellpositiven Praparate durch
o Durchsicht aller archivierten Prdparate mit der Frage nach ausreichendem
Archivmaterial
o Mikroskopie aller Praparate mit der Frage nach ausreichendem Tumorzellgehalt
e Handische immuncytochemische Farbung all jener Praparate, welche nicht im Rahmen der
Routinediagnostik mit den untersuchten Antikérpern GATA3, TTF-1, MUC-1 und Napsin A
gefarbt worden waren
e Erneute Mikroskopie aller gefarbten Praparate mit semiquantitativer Auswertung der
immuncytochemischen Reaktion
e Erhebung der Follow-Up Daten durch Einsicht aller Patientenakten
e Statistische Analyse

2.12 Statistische Analyse

Die Datenauswertung erfolgte deskriptiv statistisch mit Hilfe der so genannten Vierfeldertafel, einer

speziellen Form der Kontingenztafel. Es handelt sich dabei um eine binare Tabelle, in der die zwei

Merkmale A und B eingetragen werden. Beide Merkmale haben je zwei Auspragungen: Merkmal A

trifft zu oder Merkmal A trifft nicht zu (gleiches gilt fir Merkmal B). Anhand der Vierfeldertafel und

ihrer Randsummen (siehe dazu Tabelle 2) kénnen statistische Parameter wie die Sensitivitat, die

Spezifitat, der positive pradiktive Wert (PPW) sowie der negative pradiktive Wert (NPW) der
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Treffsicherheit der untersuchten Immunreaktionen flir eine charakteristische Tumorentitat
errechnet werden .

erwartete erwartete Summe
Tumorentitat + Tumorentitat -
Immunreaktion + Anzahl der richtig Anzahl der falsch Anzahl der positiv
Positiven (A) Positiven (B) diagnostizierten Falle
(A+B)
Immunreaktion - Anzahl der falsch Anzahl der richtig Anzahl der negativ
Negativen (C) Negativen (D) diagnostizierten Falle
(C+D)
Summe Anzahl der Anzahl der Summe
tatsachlich positiven | tatsachlich negativen
Fille (A+C) Falle (B+D)

Tabelle 2: Vierfeldertafel zur Berechnung der Treffsicherheiten der Immunreaktion

In diesem Beispiel entspricht Merkmal A der erwarteten Tumorentitdt und Merkmal B beschreibt
das Ergebnis der Immunreaktion (positiv oder negativ).

Die Sensitivitat gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der das Merkmal A auch als solches erkannt
wird. Sie errechnet sich als Quotient aus der Anzahl der richtig Positiven (A) und der Anzahl der
tatsachlich positiven Falle (A+C).

Sens = ——
ens A+C

Bildet man den Quotienten aus der Anzahl der richtig Negativen (D) und der Gesamtzahl aller
Patienten ohne Merkmal B (B+D), so erhdlt man die Spezifitat. In diesem Fall ist die Spezifitat also
ein Marker dafiir, wie gut ein Patient ohne die erwartete Tumorentitdt (also ohne Marker A) auch
als solcher erkannt wird.

D
B+D

Spez =

Sensitivitdt und Spezifitdt ermoglichen eine Qualitdtsbeurteilung der (neuen) diagnostischen
Methode. Der Idealwert der beiden Parameter betradgt jeweils 100%, das diagnostische Tool wiirde
somit jeden Fall richtig voraussagen bzw. korrekt diagnostizieren.

Der positive pradiktive Wert gibt die Wahrscheinlichkeit an, bei positivem Testergebnis auch
wirklich an der erwarteten Tumorentitdt (Merkmal A) zu leiden. Er errechnet sich als Quotient aus
der Anzahl der richtig Positiven (A) an der Gesamtzahl aller positiv diagnostizierten Falle (A+B).

A
PPW = 118
Aquivalent dazu ist der negative pradiktive Wert ein prozentualer Vorhersagewert fiir die Hohe der
Wahrscheinlichkeit, tatsachlich ohne Merkmal A zu sein, wenn ein negatives Testergebnis vorliegt.
Gebildet wird er aus dem Quotienten der richtig Negativen (D) und der Anzahl aller durch den Test
negativ diagnostizierten Falle (C+D).

34



NPW = D
T C+D

Da bei der Auswertung der immuncytochemischen Farbungen Cut-Off-Werte bestimmt wurden,
wurde weiterhin der Youden-Index berechnet. Hiermit lasst sich errechnen, welcher der Cut-Off-
Werte am besten geeignet ist, um Patienten mit Merkmal A von Patienten ohne Merkmal A zu

differenzieren. Er berechnet sich wie folgt:
Youden Index = Sens + Spez — 1

Der Youden-Index nimmt Werte zwischen -1 und 1 an. Umso naher er an 1 liegt, desto besser ist
die diagnostische Aussagekraft.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv

Im Zeitraum vom 01.01.2011 bis zum 30.06.2015 wurde bei insgesamt 694 aus der
Universitatsklinik Diisseldorf sowie der Kaiserswerther Diakonie eingesandten Ergussflissigkeiten
primar die Diagnose ,Tumorzell-positiv’ gestellt. Bei 66 dieser Erglisse lag nicht genug
Archivmaterial zur weiteren Diagnostik vor. Weitere 280 Falle schieden nach semiquantitativer
mikroskopischer Auswertung (siehe Einschluss- und Ausschlusskriterien im Kapitel Material und
Methoden) auf Grund einer unzureichenden Zellzahl auf den Objekttragern aus (Abbildung 2).

Fallzahl gesamt
n=694

unzureichendes
Archivmaterial

n=66

addquat
n=628

ausreichende
Zellzahl
Il++ll/ll+++ll

n=348
|

zu geringe
Zellzahl ("+"

n=66

Ascites Perikard
n=72 n=14

Pleura
n=262

Abb. 2: Flussdiagramm aller Tumorzell-positiven Ergussfliissigkeiten, welche aus dem UKD oder der
Kaiserswerther Diakonie im Zeitraum vom 01.01.2011 bis zum 30.06.2015 eingesandt wurden

Somit wurde insgesamt die Expression von GATA3, TTF1, Napsin A und MUC1 an 348
Ergussfliissigkeiten von 275 Patienten immuncytochemisch untersucht. Davon waren 262 Pleura-
erglsse, 72 Asciten und 14 Perikardergsse.

Nach immuncytochemischer Farbung mussten drei Prdparate aus der Studie ausgeschlossen
werden. Ein Ausstrich war durch mangelhafte Farbung methodisch nicht auswertbar, in zwei
anderen Féllen waren die Prdparate nach dem Farbeverfahren nicht mehr eindeutig einem
Patienten zuzuweisen, da die Markierung der Objekttrager unleserlich geworden war.

Von den daraufhin verbliebenen 345 Fallen mussten weitere sechs Erglisse auf Grund
unvollsténdiger Follow-Up-Daten aus der Studie ausgeschlossen werden: Bei vier Patienten konnte
aus der Patientenakte keine endgiiltige Tumordiagnose eruiert werden. Zwei Patienten waren vor
Diagnosestellung in ein anderes Klinikum verlegt worden und somit einer Nachverfolgung nicht
mehr zuganglich.

Somit ergab sich nach Auswertung der gefarbten Préparate sowie nach Erhebung des Follow-Ups
eine Zahl von 339 auswertbaren Praparaten. Diese Zahl beinhaltet 257 Pleuraerglisse, 70 Asciten
sowie 12 Perikardergtisse (Abbildung 3). Somit wurden insgesamt 97,4% (339/348) der Praparate
zur endgultigen Auswertung herangezogen.
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Abb. 3: Flussdiagramm der immuncytochemisch untersuchten Praparate

3.1.1 Geschlechterverteilung

185 Ergussflissigkeiten stammten von Frauen, 154 von Mannern. Somit lag der Frauenanteil des
Studienkollektivs bei 54,6%, der Anteil der 45,4%. Die
Geschlechtsverteilung fiir Pleuraergiisse, Asciten und Perikardergiisse zeigt Abbildung 4.

mannlichen Patienten war

100% -
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70% -
60% -
50% - M Frauen
20% - B Manner
30% -
20% -

10% -

0% -

Ascites

Pleuraerguss Perikarderguss

Abb. 4: Geschlechterverteilung der malignen Ergiisse in %

3.1.2 Altersverteilung

Die Altersspanne aller eingesandten Ergussflissigkeiten reichte von 3 bis 97 Jahren, wie in
Abbildung 5 dargestellt. Das mittlere Alter lag bei 67,3 Jahren und das mediane Alter betrug 69
Jahre.
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Abb. 5: Patientenalter in Jahren zum Zeitpunkt der Punktion des untersuchten Ergusses

Die Altersverteilung fiir Pleuraergiisse und Asciten zeigen Abbildung 6 und 7.
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Abb. 6: Patientenalter in Jahren zum Zeitpunkt des untersuchten Pleuraergusses
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Abb. 7: Patientenalter in Jahren zum Zeitpunkt des untersuchten Ascites

Das mittlere Alter unter den Patienten mit Pleuraergiissen lag bei 68 Jahren, das mediane Alter bei
70. Die Patienten mit Ascites waren zum Zeitpunkt der Punktion im Mittel 65,2 Jahre alt, das
mediane Alter betrug hier 68 Jahre. Auf Grund der geringen Fallzahl wird bei den Patienten mit
Perikarderguss auf eine grafische Darstellung der Altersverteilung verzichtet. Das mittlere Alter
betrug hier 65,6 Jahre bei einem medianen Alter von 66 Jahren.

3.2 Referenzstandard

Als Referenzstandard fiir die vorliegende Arbeit wurde diejenige fiir den Kdérperhohlenerguss
ursachliche Tumorentitat definiert, auf welche sich der Kliniker nach Auswertung aller ihm
vorliegenden Untersuchungsergebnisse im endgiltigen Arztbrief festlegte. In 87% (296/339) der
ausgewerteten Prdparate lag ein histologischer Befund vor. Das Gewebe fiir die histologische
Untersuchung stammte in der Regel nicht aus einer Punktion von Pleura, Peritoneum oder Perikard,
sondern wurde oftmals bioptisch aus dem Primartumor gewonnen, teilweise auch durch die
Exzision suspekter Lymphknoten oder -bei bereits erfolgter Tumoroperation- aus dem OP-Praparat
selbst. Direkte Biopsien der Pleura bzw. des Peritoneums erfolgten lediglich bei einigen primaren
Tumoren der serésen Hohlen. So wurden beispielweise drei der vier Pleuramesotheliome dieser
Studie liber eine direkte thorakoskopische Pleurabiopsie gesichert. Ebenso wurden drei der fiinf
primdren Peritonealkarzinome (iber eine Biopsie des Peritoneums histologisch gesichert.

In den Ubrigen 43 Fallen ohne vorliegende Histologie wurde die wahrscheinliche Entitdt des
Primdrtumors seitens der behandelnden Arzte anhand der cytologischen Diagnose der
Ergussfliissigkeit, anamnestischen Daten, weiteren bildgebenden Verfahren wie Computer-
tomographie, Magnetresonanztomographie, konventionelle Réntgenaufnahmen sowie seltener
Positronen-Emissions-Tomographie oder endoskopischen und endosonografischen
Untersuchungen bestimmt. In einem Fall erfolgte die endgliltige Diagnose der Tumorentitat nach
einer Obduktion.
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3.3 Tumorentitiaten

3.3.1 Haufigkeitsverteilung in der Gesamtkohorte

Die haufigste Tumorentitat stellte mit 141 Fallen das Lungenkarzinom dar. Davon waren 101
Adenokarzinome, 4 Plattenepithelkarzinome, 15 kleinzellige Bronchialkarzinome und 21 nicht
naher subklassifizierte nicht-kleinzellige Karzinome. Informationen liber den Differenzierungsgrad
der Tumore lag bei 63 der 101 pulmonalen Adenokarzinomen vor. Ein Karzinom war undifferenziert
(G4), 44 gering differenziert (G3) 17 Karzinome zeigten eine mafige Differenzierung (G2) und ein
Karzinom war gut differenziert (G1). Von den dbrigen 21 NSCLC war in funf Fallen der
Differenzierungsgrad bekannt (jeweils gering differenziert). Die kleinzelligen Bronchialkarzinome
sind per Definitionem entdifferenziert (G4), bei den vier Plattenepithelkarzinomen war der
Differenzierungsgrad nur in einem Fall bekannt (G3).

Zweithdufigster Tumor in den untersuchten Ergilssen war mit einer Fallzahl von 44 das
Ovarialkarzinom. 29 der 44 Ovarialkarzinome lieRen sich dem serdsen(-papillaren) Typ zuordnen,
ein nicht-kleinzelliges Karzinom des Ovars zeigte ein solides Wachstumsmuster, ein
Ovarialkarzinom zahlte zu den groRzelligen Adenokarzinomen und 11 weitere Adenokarzinome des
Ovars wurden nicht weiter bezeichnet. In zwei Fallen lag keine Histologie vor.

Mit 40 Fallen stellte das Mammakarzinom die dritthdufigste Tumorentitdt dieser Studie. Davon
waren 20 duktale und 3 lobuldre Karzinome sowie jeweils eines inflammatorisch bzw.
adenosquamos. Sechs weitere Adenokarzinome der Mamma wurden nicht ndher subklassifiziert.
Leider lag in acht weiteren Fallen das genaue histologische Ergebnis nicht vor, da die operativen
Eingriffe und die onkologische Therapie in einem externen, uns fir das Follow-Up nicht
zuganglichem Krankenhaus erfolgte. In einem Fall erfolgte keine histologische Sicherung des
Tumors. Leider konnte nur bei 11 der 40 Mammakarzinomen der Hormonrezeptorstatus eruiert
werden. Von diesen waren vier positiv flr ER sowie PR, aber HER2 negativ, ein Mammakarzinom
wies eine Expression aller drei Rezeptoren auf und ein Mammakarzinom blieb ER und HER2 positiv,
aber PR negativ. Bei weiteren flinf Mammakarzinomen konnten nur der PR und ER Status bestimmt
werden (drei Falle ER und PR negativ, ein Fall ER und PR positiv, ein Fall ER positiv und PR negativ).

Andere haufige Tumore der Studie waren das Adenokarzinom des Pankreas (27 Falle), das
Magenkarzinom (11), das Karzinom des gastrodsophagealen-Ubergangs (10) sowie das kolorektale
Karzinom (11). Zur genaueren histogenetischen Klassifizierung dieser Tumore siehe Abbildung 8.
Des Weiteren kamen auch Ergussbeteiligungen von Tumoren des lymphatischen Systems (davon
zwei diffus grofRzellige NHL (Non-Hodgkin-Lymphom), ein anaplastisch groRzelliges NHL, zwei nicht
naher klassifizierte NHL sowie vier Falle einer akuten myeloischen Leukdmie (AML), davon eine AML
M4 und drei nicht ndher bezeichnete, des Uterus (drei Endometriumkarzinome) und des
Urogenitaltrakts (drei Urothelkarzinome) vor. In finf Fallen wurde ein malignes Melanom als
Primarius diagnostiziert und drei Mal wurde die Diagnose eines cholangiozellularen Karzinoms
gestellt. Weitere, weniger haufige Tumorentitdten waren das primédre serdse Peritonealkarzinom
(funf Falle) sowie das Pleuramesotheliom (vier Félle).

Folgende drei Tumorentitdten waren jeweils nur mit einem Fall in der Arbeit vertreten: Das
papillare Schilddriisenkarzinom, das Adenokarzinom der Prostata sowie ein nicht naher
bezeichnetes Nierenzellkarzinom.
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Auch einige seltene Tumore wie ein embryonales Rhabdomyosarkom, ein endometriales Stroma-
sarkom, ein pleuropulmonales Blastom Typ Il sowie ein Plattenepithelkarzinom des Penis waren
Primartumoren der untersuchten Kohorte.

CUP jmmm

Pleuropulmonales Blastom Typ IlI |
endometriales Stromasarkom
embryonales Rhabdomyosarkom
Peniskarzinom

papilldres Schilddriisenkarzinom
Nierenzellkarzinom

Prostatakarzinom

Urothelzellkarzinom
Endometriumkarzinom
Cholangiozelluldres Karzinom
Pleuramesotheliom

AML

NHL

Melanom

Primares Peritonealkarzinom
Karzinom des GO-Ubergangs
Magenkarzinom
Kolorektales Karzinom
Pankreaskarzinom
Mammakarzinom

Ovarialkarzinom

Lungenkarzinom

0 50 100 150
B Adenokarzinom H Kleinzeller m Nicht kleinzelliges Karzinom
B Plattenepithelkarzinom B nicht naher klassifiziert W serods (-papillares) Karzinom
duktales Adenokarzinom lobudres Adenokarzinom siegelringzelliges Karzinom

Abb. 8: Ubersicht iiber die Hiufigkeit der Primartumoren aller untersuchten Ergiisse inklusive
histogenetischer Klassifizierung (soweit bekannt)

In 16 Fallen lieBen sich das untersuchte Gewebe bzw. die untersuchten Zellen weder
morphologisch, noch durch adjuvante Methoden einem Ursprungsgewebe zuordnen, sodass die
Diagnose eines CUP-Syndroms gestellt wurde.
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3.3.2 Geschlechterspezifische Haufigkeitsverteilung der Tumorentititen in der
Gesamtkohorte

Betrachtet man die Haufigkeit der Tumorentitdten nach Geschlechtern getrennt, so bleibt sowohl
bei Mannern als auch bei Frauen das Lungenkarzinom an erster Stelle.

In Abbildung 9 sind die sechs haufigsten Tumoren bei Mannern und in Abbildung 10 die haufigsten
Tumoren bei Frauen aufgefiihrt.

1. Bronchialkarzinom (58%), davon

e Adenokarzinom (69%)

e Nicht-Kleinzelliges Karzinom (18%)
e Kleinzelliges Karzinom (9%)

e Plattenepithelkarzinom (4%)

2. Pankreaskarzinom (10%)

3. Karzinom des gastrodsophagealen Ubergangs (5%)

4. Magenkarzinom (4%)
5. Non-Hodgkin-Lymphom (3%)
5. CUP (3%)

Abb. 9: relative Haufigkeitsverteilung der sechs haufigsten Primdrtumoren bei Mannern, betrachtet
wurden hierbei alle untersuchten malignen Ergusstypen (Pleuraerguss, Ascites sowie Perikarderguss)

Auffallig ist, dass das Lungenkarzinom bei den Mannern mit einem Anteil von 58% weit vor allen
anderen Primartumoren steht, wohingegen die drei haufigsten Tumore bei den Frauen dhnliche
Haufigkeiten aufweisen. Bei den Patientinnen flhrte das Bronchialkarzinom mit 28%, dicht gefolgt
vom Ovarialkarzinom (24%) und dem Mammakarzinom (22%).

Erwdhnenswert ist auBerdem, dass bei den Patientinnen mit fast 80% das Adenokarzinom die
haufigste histologische Diagnose innerhalb der Lungenkarzinome darstellte. 12,5% (5/40) der
Frauen mit Adenokarzinom waren Nichtraucherinnen, bei 20% (8/40) war die Nikotinanamnese
nicht zu erheben und alle Gbrigen 67,5% (27/40) hatten einen Nikotinabusus von mindestens 10 PY.
Im Vergleich hierzu wiesen alle Frauen mit einem kleinzelligem Lungenkarzinom eine positive
Nikotinanamnese auf (7/7) und 60% (3/5) der Patientinnen mit nicht naher klassifiziertem nicht-
kleinzelligem Lungenkarzinom. Bei den mannlichen Patienten lag der Anteil der Raucher mit einem
Nikotinabusus von mindestens 10 PY unter den pulmonalen Adenokarzinomen bei 72% (44/61),
unter den kleinzelligen Lungenkarzinomen bei 63% (5/8), unter den nicht-kleinzelligen Karzinomen
ebenfalls bei 63% (10/16) und alle vier Patienten mit Plattenepithelkarzinom wiesen eine positive
Raucheranamnese auf. Insgesamt konnte bei beiden Geschlechtern in 71% ein Nikotinabusus
erhoben werden (37/52 bei den Frauen und 63/89 bei den Mannern).



1. Bronchialkarzinom (28%), davon

e Adenokarzinom (77%)
* Kleinzelliges Karzinom (13%)
¢ Nicht-kleinzelliges Karzinom (10%)

2. Ovarialkarzinom (24%)
3. Mammakarzinom (22%)
4. Pankreaskarzinom (6%)
4. CUP (6%)

6. Colorektales Karzinom (4%)

Abb. 10: relative Haufigkeitsverteilung der sechs haufigsten Primartumoren bei Frauen. Betrachtet wurden
hierbei alle untersuchten malignen Ergusstypen (Pleuraerguss, Ascites sowie Perikarderguss)

3.3.3 Haufigkeitsverteilung nach Ergussort

Die Abbildung 11 zeigt die funf haufigsten Primartumore, welche den 257 Pleuraergiissen dieser
Studie zu Grunde lagen.

1. Bronchialkarzinom (49,0%), davon

e Adenokarzinom (72%)

e Nicht-kleinzelliges Karzinom (16%)
e Kleinzelliges Karzinom (11%)

e Plattenepithelkarzinom (1%)

2. Mammakarzinom (13,6%)

3. Ovarialkarzinom (9,7%)

4. CUP (5,0%)

5. Pankreaskarzinom (4,2%)

Abb. 11: Haufigkeitsverteilung der fiinf hdufigsten Primartumoren aller Pleuraergiisse dieser Studie

In nahezu der Halfte aller Pleuraerglisse wurde letztlich ein Bronchialkarzinom als Primartumor

diagnostiziert, womit Pleurakarzinosen des Lungenkarzinoms zahlenmaRig deutlich vor denen des

Mamma- sowie des Ovarialkarzinoms liegen. Die noch verbliebenen 27,7% der fir die

Pleurakarzinose ursachlichen Primartumoren verteilten sich mit nur wenigen Fallzahlen
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Unterschied auf das CUP-Syndrom (5,0%), das Pankreaskarzinom (4,2%), das Karzinom des
gastrodsophagealen-Ubergangs (3,5%), das Osophaguskarzinom, das Magen- und das kolorektale
Karzinom (jeweils 2,7%), die Non-Hodgkin-Lymphome (zusammen 2%), das Pleuramesotheliom und
das maligne Melanom (jeweils 1,6%) sowie die akute myeloische Leukdmie und das primére serose
Peritonealkarzinom (mit jeweils 0,7%). Bei weiteren 3% der diagnostizierten Primartumore wurde
im Rahmen dieser Studie jeweils einmal eine Pleurabeteiligung beobachtet. Dies waren folgende
Tumore: Das Nierenzellkarzinom, das Prostatakarzinom, das papilldare Schilddriisenkarzinom, das
Urothelkarzinom, das embryonale Rhabdomyosarkom, das Pleurapulmonale Blastom Typ Il sowie
das Endometriumkarzinom des Uterus.

Die Abbildung 12 zeigt die 5 h&ufigsten Primartumore, welche den 70 Asciten dieser Studie
zugrunde lagen.

1. Ovarialkarzinom (27,1%)
2. Pankreaskarzinom (23,0%)

3. Lungenkarzinom (7,1%)

3. Mammakarzinom (7,1%)

5. Colorektales Karzinom (5,7%)

5. Magenkarzinom (5,7%)

Abb. 12: Haufigkeitsverteilung der sechs haufigsten Primartumoren aller Asciten dieser Studie

Deutlich haufiger lassen sich als Ursache einer Peritonealkarzinose im Rahmen dieser Studie nur
das Ovarialkarzinom mit gut einem Viertel aller Falle sowie das Pankreaskarzinom, welches in 23%
der Falle den Primarius darstellte, abgrenzen. Die verbleibende Halfte aller Fille verteilt sich fast
gleichmaRig auf die folgenden Primartumoren, welche sich jeweils nur um ein bis vier Falle
unterscheiden: Mammakarzinom und Bronchialkarzinom (jeweils 7,1%), Magen und kolorektales
Karzinom mit jeweils 5,7%, das CCC (Cholangiozellulares Karzinom), das primdre serdse
Peritonealkarzinom sowie das CUP-Syndrom mit jeweils 4,3% sowie das Endometriumkarzinom und
das Urothelkarzinom mit jeweils 2,9% und mit je einem Fall das Plattenepithelkarzinom des Penis,
das Melanom, das endometriale Stromasarkom sowie ein Adenokarzinom des gastroésophagealen-
Ubergangs (je 1,4%).

Maligne Perikardergiisse treten selten auf und so wurden in dieser Studie nur zwélf Falle in die
endgiltige Auswertung miteinbezogen. Zehn Mal wurde dabei die Diagnose eines
Bronchialkarzinoms gestellt, die beiden anderen Fille traten im Rahmen einer AML auf. Zu
beachten ist hierbei, dass Mehrfacheinsendungen eines Ergusses moglich sind und die zwei
untersuchten Félle der AML hier auf ein und denselben Patienten zuriickzufiihren sind. Die zehn
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Perikarderglisse, welche letztlich auf ein Bronchialkarzinom zurtickzufiihren waren, stammten von
neun verschiedenen Patienten.

3.3.4 Treffsicherheit der cytomorphologischen und immuncytochemischen
Bestimmung des Primdrtumors einer Karzinose in der Routinediagnostik

In den allermeisten Fallen ist der Tumorzellnachweis in Kérperhdhlenerglissen nicht auf einen
lokoregiondren Primdrtumor zuriickzufihren, sondern stellt vielmehr ein metastasiertes
Tumorleiden dar. Daher werden in der cytologischen Diagnostik von Korperhdhlenergiissen
regelmaRig immuncytochemische Verfahren angewandt, um den durch rein morphologische
Kriterien erhobenen Befund bezlglich des Primartumors zu erganzen. Oftmals ist rein
morphologisch keine eindeutige Bestimmung der Tumorentitat moglich. Die in diesem Kapitel
beschriebenen immuncytochemischen Untersuchungen sind Teil der Routinediagnostik im Rahmen
der Krankenversorgung, wurden nicht von mir persoénlich durchgefiihrt, sollen aber hier naher
beziiglich der Genauigkeit der Tumorklassifikation ausgewertet werden. Hierbei wird der Grad der
Ubereinstimmung der cytologischen bzw. immuncytochemischen Diagnose mit der Follow-Up
Diagnose in 4 Wertungskategorien eingeteilt und untersucht (siehe Treffsicherheit der
cytomorphologischen und immuncytochemischen Bestimmung des Primartumors einer Karzinose
in der Routinediagnostik im Kapitel Material und Methoden).

133 von 339 Erglssen wurden im Rahmen der klinisch-cytologischen Diagnostik beziiglich des
Primartumors immuncytochemisch untersucht. In 206 Fallen wurde die cytologische Diagnose rein
morphologisch gestellt. Hiervon war in 144 Fallen der Primartumor bei der Punktion des Ergusses
bekannt und wurde auf dem Einsendeschein vom Kliniker mitgeteilt. In den Ubrigen rein
cytologisch-morphologisch diagnostizierten Fallen lagen fiir die Anspriiche der Routinediagnostik
jeweils zu wenig Tumorzellen fiir eine immuncytochemische Klassifikation vor. 120 der 133 in der
Routinediagnostik immuncytochemisch untersuchten Ergussflissigkeiten konnten mittels eines
Antikorper-Panels, die Ubrigen nur mittels einzelner ausgewahlter Antikorper, weiter
immuncytochemisch untersucht werden. Insgesamt stimmte in 87% der Falle (296 von 339) die
cytologische Diagnose mit der klinischen Diagnose als Referenzstandard im Sinne der
Wertungskategorie 1 iberein.

Insgesamt 16-mal wurde vom Kliniker die Diagnose eines CUP gestellt. Diese 16 Praparate verteilen
sich auf 12 verschiedene Patienten. Von den 16 CUP-Diagnosen lieRen sich neun Falle der
Wertungskategorie 3 (keine explizite Ubereinstimmung, Ubereinstimmung aber auch nicht
ausgeschlossen) zuordnen, die Ubrigen sieben fielen in die Wertungskategorie 2 (weitgehende
Ubereinstimmung).

Die Uibrigen 27 Praparate der Kategorien 2, 3 und 4 (Kategorie 4: keine Ubereinstimmung) stammen
von 24 verschiedenen Patienten und Patientinnen. Tabelle 3 zeigt eine Auflistung der Gegen-
Uberstellungen von Cytologie und klinisch-histologischer Primadrtumordiagnose einiger exem-
plarischer, interessanter Falle, welche in der Diskussion noch ausfiihrlich erértert werden. Bei Fall
2 und Fall 4 wurden im Rahmen der Routinediagnostik keine adjuvanten immuncytochemischen
Untersuchungen durchgefiihrt. Die vier Antikorper, welche in der Spalte ,immuncytochemisches

Expressionsprofil” dieser zwei Falle aufgeflihrt sind, stammen nicht aus der cytologischen
Routinediagnostik im Rahmen der Krankenversorgung, sondern sind nachtraglich im Rahmen dieser

Studie eingesetzt worden.
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Somit ergibt sich insgesamt 296-mal die Wertungskategorie 1, in die Wertungskategorie 2 fallen elf

Praparate, in die Wertungskategorie 3 16 Prdparate und in die Wertungskategorie 4 ebenfalls 16

Praparate.
Fall | Cytologische Diagnose | Immuncytochemisches | Relevante klinische | klinische Kate-
laut Befund (Wortlaut) | Expressionsprofil Informationen des | Diagnose gorie
Einsendescheins
1 Die Ergebnisse GATA3: Score 0 Keine Mamma- 4
sprechen fir das Napsin A: Score 5 karzinom,
Vorliegen von Zellen TTF1: Score 5 nicht ndher
eines metastasierten MUCL1: Score 4 bezeichnet
Adenokarzinoms der CK 5/6: Score 4
Lunge CK 7: Score 5
CK 20: Score O
CA 125: Score 2
Cdx-2: Score 0
CEA: Score 4
p40: Score 0
2 Als Primartumor GATAS3: Score 0 Pankreaskarzinom, Adenokarzi- 4
kommt gut das klinisch | Napsin A: Score 0 metastasiert, maligne | nom des
angegebene Pankreas- | TTF1: Score O Zellen? Magens,
karzinom in Frage MUCL1: Score 3 intestinaler
Typ
3 Insofern sprechen die GATA3: Score 2 Nicht kleinzelliges Plattenepithel | 3
Ergebnisse fur das Napsin A: Score 0 Bronchialkarzinom karzinom der
Vorliegen von Zellen TTF1: Score 0 Lunge
eines MUC1: Score 3
metastasierenden berEP 4: Score 5.
nicht-kleinzelligen Cdx 2: Score 1.
Karzinoms. Einen P 40: Score 0.
Ursprung in der Lunge
kénnen wir nicht
nachweisen, es konnte
sich auch um ein
Magen-oder
Pankreaskarzinom
handeln
4 Als Primartumor GATA3: Score 0 Ovarialkarzinom Kolorektales 4
kommt durchaus das Napsin A: Score 0 Adenokarzi-
klinisch bekannte TTF1: Score 0 nom, siegel-
Ovarialkarzinom in MUC1: Score 3 ringzellig
Frage
Tabelle 3: Darstellung einiger Fille mit Abweichung der cytologischen Diagnose vom Referenzstandard.

Die Ergebnisse der Inmuncytochemie aller untersuchten Antikdrper sowie relevante klinische Angaben
auf dem Einsendeschein sind ebenfalls aufgefiihrt

3.4 Expression von GATA3, TTF1, Napsin A und MUC1

Bei 16 der 339 zur endgiltigen Auswertung herangezogenen Ergiisse wurde die Diagnose eines

CUP-Syndroms gestellt. Diese 16 Falle konnen nicht in die Berechnung von Treffsicherheiten bei

den Untersuchungen fiir die jeweiligen Antikorper einbezogen werden, da keine endgiltige

,korrekte” Tumordiagnose festgelegt wurde, welche als Referenzstandard dienen kdnnte. Somit
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reduziert sich die auswertbare Kohorte fiir eine Analyse der Treffsicherheit der einzelnen
Antikorper fur die in den folgenden Unterkapiteln angegebenen Entitdten jeweils auf 323 Erglisse.

3.4.1 GATA3

Insgesamt zeigten 44 der 339 gefarbten und ausgewerteten Praparate eine positive Immunreaktion
(Score>0) fur GATA3. Tabelle 4 zeigt alle Tumorentitaten mit Expression von GATA3.

Primarius gefarbt | positiv | Score1l | Score 2 | Score 3 | Score 4 | Score 5
Mamma Gesamt 40 26 (65) | 3 2 4 5 12
-duktales 20 12 (60) | 2 1 2 1 6
Adenokarzinom

-lobulares 3 2 (67) 0 0 0 0 2
Adenokarzinom

-nicht nadher | 17 12(71) |1 1 2 4 4
bezeichnet

Lunge 141 9 (6) 4 3 1 1 0
Urothel 3 3(100) |0 2 0 0 1
Ovar 44 3(7) 1 2 0 0 0
cup 16 2 (13) 1 0 0 0 1
Pankreas 27 1(4) 1 0 0 0 0

Tabelle 4: Haufigkeitsverteilung der Score-Werte aller GATA3 positiven Tumorentitdaten; absoluter
Zahlenwert (Prozentwert)

Mit 26 positiven Fallen war das Mammakarzinom die mit Abstand haufigste Tumorentitdt mit
Immunreaktion flir GATA3. Dies entspricht, je nach Subtyp, einer Pravalenz mindestens einer
schwachen fokalen Immunreaktion (Score 1) von 60% (duktales Mammakarzinom) bis 71% (nicht
naher klassifizierte Mammakarzinome). Die Prdvalenz (ab Score 1) fir alle Mammakarzinome
zusammen liegt bei 65% (26 von 40).

In neun Fallen gab es einen positiven GATA3-Nachweis bei einem Lungenkarzinom. Davon waren
sechs Adenokarzinome mit Score-Werten zwischen 1 und 4. Zwei weitere waren
Plattenepithelkarzinome der Lunge, jeweils mit einem Score-Wert von 2, und im letzten Fall fand
sich ein nicht kleinzelliges Karzinom der Lunge als Primartumor, ebenfalls mit dem Score-Wert 2.
Insgesamt exprimierten jedoch nur wenige Lungenkarzinome GATA3 (9 von 141), entsprechend
einer Pravalenz (ab Score 1) von 6%.

Eine geringe Expression mit Score-Werten von 1 bzw. 2 zeigte sich auBerdem bei drei von insgesamt
44 untersuchten Ovarialkarzinomen. In einem Fall wies ein Pankreaskarzinom ebenfalls eine
positive Immunreaktion mit einem Score 1 auf (1 von 27).

Von den drei untersuchten Urothelkarzinomen zeigten alle eine positive Immunreaktion fiir GATA3.
Zwei erhielten den Score 2, eines den Score 5. Dies entspricht einer Pravalenz (ab Score 1) von 100%
(3 von 3).

Folgende Tumorentitdten zeigten keine GATA3 Expression: das kleinzellige Bronchialkarzinom, das
Magenkarzinom sowie das Karzinom des gastrodsophagealen Ubergangs, das kolorektale
Karzinom, das Endometriumkarzinom, das Pleuramesotheliom, das cholangiozelluldre Karzinom,
das primare serdse Peritonealkarzinom, die AML, die NHL, das Melanom, das Nierenzellkarzinom,
das Adenokarzinom der Prostata, das papillare Schilddriisenkarzinom, das embryonale Rhabdo-
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myosarkom, das endometriale Stromasarkom, das pleuropulmonale Blastom Ill sowie das Platten-
epithelkarzinom des Penis.

3.4.2 Treffsicherheit der GATA3 Expression bei Karzinosen von Mamma- und
Urothelkarzinomen

GATA3 ist eine in der Routinediagnostik oft verwendeter Marker fiir Mamma- sowie
Urothelkarzinome. Eine signifikante Expression wird zwar noch in einer Reihe anderer
Tumorentititen beobachtet, welche aber selten bzw. nie zu einer Karzinose fihren 3° und daher fiir
eine Auswertung von Treffsicherheiten hier vernachlassigt werden kdnnen. Legt man daher diese
beiden Tumorentitaten unter allen in der Arbeit enthaltenen Tumoren als , richtig positiv” flr eine
Expression von GATAS3 fest, so lasst sich die Treffsicherheit einer GATA3 Expression bestimmen.

Betrachtet man die Gesamt-Sensitivitdt und Spezifitdit ab einem Score-Wert von 1 flr den
Antikdrper GATA3, so ergab sich eine Sensitivitdat von 67,4% und eine Spezifizitdt von 95,4%. Der
positive pradiktive Wert betrug 69,0% und der negative pradiktive Wert 95,0%. Erhéht man den
,»Cut-Off”, also jenen Score-Wert, ab dem das Ergebnis als positiv gewertet wird, so verandert sich
auch die Treffsicherheit der Expressionsanalyse eines Antikorpers. Tabelle 5 zeigt Sensitivitat,
Spezifitat, positiven pradiktiven Wert sowie den negativen pradiktiven Wert fiir die Treffsicherheit
der GATA3 Expression zur Diagnose eines Mamma- oder Urothelkarzinoms bei den Cut-Off Werten
1, 2, 3, 4 und 5. Der hochste Youden-Index, also die bestmdgliche erreichbare Kombination von
Sensitivitat und Spezifitat, findet sich bei einem Score > 1.

Cut- Sensitivitat Spezifitat PPW NPW Youden-

Off Index

>1 67,4% (29/43) 95,4% (267/280) 69,0% (29/42) | 95,0% 0,63
(267/281)

>2 60,5% (26/43) 97,5% (273/280) 78,8% (26/33) | 94,1% 0,58
(273/290)

>3 51,2% (22/43) 99,3% (278/280) 91,7% (22/24) | 93,0% 0,50
(278/299)

>4 41,9% (18/43) 99,6% (279/280) 94,7% (18/19) | 91,8% 0,42
(279/304)

=5 30,2% (13/43) 100% (280/280) 100% (13/13) | 90,3% 0,30
(280/310)

Tabelle 5: Sensitivitat, Spezifitdt, PPW und NPW sowie Youden-Index einer GATA3 Expression fiir das
Mamma- sowie Urothelkarzinom, jeweils fiir die Score-Werte 1, 2, 3, 4 und 5 als Cut-Off

3.4.3 TTF1

Der Antikorper TTF1 zeigte in 113 von 339 Erglissen eine positive Immunreaktion. Tabelle 6 zeigt
alle Tumorentitaten mit Expression von TTF1. Bei 103 Erglissen bestand ein Lungenkarzinom als
Primarius. Die Pravalenz der TTF1 Expression ab einem Score-Wert von 1 betrug 78% fiir Karzinosen
pumonaler Adenokarzinome, 71% fur nicht-kleinzellige Lungenkarzinome und 60% fiir Kleinzeller.
Von den 15 kleinzelligen Bronchialkarzinomen waren sieben im Follow-Up naher als kleinzellige
neuroendokrine Karzinome bezeichnet, in vier Fallen lag keine histologische Untersuchung vor und
in vier weiteren Fallen war die histologische Diagnose ,kleinzelliges Bronchialkarzinom®. Zur
genauen Verteilung des jeweiligen Score-Wertes siehe Tabelle 6.
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Primarius gefarbt | positiv | Score 1 | Score 2 | Score 3 | Score 4 | Score 5
Lunge Gesamt 141 103(73) |5 5 15 26 52
-Adenokarzinom 101 79 (78) 5 4 9 23 38
-Plattenepithel- 4 0(0) 0 0 0 0 0
karzinom

-Kleinzeller 15 9 (60) 0 1 4 1 3
-Nicht-kleinzelliges | 21 15 (71) 0 0 2 2 11
Karzinom

cup 16 3(19) 1 0 0 1 1
GO-Ubergang 10 2 (20) 1 0 1 0 0
Mamma 40 2 (5) 1 0 0 0 1
Schilddriise, 1 1 (100) 0 0 0 1 0
papillar

Prostata 1 1 (100) 1 0 0 0 0
Ovar 44 1(2) 1 0 0 0 0

Tabelle 6: Haufigkeitsverteilung der Score-Werte aller TTF1 positiven Tumorentitdten; absoluter
Zahlenwert (Prozentwert)

In drei Fallen gab es einen positiven TTF1 Nachweis bei den CUPs, die Score-Werte betrugen 1, 4
und 5. 20% der Adenokarzinome des oberen Gastrointestinaltrakts wiesen mit einem Score von 1
bzw. 3 ebenfalls positive TTF1-Werte auf. Auch bei dem einzig untersuchten Adenokarzinom der
Prostata konnte eine positive Farbreaktion mit dem Score 1 beobachtet werden, genauso wie in
einem Fall eines serdsen Ovarialkarzinoms (Prdvalenz 2% der untersuchten Karzinosen eines
Ovarialkarzinoms).

Das einzige papilldre Schilddriisenkarzinom dieser Studie wies ebenfalls eine deutliche
Immunreaktion flr TTF1 auf, welche mit dem Score-Wert 4 bewertet wurde.

5% (2 von 40) der untersuchten Karzinosen von Mammakarzinomen wiesen eine TTF1 Expression
auf. In einem Fall war die Farbreaktion sehr schwach und wurde mit dem Score 1 bewertet. Auffallig
war das zweite positive Mammakarzinom, da es eine ausgepragte Immunreaktion mit einem Score
5 fur TTF1 zeigte.

Negativ fiel hingegen die Immunreaktion gegen TTF1 fiir die folgenden Tumorentitdten aus:
Magenkarzinom, kolorektales Karzinom, Endometriumkarzinom, Pankreaskarzinom, Pleura-
mesotheliom, cholangiozelluldres Karzinom, primares serdses Peritonealkarzinom, AML, NHL,
Melanom, Nierenzellkarzinom, Urothelkarzinom, embryonales Rhabdomyosarkom, endometriales

Stromasarkom, pleuropulmonales Blastom Typ Il sowie das Plattenepithelkarzinom des Penis.

3.4.4 Treffsicherheit der TTF1 Expression bei Karzinosen von Lungen- und
Schilddriisenkarzinomen

TTF1 ist ein in der Routinediagnostik oft verwendeter Marker fiir pulmonale Karzinome (mit

Ausnahme der Plattenepithelkarzinome) sowie differenzierte Schilddriisenkarzinome. Legt man

daher diese beiden Tumorentitaten unter allen in der Arbeit enthaltenen Tumoren als ,richtig

positiv” flr eine Expression von TTF1 fest, so lasst sich die Treffsicherheit einer TTF1 Expression

bestimmen.
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Tabelle 7 zeigt Sensitivitat, Spezifitat, PPW sowie NPW flir die Treffsicherheit der TTF1 Expression
zur Diagnose eines Adeno-, nicht-kleinzelligen oder neuroendokrinen Lungenkarzinoms oder
Schilddrisenkarzinoms bei den Cut-Off Werten 1, 2, 3, 4 und 5. Die Sensitivitdt fiir das
Schilddriisenkarzinom lag bei 100% (Cut-Off Wert: Score 1-4), Bereits bei einem Score 1 zeigt sich
eine sehr hohe Spezifitat fir Karzinosen eines Lungen- oder Schilddriisenkarzinoms von 96,8%, die
sich ab einem Score-Wert von 4 bis auf 99,5% steigern lasst. Die Sensitivitat nimmt allerdings von
75,4% bis auf 37,7% ab. Das pulmonale Plattenepithelkarzinom zeigte in keinem Fall eine positive
Immunreaktion fir TTF1. Der héchste Youden-Index findet sich bei einem Score > 1.

Cut-Off | Sensitivitat Spezifitat PPW NPW Youden-
Index
>1 75,4% 96,8 (179/185) 94,5% 84,0% 0,72
(104/138) (104/110) (179/213)
>2 71,7% (99/138) | 99,0% (183/185) | 98,0% (99/101) | 82,4% 0,71
(183/222)
>3 68,1% (94/138) | 99,0% (183/185) | 97,9% (94/96) 80,6% 0,67
(183/227)
>4 57,2% (79/138) | 99,5% (184/185) | 98,8% (79/80) 75,7% 0,57
(184/243)
=5 37,7% (52/138) | 99,5% (184/185) | 98,1% (52/53) 68,1% 0,37
(184/270)

Tabelle 7: Sensitivitat, Spezifitdt, PPW und NPW sowie Youden-Index einer TTF1 Expression fiir Bronchial-
oder Schilddriisenkarzinome, jeweils fiir die Score-Werte 1, 2, 3, 4 und 5 als Cut-Off

3.4.5 NapsinA

In 89 von 339 untersuchten Erglissen liel sich fir Napsin A eine positive Immunreaktion
nachweisen. Auch hier schlieBt das Ergebnis ,positiv“ alle Score-Werte ungleich null ein. Ebenso
wie bei der Untersuchung der TTF1 Expression war auch hier zumeist, namlich zu 93% (83 von 89
Fallen), ein Bronchialkarzinom Ursache des Ergusses. Die Pravalenz der Napsin A Expression ab
einem Score-Wert 1 bei den Karzinosen der pulmonalen Adenokarzinome betrug 69% (70 von 101),
bei den nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen 52% (11 von 21), bei den Plattenepithelkarzinomen
25% (1 von 4) und bei den kleinzelligen (neuroendokrinen) Karzinomen 7% (1 von 15), wobei die
beiden letztgenannten jeweils eine eher schwache Expression (Score 2) zeigten. Details zur Napsin
A Expression bei den Score-Werten 1-5 der jeweiligen Tumorentitaten finden sich in Tabelle 8.

Primarius gefdrbt | positiv | Score1 | Score 2 | Score 3 | Score 4 | Score 5
Lunge Gesamt 141 83(59) |13 7 15 18 30
-Adenokarzinom | 101 70 (69) 12 3 13 17 25
-Plattenepithel- 4 1(25) 0 1 0 0 0
karzinom

-Kleinzeller 15 1(7) 0 1 0 0 0
-Nicht-Kleinzeller | 21 11 (52) 1 2 2 1 5

cup 16 2 (12) 0 1 1 0 0
Mamma 40 2 (5) 0 0 1 0 1

Ovar 44 2 (5) 2 0 0 0 0

Tabelle 8: Haufigkeitsverteilung der Score-Werte aller Napsin A-positiven Tumorentitaten; absoluter
Zahlenwert (Prozentwert)
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Ebenfalls positiv fir Napsin A waren 5% (2 von 44) der Karzinosen von serésen Ovarialkarzinomen,
jeweils mit einem schwachen Ausprdgungsgrad, entsprechend einem Score 1. 12% (2 von 16) der
CUPs zeigten eine positive Immunreaktion fiir Napsin A. AuRerdem konnte bei 5% (2 von 40) der
Mammakarzinome ein positives Ergebnis fir Napsin A beobachtet werden. Das eine
Mammakarzinom erhielt dabei den Score 3. Auffallig war auch hier wieder das zweite fiir Napsin A-
positive Mammakarzinom, welches eine sehr deutliche Farbreaktion vom Score-Wert 5 zeigte. Es
handelte sich hierbei um denselben Erguss, welcher auch eine starke TTF1 Expression zeigte. Auch
nach zweimaliger mikroskopischer Kontrolle bestatigte sich sowohl fiir Napsin A als auch fur TTF1
jeweils der hochste Score-Wert 5. Fiir einen erneuten Farbevorgang lag nicht genligend Material
vor.

Eine Vielzahl von Tumoren im Studienkollektiv zeigte keine Napsin A Expression: Magenkarzinom,
Karzinom des gastrodsophagealen Ubergangs, kolorektales Karzinom, Endometriumkarzinom,
Pleuramesotheliom, cholangiozelluldres Karzinom, Pankreaskarzinom, primares seréses Peritoneal-
karzinom, AML, NHL, Melanom, Nierenzellkarzinom, Urothelkarzinom, Adenokarzinom der
Prostata, papillares Schilddriisenkarzinom, embryonales Rhabdomyosarkom, endometriales
Stromasarkom, pleuropulmonales Blastom Typ Il sowie Plattenepithelkarzinom des Penis.

3.4.6 Treffsicherheit der Napsin A Expression bei Karzinosen von Adenokarzinomen
der Lungen

Napsin A wird in der cytologischen und histologischen Routinediagnostik als Marker fir pulmonale
Adenokarzinome verwendet. Die Treffsicherheit der Napsin A Expression bei unterschiedlichen
Score-Werten der Expression (1-5) fir Karzinosen pulmonaler Adenokarzinome und nicht-
kleinzelliger Lungenkarzinome ist in Tabelle 9 angegeben. Die Spezifitat ist bereits ab einem Wert
von Score 1 sehr gut, die Sensitivitat nimmt naturgemall mit steigendem Score ab. Der hochste
Youden-Index mit 0,63 findet sich bei einem Score > 1.

Cut-Off | Sensitivitat Spezifitat PPW NPW Youden-
Index

=1 66,4% (81/122) | 97,0% (195/201) | 93,1% (81/87) | 82,6% (195/236) | 0,63

=2 55,7% (68/122) | 98,0% (197/201) | 94,4% (68/72) | 78,5% (197/251) | 0,54

>3 51,6% (63/122) | 99,0% (199/201) | 96,9% (63/65) | 77,1% (199/258) | 0,51

=4 39,3% (48/122) | 99,5% (200/201) | 98,0% (48/49) | 73,0% (200/274) | 0,39

=5 24,6% (30/122) | 99,5% (200/201) | 96,8% (30/31) 68,5% (200/292) | 0,24

Tabelle 9: Sensitivitat, Spezifitdat, PPW und NPW sowie Youden-Index der Napsin A- Expression von
pulmonalen Adenokarzinomen und Nicht-Kleinzellern, jeweils fiir die Score-Werte 1, 2, 3, 4 und 5 als Cut-
Off

3.4.7 MUC1

Wertet man alle Untersuchungen der MUC1 Expression mit einem Score groRer null als ,positiv”,
so wiesen lediglich drei Tumorentitdten eine negative Expression fir MUC1 auf. Dies waren die
akute myeloische Leukdmie (insgesamt vier Erglisse), das endometriale Stromasarkom sowie das
pleuropulmonale Blastom Typ Il (mit je einem Ergussprdparat). Alle anderen Tumorentitaten
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zeigten eine mehr oder minder stark ausgepragte Immunreaktion mit dem Antikorper gegen Mucin
1. Die Ergebnisse mit jeweiligem Score-Wert sind in Tabelle 10 aufgefihrt.

Primarius gefarbt | positiv | Score1 | Score 2 | Score 3 | Score4 | Score 5
Lunge Gesamt 141 128 (91) | 11 16 27 35 39
-Adenokarzinom 101 95 (94) 10 10 18 27 30
-Plattenepithelkarzinom 4 4 (100) 0 1 2 1 0
-Kleinzeller 15 9 (60) 1 3 4 1 0
-Nicht-Kleinzeller 21 20 (95) 0 2 3 6 9
Mamma Gesamt 40 36 (90) 4 2 7 17 6
-duktales Adenokarzinom | 20 19 (95) 2 0 5 8 4
-lobuléres 3 2 (67) 0 0 0 2 0
Adenokarzinom

-nicht ndher bezeichnet 17 15 (88) 2 2 2 7 2
Magen 11 11(100) | 2 3 2 3 1
Ovar 44 40(91) |4 4 8 14 10
Endometrium 3 3(100) 0 0 0 1 2
Pankreas 27 27 (100) | O 1 6 7 13
Kolorektal 11 8 (73) 1 2 3 2 0
GO Ubergang 10 10(100) | 1 3 2 1 3
Pleuramesotheliom 4 4 (100) 0 1 1 2 0
Cccc 3 3 (100) 1 0 1 1 0
Seroses, primares | 5 5 (100) 0 1 0 1 3
Peritonealkarzinom

NHL 5 1(20) 1 0 0 0 0
Melanom 5 1(20) 1 0 0 0 0
Urothel 3 3(100) |0 1 1 0 1
Niere 1 1(100) |0 1 0 0 0
Prostata 1 1 (100) 1 0 0 0 0
Schilddriise, papillar 1 1 (100) 0 0 1 0 0
Rhabdomyosarkom 1 1 (100) 1 0 0 0 0
Penis, Plattenepithel 1 1 (100) 0 0 0 0 1
cup 16 14 (88) |2 3 2 2 5

Tabelle 10: Haufigkeitsverteilung der Score-Werte aller MUC1 positiven Tumorentitidten; absoluter
Zahlenwert (Prozentwert)

Nach Anhebung des Cut-Off-Wertes auf den Score-Wert 3 sind immer noch 231 der 339
untersuchten Falle als positiv zu werten. Folgende Tumore weisen ab einem Score-Wert von 3,
zusatzlich zu den drei oben bereits genannten Tumorentitaten, eine fehlende Expression von MUC1
auf: Non-Hodgkin-Lymphome, malignes Melanom, Prostata- und Nierenkarzinom sowie
embryonales Rhabdomyosarkom.

Werden nur die Falle mit dem Score-Wert 5 als positiv flir MUC1 gewertet, so ergibt sich immer
noch ein recht breites Tumorspektrum mit positiver Expression. Mit dem Score 5 bewertet wurden
Karzinosen des Adenokarzinoms (Pravalenz 30% (30 von 101)) sowie des nicht-kleinzelligen
Karzinoms (Prdvalenz 43% (9 von 21)) der Lunge, des duktalen Mammakarzinoms (Pravalenz 20%
(4 von 20)), des Magenkarzinoms (Pravalenz 9% (1 von 11)), des Ovarialkarzinoms (Pravalenz 23%
(10 von 44)) und des Endometriumkarzinoms (Pravalenz 67% (2 von 3)), des Pankreaskarzinoms
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(Prévalenz 48% (13 von 27)) sowie des Karzinoms des gastrodsophagealen Ubergangs (Pravalenz
30% (3 von 10)). Ebenfalls einen Score 5 zeigten der eine Fall des Urothelkarzinoms dieser Studie
(Pravalenz 100% (1 von 1)), das Plattenepithelkarzinom des Penis (Pravalenz 100% (1 von 1)), sowie
drei der flnf untersuchten serésen primaren Peritonealkarzinome (Pravalenz 60% (3 von 5)).

Da MUC1 von einer Vielzahl epithelialer Tumore, insbesondere von zahlreichen Adenokarzinomen,
exprimiert wird, ist es ein unspezifischer Marker, welcher fiir die histogenetische Klassifikation der
Tumorzellen in Erglissen nur eine untergeordnete Rolle spielen kann. Aufgrund der sehr breit
gestreuten und unspezifischen Expression wurde auf eine weitere statistische Auswertung
beziiglich diagnostischer Treffsicherheit verzichtet.

3.4.8 Kombinierte Auswertung

In der Cytopathologie und Histopathologie werden Antikdrper-Panels zur ldentifizierung und
histogenetischen Klassifizierung von Tumoren eingesetzt. Die Zusammenstellung der Antikorper-
Panels erfolgt dabei fiir jeden Patienten individuell nach Abwagung der wahrscheinlichsten
Tumorentitaten (siehe dazu auch , Antikérper-Panels und diagnostische Treffsicherheiten” im
Kapitel Einleitung) und ist in hohem MaRe von der morphologischen Erfahrung des
diagnostizierenden Pathologen aber auch von exakten Angaben zu klinischen
Untersuchungsbefunden abhangig.

Auch die vier untersuchten Antikorper dieser Arbeit bilden gemeinsam ein - wenn auch kleines -
Antikdrper-Panel. Da Mucin 1 ein sehr unspezifischer, wenig diskriminierender Antikorper ist, soll
er im Folgenden nicht weiter betrachtet werden. Es verbleiben also die drei Ubrigen Antikorper
GATA3, TTF1 sowie Napsin A fiir die weitere Analyse.

Setzt man voraus, dass GATA 3 ein Marker flir Mamma- sowie Urothelkarzinome ist, TTF1 als
Antikorper fir die Erkennung eines Bronchialkarzinoms, Plattenepithelkarzinome ausgenommen,
sowie Schilddrisenkarzinome genutzt wird und Napsin A ein Antikérper zur Diagnostik der Adeno-
karzinome der Lunge ist, so lassen sich nach Definition der Cut-Off Werte kombinierte
Treffsicherheiten fir dieses Antikorper-Panel berechnen.

Legt man den Cut-Off fir alle drei Antikdrper auf den Score 1 fest (alle Werte 21 gelten also als
»positiv’) so ergeben sich die in Tabelle 11 dargestellten Zahlen fiir die Treffsicherheit bei der
Erkennung eines Bronchial- oder Mammakarzinoms.

erkannt nicht erkannt unklar
Lunge Gesamt 106 (75,2) 31(22,0) 4 (2,8)
-Adenokarzinom 81(80,2) 16 (15,8) 4 (4,0)
-Nicht-Kleinzeller 15 (71,4) 6 (28,6) 0(0)
-Kleinzeller 9 (60,0) 6 (40,0) 0(0)
Mamma 25 (62,5) 14 (35,0) 1(2,5)
Urothel 3 (100,0) 0 (0) 0(0)
Schilddriise 1(100,0) 0(0) 0(0)

Tabelle 11: Pravalenzen fiir Bronchial-, Mamma-, Urothel-, sowie Schilddriisenkarzinome bei Kombination
der Antikérper GATA3, TTF1 und Napsin A. In die Kategorie ,,unklar” fallen solche Falle, in denen sowohl
TTF1 und/oder Napsin A und GATA 3 positiv sind. Absoluter Wert (Prozentwert)

Ist die Konstellation gegeben, dass ,,widersprichliche Expression®, also entweder TTF1 und GATA3
oder Napsin A und GATA3, gleichzeitig positiv sind, also einen Score 21 aufweisen, so wird diese
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Kombination zunachst als ,unklar” gewertet. Bei ndherer Betrachtung der Auspragung der
jeweiligen Expression (Score-Werte) lasst sich abwagen, welcher Primdrtumor letztlich
wahrscheinlicher ist. Ist GATA3 beispielsweise mit dem Score 1 positiv, TTF1 weist hingegen den
Score 4 auf, so ist die Diagnose ,Bronchialkarzinom (Adenokarzinom oder neuroendokrines
Karzinom)“ deutlich wahrscheinlicher. Tabelle 12 zeigt die ,unklaren” Falle mit genauen Score-
Werten:

Klinische Diagnose | Score Score Score Cytologische
GATA3 TTF1 Napsin A Diagnose
Fall 1 Bronchialkarzinom 1 0 3 Pulmonales

Adenokarzinom

Fall 2 Bronchialkarzinom 1 3 0 Bronchialkarzinom
Fall 3 Bronchialkarzinom 1 4 0 Bronchialkarzinom
Fall 4 Bronchialkarzinom 3 1 0 Mammakarzinom
Fall 5 Mammakarzinom 1 0 3 Pulmonales

Adenokarzinom

Tabelle 12: Darstellung der fiinf "unklaren Falle" aus Tabelle 11, Score-Wert als absoluter Wert, die
»klinische Diagnose” entspricht dem Referenzstandard dieser Arbeit, die "cytologische Diagnose" ist
diejenige, welche auf Grund der gegebenen Kombination der drei betrachteten Immunreaktionen am
ehesten gestellt wiirde

Interessant ist insbesondere, inwiefern die Kombination der Immunreaktionen mit TTF1 und Napsin
A die Sensitivitat bei der Erkennung eines Bronchialkarzinoms erhoht hat. Bei gleichem Cut-Off
(Score 21) wurden unter alleiniger Verwendung von TTF1 75% der Bronchialkarzinome
(Plattenepithelkarzinome ausgenommen) richtig als positiv erkannt. Napsin A allein detektierte
insgesamt 66% aller nicht kleinzelligen Bronchialkarzinome (Plattenepithelkarzinome
ausgenommen) korrekt positiv. Durch Kombination der beiden Antikdrper wurde (auch unter
Einbezug entsprechender Abwagung bei den zunachst ,unklaren” Fallen) eine Sensitivitat von 77%
erreicht.

Da GATA3 unter den drei hier ndher betrachteten Antikérpern der Einzige zur Erkennung eines
Mammakarzinoms ist, ist hierbei keine Steigerung der Sensitivitdt zu erwarten. Dennoch wurde bei
Nutzung des Antikdrper-Panels ein Mammakarzinom weniger erkannt als bei alleiniger Betrachtung
der GATAS3 Expression. Dies ist dadurch zu begriinden, dass dieser eine Fall zu den ,,unklaren” Fallen
zahlte und zusatzlich zu dem GATA3-Score 1 einen Napsin A-Score von 3 aufwies und somit, unter
alleiniger Betrachtung der beiden Antikorper, eher als Bronchialkarzinom gewertet wiirde. Nach
Erhebung der Follow-Up-Referenzdiagnose ergab sich fiir dieses Karzinom letztlich dennoch die
Diagnose eines Mammakarzinoms.
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4 Diskussion

4.1 Patientenkollektiv, Geschlechterverteilung, Altersverteilung

Im viereinhalbjahrigen Einschlusszeitraum dieser Studie wurden 694 tumorzell-positive
Korperhohlenergiisse aus dem Archiv des Funktionsbereichs Cytopathologie erfasst. Davon
konnten letztlich 339 Erglisse immuncytochemisch untersucht und mit Follow-Up-Daten
abgeglichen werden. Ausschlussgriinde dabei waren: 1. zu wenig restliche Objekttrager im Archiv,
2. zu geringer Tumorzellgehalt, 3. technisch nicht auswertbar und 4. keine ausreichenden Follow-
Up-Daten. Von den eingeschlossenen Prdparaten bildeten Pleuraergiisse mit einem Anteil von
75,8% den Grol3teil aller untersuchten Praparate, 20,7% der Erglisse waren Ascites und nur in 3,5%
lag ein Perikarderguss vor.

Der hohe Anteil der Pleuraergisse lasst sich durch die Wahl der einsendenden Kliniken erklaren.
Neben verschiedenen Abteilungen der Uniklinik selbst wurden Erglisse aus der Pneumologie der
Kaiserswerther Diakonie in das Studienkollektiv eingeschlossen. Aus der Pneumologie wurden
lediglich Pleuraergiisse eingesendet, sodass sich auch der hohe Anteil an Bronchialkarzinomen
erkldren lasst (s.u.).

Die Geschlechterverteilung des gesamten Studienkollektivs ist mit einem Frauenanteil von 54,6%
und somit 45,4% mannlicher Patienten relativ ausgewogen. Lediglich beim Ascites dominierte ein
Frauenanteil von 64%, welcher durch den hohen Anteil von Ovarialkarzinomen als Primarius des
Ascites (44 von 70 Ascites) erklarbar ist. Der mit 80% hohe Anteil der von Mannern stammenden
Perikarderglsse ist auf Grund einer niedrigen Fallzahl (12 Praparate von 10 verschiedenen
Patienten) nicht sinnvoll interpretierbar. Valerio et al. untersuchten in einer retrospektiven Studie
519 Pleuraerglisse von 385 Patienten hinsichtlich der cytologischen Treffsicherheit. Ein
tumorzellpositives Ergebnis ergab sich in 141 Féllen . Im Vergleich mit den eigenen Daten ergab
sich eine dhnliche Geschlechterverteilung von 54% Frauen bei Valerio et al. bzw. 53% in der eigenen
Studie.

Zur Frage, ob die Geschlechterverteilung bei malignen Erglissen nicht etwa allgemein mit der
Geschlechterverteilung maligner Tumoren korreliert, werden hier Krebsregisterdaten
herangezogen: Deutschlandweit wurden 2018 498.000 Krebserkrankungen erstmalig
diagnostiziert, davon 265.200 bei Mannern (53,3%) und 232.700 bei Frauen (46,7%) 3. Somit zeigt
sich in dieser Studie mit einem weiblichen Anteil sowohl im Vergleich zu den oben genannten
Studien als auch im Vergleich zu den Krebsneuerkrankungen in Deutschland mit einem Anteil von
54,6% ein vergleichsweise hoherer Frauenanteil. Im Vergleich mit den Krebsregisterdaten aller
Tumorentitaten ist der hohere Frauenanteil des eigenen Kollektivs moglicherweise mit
Tumorentitaten zu erklaren, die haufiger zu malignen Erglssen flihren. Bei Frauen nehmen solche
Entitditen wie z.B. Mammakarzinome, Darmkrebs, Gebarmutterkrebs, Lungenkarzinome oder
Ovarialkarzinome haufiger einen Platz unter den 10 haufigsten Krebsneuerkrankungen in
Deutschland ein, als bei den Mannern. Bei diesen finden sich hier z.B. mit Prostatakarzinomen oder
auch Harnblasenkarzinomen Entititen, die seltener zu einer malignen Ergussbildung fiihren 3.

Das durchschnittliche Alter der Patienten der eigenen Serie betrug 67,3 Jahre, wobei die Patienten
mit Ascites im Schnitt mit 65,2 Jahren etwas jlnger waren als diejenigen mit Pleuraerguss (68

Jahre). Bei den Patienten mit Ascites zeigte sich zudem ein Peak bei der Altersspanne von 71-75
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Jahren. In der oben genannten Studie von Valerio et al. lag das Durchschnittsalter bei 60 Jahren und
somit unter dem der eigenen Studie ®. Insgesamt dhnelt das Patientenalter in der eigenen Studie
dem durchschnittlichen Erkrankungsalter bei Tumorerstdiagnose in Deutschland. Seit zehn Jahren
liegt dieses bei der weiblichen Bevolkerung bei 69 Jahren, die Manner waren bei Erstdiagnose
durchschnittlich 70 Jahre alt 3.

4.2 Haufigkeitsverteilung der Tumorentitaten

Sowohl bei Frauen (mit einem Anteil von 28%) als auch bei Madnnern (mit einem Anteil von 58%)
war das Bronchialkarzinom die hadufigste Tumorentitat in der eigenen Studie. Unter den Frauen
stellte das Adenokarzinom mit 80% den mit Abstand haufigsten histologischen Subtyp dar. Das
Adenokarzinom der Lunge ist mittlerweile mit 43% der haufigste histologische Subtyp in
Deutschland und metastasiert schnell auch hamatogen, wohingegen der mit circa 22%
zweithaufigste Subtyp, das Plattenepithelkarzinom, zunachst eher lymphogen metastasiert und
sich regional ausbreitet 3. AuRerdem ist es eine klinische Erfahrung, dass pulmonale
Plattenepithelkarzinome nur selten zur Pleurakarzinose mit Ergussbildung neigen (personliche
Kommunikation Dr. Schramm). Da bei beiden Geschlechtern ein Raucheranteil von 71% erhoben
werden konnte und insbesondere bei den Adenokarzinomen jeweils 68% (Frauen) bzw. 72%
(Manner) eine bestatigte Raucheranamnese hatten, ldsst sich hier kein Zusammenhang zwischen

Rauchverhalten und histologischen Subtyp des Lungenkarzinoms ziehen.

Bei den Patientinnen unterschieden sich die drei haufigsten Tumorentitaten nur geringfligig in ihrer
Fallzahl. Das Bronchialkarzinom (28%) lag nur wenig vor dem zweithdufigsten Karzinom, dem
Ovarialkarzinom (24%), am dritthaufigsten war das Mammakarzinom (22%) ursachlich fir den
malignen Erguss. Mit 58% lag das Bronchialkarzinom bei den Mannern mit Abstand an erster Stelle.
Das Pankreaskarzinom (10%) war hier das zweithaufigste Karzinom und das Karzinom des
gastrodsophagealen Ubergangs lag mit 5% an dritter Stelle. Diese geschlechtsspezifischen und auch
tumorspezifischen Haufigkeitsunterschiede der eigenen Daten lassen wieder einen Zusammenhang
mit der gemaR den Krebsregisterdaten unterschiedlichen Haufigkeit verschiedener zu einer
Karzinose flihrender Tumorentitdten bei Mannern und Frauen vermuten. Haufigstes Karzinom der
Frau ist allgemein mit 30,0% das Mammakarzinom, gefolgt vom kolorektalen Karzinom (11,5%) und
erst an dritter Stelle steht das Bronchialkarzinom mit 9,4%, wobei die Inzidenz des
Bronchialkarzinoms in den letzten Jahren stieg, die des kolorektalen Karzinoms jedoch fiel. Auch bei
den Mannern steht das Bronchialkarzinom mit einem Anteil von 13,3% hinter dem
Prostatakarzinom (24,6%) 3. Sowohl Mammakarzinome als auch Bronchialkarzinome kénnen
bereits friih metastasieren und auch zu Karzinosen fiihren, was deren hohen Anteil im
Studienkollektiv erklart. Ein weiterer Grund fir die hohe relative Fallzahl von Bronchialkarzinomen
ist sicherlich, wie bereits im Kapitel Patientenkollektiv angesprochen, die hohe Einsendezahl aus
der pneumologischen Klinik. Im gesamten Studienkollektiv war lediglich in einem Fall ein
Prostatakarzinom Primarius des malignen Ergusses. Dies steht in scheinbarem Widerspruch dazu,
dass es zahlenmaRig der haufigste maligne Tumor bei Mannern ist. Dies lasst sich auf die im
Vergleich zu anderen Karzinomen langsame Wachstumsgeschwindigkeit sowie oft spate oder sogar
ausbleibende Metastasierung zurlickfiihren. Auch im Falle einer Metastasierung sind selten die
Pleura, das Perikard oder das Peritoneum betroffen, sodass maligne Erglisse beim
Prostatakarzinom eine Seltenheit darstellen .
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Betrachtet man die Haufigkeitsverteilung der Tumorentitaten nach Ergussort gesondert, so war das
Bronchialkarzinom mit Abstand hdaufigste Entitdt der Pleuraerglisse. Genau wie beim
Mammakarzinom, welches die zweithdufigste Entitat darstellte, ist dies einerseits durch die
rdumliche Ndhe zur Pleura zu erkldren . Ebenso metastasiert das Mammakarzinom hamatogen
nach den Knochen am zweithaufigsten in die Lunge, wodurch die Ausbildung von Pleuraergilissen

25

ebenfalls beginstigt wird Beim pleuranahen Lungenkarzinom ist ein Wachstum per

continuitatem ebenfalls moglich.

In der oben genannten Studie von Valerio et al verteilten sich die Tumorentitdaten wie folgt: 29.8%
(n=42) Mammakarzinome (42 Falle), 27,7% (n=39) Bronchialkarzinome,7,1% (n=10)
Ovarialkarzinome, 5,7% (n=8) Karzinome des Darmtraktes, 5% (n=7) Magenkarzinome, 3,5% (n=5)
Pankreaskarzinome sowie seltener weitere Tumorentitaten. Im Vergleich mit den eigenen Daten
waren deutlich weniger Bronchialkarzinome und etwas weniger Ovarialkarzinome, dafiir deutlich
mehr Mammakarzinome die Primadrtumoren. Auch hier ist wieder der hohe Anteil an
Bronchialkarzinomen in der eigenen Studie durch die Wahl des Einsenders zu bedenken. Die
vergleichsweise hohe Zahl von Ovarialkarzinomen und geringe Zahl von Mammakarzinomen in der
eigenen Studie lasst sich dadurch jedoch nicht erkldren © .

Auch die Haufigkeitsverteilung der Tumorentitdten bei Ascites |dsst sich entsprechend erklaren.
Insbesondere das Ovarialkarzinom und das Pankreaskarzinom metastasieren frih und primar
intraperitoneal und zeigen beide wenig bzw. unspezifische Friihsymptome. So klagen Patientinnen
mit Ovarialkarzinom haufig Gber vermehrten Meteorismus, Vollegefiihl sowie eine durch Ascites
bedingte Bauchumfangsvermehrung . Das Ovarialkarzinom stellt in der weiblichen deutschen
Bevolkerung mit 3,1% der jahrlichen Neuerkrankungen lediglich das achth&ufigste Karzinom dar,
wohingegen es in der eigenen Studie dennoch auf Grund der friihen Metastasierung die haufigste
Tumorentitit im Aszites und die dritthdufigste Tumorentitat im Pleuraerguss war ®. Das in der
vorliegenden Arbeit jeweils 6% der Peritonealkarzinosen ausmachende kolorektale Karzinom sowie
das Magenkarzinom weisen ebenfalls eine anatomische Nahe zum Peritoneum auf. Insbesondere
das Magenkarzinom weist bei 80% aller Patienten zu Beginn ein langes, symptomfreies Intervall
auf, sodass eine Peritonealkarzinose bereits bei Diagnosestellung haufig ist ®. Zwar metastasieren
Bronchial- und Mammakarzinome eher spat peritoneal, jedoch lasst sich durch die hohe Fallzahl
dieser Karzinome im Kollektiv der Anteil von jeweils 7% erklaren.

4.3 Genauigkeit der cytologischen Tumorklassifikation

Nach Erhebung der Follow-Up-Daten und Festlegung des Referenztumortyps anhand des
abschlieBenden Arztbriefs stimmte letztlich in 87% der Falle die cytologische Diagnose des
Tumortyps mit dem Follow-Up im Sinne der Wertungskategorie 1 (vollstindige Ubereinstimmung)
Uberein.

Die gute Treffsicherheit lasst sich einerseits dadurch erkldaren, dass die Cytopathologie am
Universitatsklinikum Dusseldorf eine eigene, spezialisierte Abteilung darstellt und somit die
Untersucher Uber gute cytomorphologische Kenntnisse verfiigen. Somit erfolgt die Wahl der
Antikorper fur weiterfihrende immuncytochemische Untersuchungen zur Tumorzelltypisierung
sehr gezielt. Oft werden zur Tumorzelltypisierung insbesondere bei zunachst unbekanntem
Primartumor standardisiert Antikérperpanel verwendet 3*. Ebenso kénnte eine hohe Anzahl
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vorbekannter Tumorleiden, welche bereits auf dem Einsendeschein vom Kliniker mitgeteilt worden
war, die Diagnosestellung erleichtert haben. Letzteres war in 144 von 339 Erglissen der Fall.

Bereits im Rahmen der Routinediagnostik wurden an 39% aller Praparate immuncytochemische
Untersuchungen durchgefiihrt, ein Grof3teil hiervon (90%) bereits mit einem ausfiihrlichen Marker-
Panel, sodass eine gute, treffsichere Einordnung des Primarius moglich war. Von den Fallen ohne
weitere Immuncytochemie in der Routinediagnostik war in 71% bereits durch die klinischen
Informationen des Einsendescheins der Primarius bekannt, sodass bei fehlender Konsequenz auf
eine erneute immuncytochemische Untersuchung des Tumortyps verzichtet werden konnte. In
diesen Fallen ist natiirlich die Korrelation mit dem Follow-Up sehr gut. In den verbleibenden 29%
der Fille, bei denen keine immuncytochemischen Untersuchungen bereits in der Routinediagnostik
erfolgten, war haufig eine unzureichende Tumorzellzahl des eingesendeten Materials ursachlich fir
den Verzicht der weiteren Diagnostik.

In der oben bereits erwahnten Studie von Valerio et al. wurde ebenfalls die cytologische
Treffsicherheit an Pleuraergiissen bestimmt. Ein GroRteil der Patienten (96.1%) wies eine positive
Tumoranamnese auf, es wurde jedoch nur in 141 von 519 untersuchten Fallen cytologisch die
Diagnose eines tumorzellpositiven Ergusses gestellt. Eine immuncytochemische Untersuchung
erfolgte in 58 Fallen (11,2%), die meistgenutzten Antikorper waren Calretinin, Ber-EP4, TTF1 und
GATA3. Eine Ubereinstimmung der cytologischen mit der finalen Diagnose, welche mittels
Pleurabiopsie gesichert wurde, gelang mit 79,3% der Fille (46/58) etwas seltener als in der eigenen
Studie .

Interessant sind an dieser Stelle jedoch nicht die , korrekt” gestellten cytologischen Diagnosen der
vorliegenden Studie, sondern die 43 Falle mit mehr oder weniger groflen Diskrepanzen zwischen
cytologischer Diagnose und Follow-Up der Wertungskategorien 2 (weitgehende
Ubereinstimmung), 3 (keine explizite Ubereinstimmung, Ubereinstimmung aber auch nicht
ausgeschlossen) und 4 (keine Ubereinstimmung). Diese 43 Ergiisse stammen von 24 Patienten,
sodass hier Dopplungen auftraten. 16 Ergiisse blieben letztlich mit der finalen Diagnose eines CUP-
Syndroms nicht weiter klarbar.

Unter den verbliebenen 27 Ergiissen fielen Falle in die Wertungskategorie 4, bei denen sich die
cytologische und klinische Diagnose entweder widersprachen (beispielsweise die cytologische
Diagnose ,,nicht kleinzelliges Karzinom” und die klinische Diagnose ,kleinzelliges Karzinom der
Lunge”) oder sehr weit auseinander lagen (beispielsweise Magenkarzinom gegeniber
Lungenkarzinom). In der Wertungskategorie 3 waren Fille eingeschlossen, bei denen die
cytologische Diagnose sehr ungenau war (beispielsweise , Adenokarzinom”). Dies war entweder
dann gegeben, wenn keine klinischen Angaben beziiglich eines moéglichen Primarius gemacht
worden waren, oder wenn trotz angegebenem Primartumor in der cytologischen Diagnose der
Primartumor im Befundtext nicht ndher benannt wurde. In die Wertungskategorie 2 fielen Fille,
bei denen der Cytopathologe sich nicht auf eine konkrete Diagnose festgelegt hatte, die korrekte
Diagnose jedoch als die wahrscheinlichste aus dem Befundtest hervor ging (beispielsweise ,,Als
Primartumor kommt am ehesten ein Mammakarzinom in Frage. Differentialdiagnostisch ware auch
ein Ovarialkarzinom denkbar, dies scheint jedoch auf Grund der untypischen Marker Konstellation
unwahrscheinlich”). Von den 27 Ergiissen sollen einige Falle und deren Problematik exemplarisch
ausfuhrlicher dargestellt werden.
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Besonders hervorzuheben ist hier zunachst folgender Fall (Fall 1 aus Tabelle 3 des Ergebnisteils),
bei der die Antigenkonstellation aus cytologischer Sicht recht klar erscheint, aber dennoch nicht mit
dem Follow-Up korreliert: Die vorliegende Antigenkonstellation mit fehlender GATA3 Expression
sowie starker Napsin A und TTF 1 Expression (jeweils mit dem Score 5), ist in Kombination
wegweisend fir das Vorliegen eines Lungenkarzinoms. Klinisch wurde die Diagnose
»Mammakarzinom” gestellt und aus dem aktuellen Arztbrief wurde ersichtlich, dass die Patientin
fir mindestens ein Jahr in einer gynakologischen Klinik chemotherapeutisch auf Grund dieses
Mammakarzinoms behandelt wurde. Aus cytologischer Sicht ist aber zumindest das Vorliegen eines
pulmonalen Zweitkarzinoms (Adenokarzinom) zu diskutieren. Positive Napsin A oder TTF1
Expressionen bei Mammakarzinomen stellen die Ausnahme dar. Yatabe et al. beschrieben, je nach
verwendetem TTF1-Klon, eine TTF1 Expression von 1,5% (4 von 297) bzw. 2,4% (13 von 580) bei
Adenokarzinomen der Mamma 7°,

Zwei weitere Falle (Fall 2 und Fall 4 aus Tabelle 3) demonstrieren den Einfluss der klinischen
Angaben fir die cytologische Diagnosestellung. Zu beachten ist hierbei, dass bei Diagnosestellung
keinerlei immuncytochemische Untersuchungen erfolgt waren. In einem Fall (Fall 2) wurde vom
Kliniker ein metastasiertes Pankreaskarzinom als Vordiagnose angegeben, ohne etwaigen Zusatz
wie ,Verdacht auf” 0.a. Nach rein morphologischer Diagnostik war der mikroskopische cytologische
Befund mit einem Pankreaskarzinom vereinbar, auf eine adjuvante Immuncytochemie wurde
verzichtet. Letztlich erfolgte eine Lymphknotenbiopsie und histologisch konnte ein gering
differenziertes Adenokarzinom des Magens (intestinaler Typ nach Lauren, G3) nachgewiesen
werden. Die endglltige Erstdiagnose des Tumors erfolgte erst drei Wochen nach Eingang des
Pleuraergusses in der Cytopathologie, war also zum Einsendezeitpunkt keineswegs bekannt, wie
vom Kliniker - moglicherweise unabsichtlich — geduRert. Rein cytomorphologisch aber auch
immncytochemisch wéare bei einem gering differenzierten Adenokarzinom des Magens eine
Abgrenzung zu einem (dann ebenfalls gering differenzierten) Adenokarzinom des Pankreas
aufgrund ahnlicher Morphologie und Antigenkonstellation schwierig, wenn nicht gar unmaéglich.
Die finale Zuordnung muss dann von klinischer Seite anhand von Staginguntersuchungen unter
Beriicksichtigung bildgebender Verfahren erfolgen. Ahnlich verhielt sich der folgende Fall (Fall 4):
eingesandt wurde ein Ascites mit der klinischen Angabe ,Ovarialkarzinom”. Cytologisch wurde,
erneut ohne weiterflhrende immuncytochemische Diagnostik, eine Karzinose des
Ovarialkarzinoms bestatigt. Nach chirurgischer Tumorresektion konnte histologisch ein
siegelringzelliges Karzinom des kolorektalen Ubergangs mit Infiltration der Adnexe nachgewiesen
werden. Rein cytomorphologisch sind siegelringzellige Adenokarzinome des Ovars nicht
auszuschliefen, wenngleich auch selten, so dass eine weitere immuncytochemische Untersuchung
hier retrospektiv angezeigt gewesen ware. Natrlich ist der (Cyto)Pathologe darauf angewiesen,
sich auf die auf dem Probenbegleitschein angegebenen klinischen Diagnosen verlassen zu kénnen.
Dennoch zeigen die o.g. Beispiele, wie sehr vermeintlich richtige Angaben die Urteilsfindung
beeinflussen und auf ggf. sinnvolle Untersuchungen verzichtet wird. In beiden Fallen waren
ausfuhrliche immuncytochemische Untersuchungen notig gewesen, um die Diagnose besser
eingrenzen zu konnen. Es ware kritisch zu Uberlegen, ob auch bei scheinbar als bekannt
angegebenem Primarius haufiger eine immuncytochemische Untersuchung des Ergusses erfolgen
sollte, was allerdings auch Kostenaspekte aufwirft und arbeitsintensiv ist. Die im Rahmen dieser
Studie erfolgten Untersuchungen der Expression von GATA3, TTF1, NapA und MUC1 ergaben in
beiden Fallen lediglich fir MUC1 eine mittelstarke Expression (jeweils Score 3), welche in der
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Differentialdiagnostik zwischen Ovarial- und kolorektalem Karzinom bzw. zwischen Magen- und
Pankreaskarzinom wenig zielfiihrend gewesen ware.

Interessant ist ebenfalls Fall 3 der Tabelle 3. Untersucht wurde hierbei ein Ascites, in den klinischen
Angaben wurde bereits ein NSCLC erwéahnt. Bereits im Rahmen der Routinediagnostik war eine
immuncytochemische Untersuchung vor allem mit nukledren Antigenen erfolgt. Auffallig waren
hierbei besonders ein Score 0 fiir TTF1 sowie Napsin A, ebenso negativ blieb der Antikdrper gegen
p40. Eine starke homogene Expression hingegen zeigte berEP-4 (Score 5), ein Antikdrper gegen
EpCAM, welcher insbesondere zur Diagnostik epithelialer Tumormetastasen sowie der
Differenzierung zwischen Karzinosen pulmonaler Adenokarzinome und Mesothelien genutzt wird
1 Mit einem Score 1 zeigte sich auRerdem eine schwache Cdx-2 Expression, welche Hinweis auf
einen moglicherweise gastrointestinalen Ursprung des Karzinoms ist. Lungenkarzinome
exprimieren typischerweise selten Cdx-2 72. Im Rahmen dieser Studie wurde die Routinediagnostik
noch um eine Untersuchung der GATA3 Expression erganzt. Interessanterweise ergab sich auch hier
eine geringe fokale Expression (Score 2). Da von demselben Patienten in kurzer Zeit zwei Mal Ascites
eingesandt wurde und es sich somit um zwei Studienfélle handelte, wurde im Rahmen dieser Studie
die immuncytochemische Farbung mit GATA3, TTF1, NapA sowie MUC1 wiederholt. Es ergab sich
erneut ein Score 2 fir GATA 3, ein Score 2 fiir MUC1 (zuvor Score 3), NapA und TTF1 blieben
weiterhin negativ. Bei positiver Immunreaktion mit GATA3 ware generell ein metastasiertes
Mammakarzinom denkbar, auf Grund des mannlichen Geschlechts des Patienten wiirde dies jedoch
eine Seltenheit darstellen. Aus cytologischer Sicht scheint jedoch bei fehlender TTF1 und Napsin A
Expression ein pulmonaler Ursprung ebenso unwahrscheinlich, sodass im cytologischen Befund (da
noch ohne den GATA3 Befund) differentialdiagnostisch ein Magen- oder Pankreaskarzinom als
moglicher Primarius diskutiert wurde. Eine, wenn auch nur gering fokale GATA 3 Expression ist
jedoch insbesondere fiir das Magenkarzinom nicht typisch. Miettinen et al. konnten nur in 5% (6
von 133) eine positive GATA3 Expression bei Adenokarzinomen des Magens nachweisen, bei
Pankreaskarzinomen war eine GATA3 Expression mit 37% (23 von 62) hiufiger 3°. Shield et al.
untersuchten mit insgesamt 74 Formalin-fixierten und Paraffin-eingebetteten Zellblockpraparaten
von Korperhdhlenergiissen eine deutlich kleinere Kohorte als Miettinen et al., Insbesondere waren
darunter nur drei Magenkarzinome und ein Pankreaskarzinom, jeweils ohne GATA3 Expression %,
Somit ist nach eigener Untersuchung der GAT3-Expression die cytologische Verdachtsdiagnose
eines Magen- oder Pankreaskarzinoms unwahrscheinlich. Letztlich erfolgte die Diagnose des
Primartumors zunachst aus einem Biopsat der Carina und spater an einem OP-Prdaparat nach
Unterlappenresektion rechts — und es ergab sich histologisch ein Plattenepithelkarzinom der Lunge.
Bei der klinischen Angabe eines NSCLC auf dem Einsendeschein des Ergusses muss diese Histologie
bereits vorgelegen haben.

Auffdllig ist in diesem Fall auch die fehlende Expression von p40 im cytologischen
Untersuchungsmaterial, was ebenfalls zur Fehleinschdtzung des Primartumors beitrug. P40 wird

3. Jain et al. untersuchten 50

typischerweise von Plattenepithelkarzinomen exprimiert
Feinnadelpunktate von Plattenepithelkarzinomen der Lunge hinsichtlich ihres p40
Expressionsprofils. Die Immuncytochemie erfolgte an entfarbten PAP-Ausstrichen. Jain et al.
konnten eine Korrelation der p40 Expression und des Differenzierungsgrads des Tumors
nachweisen. Gering differenzierte Karzinome zeigten eine deutlich héhere Expression, wahrend bei
gut differenzierten Karzinomen lediglich eine schwache oder gar fehlende p40 Expression

nachgewiesen wurde 74, Affandi et al. verglichen an Formalin-fixierten, Paraffin-eingebetteten
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Zellblocken das Expressionsprofil von p40 und p63 bei Plattenepithelkarzinomen sowie
Adenokarzinomen der Lunge. 77,1% (27/35) der Plattenepithelkarzinome exprimierten p40, sodass
immerhin 23% negativ fiir p40 blieben 7. Anders als in der Studie von Jain et al. waren dies jedoch
schlecht differenzierte Karzinome. Zu beachten ist hier die unterschiedliche Praparation der
Gewebe bzw. Zellen. Nichtsdestotrotz werden in der Literatur gehauft p40 negative
Plattenepithelkarzinome der Lunge beschrieben. An dieser Stelle ware es interessant gewesen, das
genaue Expressionsmuster des untersuchten Antigenpanels des OP-Materials zu kennen. Somit
hatte man differenzieren kénnen, ob es sich lediglich um ein pulmonales Plattenepithelkarzinom
mit einem ungewdhnlichen Expressionsprofil handelt, oder ob die fehlende Expression auf die
cytologische Praparation zurtickzufiihren ist. Leider lagen diese Informationen nicht vor.

4.4 GATA3

4.4.1 Expression bei Mamma- und Urothelkarzinomen

GATA 3 wurde schon vielfach als geeigneter Marker bei der Identifizierung von Mamma- sowie
Urothelkarzinomen genannt.

Die Pravalenz der GATA3 Expression von Mammakarzinomen variiert je nach Studie. Insgesamt
finden sich in der Literatur deutlich mehr Studien an Formalin-fixierten Gewebebl&cken als an
cytologischen Ausstrichen. Es gibt Unterschiede hinsichtlich der Praanalytik, des histologischen
Subtyps bzw. der Expression in Abhdngigkeit vom Hormonrezeptor- und Her2/neu-Status.

Leng et al. untersuchten in einer mit dem eigenen Ansatz vergleichbaren Studie die GATA3
Expression von 178 Tumoren (89 Mammakarzinome, 22 Urothelkarzinome und 67 Tumore anderen
Ursprungs) und unterschieden dabei zwischen Praparaten von Feinnadelaspirationsbiopsien (FNA)
und Erglissen sowie zwischen Ausstrichen und Zellblockprdaparaten. Die Pravalenz einer GATA3
Expression bei Mammakarzinomen war bei den FNA Proben sowie den Erglissen sehr dhnlich (74%
und 77%), die Ausstriche zeigten mit 89% eine deutlich hohere Pravalenz der GATA3 Expression im
Vergleich zu den Zellblécken (71%) “6. Alle Urothelkarzinome, ungeachtet der Praparation, zeigten
eine GATA3 Expression. Bei den tibrigen Tumoren wiesen je ein Ovarialkarzinom, ein metastasiertes
Plattenepithelkarzinom des Oropharynx, ein Karzinom des Thymus sowie ein Karzinom der
Hautanhangsgebilde eine GATA3 Expression auf.

Miettinen et al. untersuchten in einer grof3en Studie Formalin-fixierte Gewebebldcke von insgesamt
2500 epithelialen sowie mesenchymalen Tumoren auf ihr Expressionsprofil von GATA3. Die
Pravalenz von GATA3 bei Mammakarzinomen lag je nach histologischem Subtyp zwischen 92%
(duktales Mammakarzinom) und 100% (lobulidres Mammakarzinom) 3°. Shield et al. konnten
ebenfalls eine hohe Expression von GATA3 bei Mammakarzinomen nachweisen, 90% (27/30) aller
Mammakarzinome zeigten eine positive Immunreaktion flir GATA 3, wobei bei allen positiven Fallen
mindestens 50% der Tumorzellen GATA3 exprimierten 3°. Untersucht wurden Zellblockpriparate
von malignen Erglissen. Auch Lew et al. untersuchten Formalin-fixierte, Paraffin-eingebettete
Zellblocke von 306 malignen Pleuraergissen, Ascites sowie Perikarderglssen hinsichtlich der
GATA3 Expression. Darunter waren 62 Mammakarzinome und 244 Karzinome anderen Ursprungs.
93,5% aller Mammakarzinome exprimierten GATA3 3¢, Lew et al. nutzen ebenfalls ein
semiquantitatives Scoring System zur Beurteilung der Expressionsstarke. Dabei wurden sowohl fir
die Intensitat der Farbung als auch den Anteil der gefarbten Zellen bis zu drei Punkte vergeben und
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addiert. 91% der Mammakarzinome mit GATA3 Expression zeigten eine starke, homogene
Expression (Maximalscore 6), die librigen 9% wiesen mindestens einen Score 3 auf.

Zu beachten ist eine unterschiedliche Expression von GATAS3 je nach histologischem Subtyp bzw. je
nach Expressionsprofil der Hormonrezeptoren ER/PR bzw. der Expression von HER2. So zeigen
triple-negative Mammakarzinome durchgehend eine geringere Expression von GATA3. Krings et al.
untersuchten an Formalin-fixierten, Paraffin-eingebetteten Proben die GATA3 Expression von 111
triple-negativen Mammakarzinomen, 39 Mammakarzinomen mit positiver ER/PR, aber negativer
HER2 Expression und 31 Mammakarzinomen mit sowohl positiver ER /PR als auch HER2 Expression.
Die immunhistochemische Farbung erfolgte in 179 Fallen an OP-Praparaten nach Mammaresektion
und in zwei Fallen nach Biopsie der Mamma. Krings et al. zeigten, je nach verwendetem
Antikorperklon, eine GATA3 Expression von 44-66% bei den triple-negativen Karzinomen. Die
Karzinome mit Expression von ER und PR zeigten hingegen in 79-93% eine Reaktion mit GATA3 und
jene Karzinome mit Expression von ER, PR und HER2 in bis zu 100% 3.

Clark et al. untersuchten Formalin-fixierte, Paraffin-eingebettete Gewebe von 186
Mammakarzinomen sowie 205 weiteren Tumoren (u.a. weitere gynakologische Tumore und
Karzinome des Pankreas, des Magens, der Blase sowie cholangiozelluldre Karzinome und einige
Plattenepithelkarzinome der Vulva bzw. der Cervix) hinsichtlich ihrer GATA3 Expression. Sie
postulierten im Vergleich mit Krings et al. eine leicht hohere Pravalenz der GATA3 Expression triple-
negativer Mammakarzinome von 70% (21/30), wohingegen bei den ER, PR und HER2-positiven
Karzinomen bzw. ER, PR-negativen und HER2-positiven Karzinomen 100% eine relevante GATA3
Expression zeigten 7. Leider konnten die Proben der eigenen Arbeit nicht entsprechend mit diesen
Literaturdaten korreliert werden, da detaillierte Informationen lber den histologischen oder
molekularen Subtyp der Mammakarzinome oft nicht vorlagen. Dennoch wird deutlich, dass es eine
Reihe von besonderen Situationen bei Mammakarzinomen gibt, bei denen einen GATA3 Expression
nicht unbedingt zu erwarten ist.

4.4.2 Expression in der eigenen Arbeit (Mamma- und Urothelkarzinome)

Wohingegen samtliche in der eigenen Studie eingeschlossenen Urothelkarzinome GATA 3
exprimierten, wurde im Vergleich zur oben beschriebenen Datenlage eine niedrigere Sensitivitat
fir GATA3 bei Karzinosen von Mammakarzinomen beobachtet. Lediglich 26 von 40
Mammakarzinomen exprimierten GATA 3 bei einem Score =1, einer Prdvalenz von 65%
entsprechend. Erh6ht man den fiir eine GATA3 Expression notwendigen Score Wert, so verandert
sich die Treffsicherheit der Expressionsanalyse, die Sensitivitat fallt und die Spezifitat steigt. Fasst
man das Mamma- sowie Urothelkarzinom zusammen, so fallt die Sensitivitat bei einem Score von
5 verglichen mit Score >1 von 67,4% auf 30%, wohingegen die Spezifitdt von 95,4% auf 100%
ansteigt. Der optimale Youden-Index lag mit 0,63 entsprechend beim Cut-Off >1. Aus klinischer
Sicht ist daher der , Cut-Off“ Wert =1 am sinnvollsten, da eine moglichst hohe Sensitivitat zur
Tumordiagnostik essenziell ist. Eine geringere Spezifitdit einer Immunreaktion kann in der
diagnostischen Praxis oft durch die Untersuchung einer Markerkombination aufgefangen werden.
Auch wenn in der eigenen Studie nur bei elf von 40 Mammakarzinomen weiterfihrende
Informationen tGber den Rezeptorstatus vorlagen, scheint das mogliche vermehrte Vorliegen triple-
negativer Karzinome nicht der Grund der im Literaturvergleich relativ niedrigen Sensitivitat zu sein,
da unter den Karzinomen mit bekanntem Rezeptorstatus kein triple-negatives war.
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Mit Ausnahme der Studie von Leng et al., der Ausstrichpraparate mit einschloss, wurden bei allen
oben zitierten Studien histologische formalinfixierte und Paraffin-eingebettete Gewebeproben zur
Analyse der GATA 3 Expression verwendet. So ist nicht auszuschlieSen, dass die in dieser Studie
genutzte Methodik der Immuncytochemie an Ausstrichpraparaten zu einem Rickgang der
Sensitivitdat flihrt. Obwohl Leng et al. hier sogar eine hdhere Sensitivitdit im Vergleich zu
formalinfixierten Paraffin-eingebetteten Zellblockpriparaten zeigen konnten 7®, sind diese zunéchst
alkoholisch fixierten und nach Papanicolaou-gefarbten Ausstriche doch sehr empfindlich fiir einen
verzogerte oder unzureichende Fixierung. Auch wenn dies im Einzelfall fiir die vorliegende Studie
rickwirkend nicht mehr eruiert werden kann, zeigt dies die Erfahrung aus der Routinediagnostik.
Hier kommt es bei der alkoholischen Sprayfixation im Eingangslabor oft zu einer besseren Fixierung
im Randbereich von dreidimensionalen Zellverbdnden oder sogar zu einer inhomogenen Fixation
der Praparate (persénlich Kommunikation Dr. Schramm). Ebenso mag die zum Teil mehrjahrige
Archivierung der Ausstrichpraparate zu einer Abnahme der Immunogenitat fihren. Auch wenn
bislang keine Studien eine mogliche Abnahme der Immunogenitat nach jahrelanger Aufbewahrung
von (alkoholfixierten) Ausstrichpraparaten von Erglissen untersucht haben, so existieren viele
Studien an histologischem Gewebe. Grillo et al. untersuchten beispielsweise an Formalin-fixierten
und Paraffin-eingebetteten Geweben eine mogliche Abnahme der Immunogenitdt von 14
Antikorpern (iber einen Zeitraum von 36 Monaten. Sie bericksichtigten dabei auch verschiedene
Aufbewahrungsmethoden (Raumtemperatur, gekihlt bei 4°C, Paraffin-eingebettet). Sie
beobachteten eine Abnahme der Immunogenitat proportional zum Alter der Proben, insbesondere
fir Antikorper gegen nukledre Antigene. Dabei fiel der Antigenverfall unter gekihlten Bedingungen
am geringsten aus 8.

4.4.3 Expression bei anderen Tumoren (nicht Mamma- oder Urothelkarzinom)

Neben der zu erwartenden GATA 3 Expression von Urothel- sowie Mammakarzinomen
exprimierten in der eigenen Studie auch 9 von 141 (6,4%) Bronchialkarzinomen, 3 von 44 (6,8%)
Ovarialkarzinomen sowie eines von 27 (3,7%) Pankreaskarzinomen GATA 3. Wahrend die Starke der
Expression bei den Ovarialkarzinomen und beim Pankreaskarzinom mit Scores von 1 oder 2
vergleichsweise gering blieben, waren unter den neun GATA 3 positiven Bronchialkarzinomen auch
zwei Tumore mit einem Score Wert 3 bzw. 4, also einer Expressionsstarke, die liber eine
unspezifische Farbung sicher hinaus geht. Kleinzellige Bronchialkarzinome zeigten in keinem Fall
eine GATA 3 Expression, jedoch zwei Karzinosen eines Plattenepithelkarzinoms, welche jedoch
beide vom selben Patienten stammten. In der Literatur wird eine GATA3 Expression bei
Plattenepithelkarzinomen ebenfalls beschrieben. Vidarsdottir et al. untersuchten Formalin-fixierte,
Paraffin-eingebettete OP-Resektate von 665 Lungenkarzinomen und 425 pulmonalen Metastasen
hinsichtlich ihres immunhistochemischen Expressionsprofils. Hierbei zeigten 2% der primaren
Adenokarzinome der Lunge eine GATA3 Expression und sogar 20% der pulmonalen
Plattenepithelkarzinome exprimierten GATA3 7°. Miettinen et al. beschrieben ebenfalls eine GATA3
Expression bei neun von 74 pulmonalen Plattenepithelkarzinomen (12%) ¥. Somit entspricht die
positive GATA3 Expression des pulmonalen Plattenepithelkarzinoms dieser Studie durchaus den
aus der Literatur bekannten Daten. Miettinen et al. beschrieben eine seltenere Expression fiir 4 der
73 untersuchten serdsen Ovarialkarzinome sowie 15 der 155 untersuchten Adeno- und
Plattenepithelkarzinome der Lunge *.

Ohne Expression blieben alle sonstigen Tumore des gastrointestinalen Systems wie
Magenkarzinome, kolorektale Karzinome sowie Karzinome der Gallenwege. Die Fallzahl dieser
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Karzinome in der eigenen Arbeit betrug zusammen 35. Es ware somit die Aussage moglich, dass bei
den differentialdiagnostischen Uberlegungen zum Primartumor einer Karzinose mit GATA3
Expression ein Karzinom des gastrointestinalen Systems, der Gallenwege oder ein kolorektales
Karzinom unwahrscheinlich ist. Miettinen et al. beobachteten hier ahnliche GATA3
Expressionsmuster wie in der eigenen Arbeit. Es wird eine nur geringe Pravalenz (2 von 169) der
GATA 3-Expression bei kolorektalen Karzinomen und bei 5 von 57 der cholangiozelluldren
Karzinome beschrieben, sodass eine GATA 3 Expression bei diesen Tumorentitdten eher selten ist
und somit in der klinischen Diagnostik eine untergeordnete Rolle spielt 3°.Es wird allerdings eine im
Vergleich mit den eigenen Daten haufigere GATA3 Expression bei 23 von 62 Pankreas-
Adenokarzinomen beschrieben. Diese Daten stammen von Formalin-fixierten und Paraffin-
eingebetteten Blocken der Primdrtumoren und werden in den eigenen Daten der metastasierten
Situation in die serdsen Hohlen nur in sehr viel geringerem Male beobachtet. Eine GATA3
Expression wird in der Arbeit von Miettinen aber bei 37 von 64 malignen Mesotheliomen
beschrieben und ware damit in der immuncytochemischen Ergussdiagnostik durchaus relevant. Die
vier Pleuramesotheliome der eigenen Serie waren allerdings durchweg GATA3 negativ.

Ebenfalls Daten zu Formalin-fixierten und Paraffin-eingebetteten Zellblécken, welche aus malignen
Erglissen angefertigt wurden, aullerhalb der Mamma bzw. des Urogenitaltrakts beschrieben Lew et
al. Auch sie beobachteten dhnliche GATA3 Expressionsmuster bei Lungenkarzinomen wie in der
eigenen Studie, so zeigten auch bei Lew et al. 14% (6/44) der Bronchialkarzinome eine GATA3
Expression (hiervon fiinf Adenokarzinome und ein Plattenepithelkarzinom) und 11% der
Pankreaskarzinome (2/18). AuBerdem exprimierten zwei Magenkarzinome (2/12), ein
Osophaguskarzinom (1/12) und ein cholangiozelluldres Karzinom (1/8) GATA3, ohne Expression
blieben alle kolorektalen Karzinome (0/14) 3¢. Zusammengefasst dhneln die hier beschriebenen
Expressionsmuster denen der eigenen Studie. Auch wenn sich hier einige wenige Karzinome des
gastrointestinalen Trakts mit positiver GATA3 Expression zeigen, scheint dies eher eine Seltenheit
zu sein.

Eine weitere Studie von Kriegsmann et al. gab weitere Aufschllsse bezliglich der GATA3 Expression
bei Bronchialkarzinomen. Sie untersuchten in einer grofRen Studie an Formalin-fixierten und
Paraffin-eingebetteten OP-Prdparaten von 1291 NSCLCs (darunter 636 Adenokarzinome, 536
Plattenepithelkarzinome, 65 groRzellige Karzinome, 34 pleomorphe Karzinome und 20 grol3zellige
neuroendokrine Karzinome) die Karzinome bezliglich des ER-, PR-, HER2-, Mammaglobin- sowie
GATA3 Expressionsprofils. Auch Kriegsmann et al. konnten mit 20% (109/536) vor allem bei
Plattenepithelkarzinomen der Lunge, aber auch bei pulmonalen Adenokarzinomen mit 8% (49/636)

8, Somit ist differentialdiagnostisch bei

eine relevante GATA3 Expression nachweisen
nachgewiesener GATA3 Expression, insbesondere in Pleuraerglissen, immer auch ein

Bronchialkarzinom in Erwagung zu ziehen.
4.5 TTF1

4.5.1 Expression bei Bronchialkarzinomen

Die in der Literatur beschriebenen Daten fiir die Sensitivitdit von TTF1 in der Diagnostik von
Bronchialkarzinomen variieren deutlich. Kim et al. untersuchten an Formalin-fixierten, Paraffin-
eingebetteten Zellblécken, welche aus dem Sediment von 84 Pleuraergiissen gewonnen wurden,
die Napsin A sowie TTF1 Expression von pulmonalen sowie extrapulmonalen Karzinomen. Sie
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beschrieben in der Ergusscytologie eine Sensitivitat von 58% (30/52) fir TTF1 bei der Erkennung
pulmonaler Adenokarzinome bei einer Spezifitit von 100% “¢. Es wurden aber auch héhere
Sensitivitditen in der Ergusscytologie postuliert. So untersuchten auch Ng et al
Korperhohlenerglisse (17 Pleuraergisse, 18 Ascites, ein Perikarderguss) von metastasierten
Adenokarzinomen, fertigten aus dem Erguss Formalin-fixierte, Paraffin-eingebettete Zellblcke an
und bestimmten die TTF1 Expression. 17 der 36 Karzinome waren pulmonale Adenokarzinome und
die Pravalenz fir eine TTF1 Expression betrug 88% (15/17) *.. Allgemein kann TTF1 vor allem bei
Adenokarzinomen der Lunge und in etwas geringerem MaRe auch bei kleinzelligen
Bronchialkarzinomen nachgewiesen werden, Plattenepithelkarzinome exprimieren typischerweise
kein TTF1. Dies konnte auch in der eigenen Studie bestatigt werden. Hier fehlte eine Expression bei
den pulmonalen Plattenepithelkarzinomen, wohingegen Adeno- bzw. kleinzellige Karzinome eine
Pravalenz von 78% bzw. 60% aufwiesen. Bei 15 von 21 (71%) der nicht weiter subklassifizierten
Nicht kleinzelligen Lungenkarzinome lag ebenfalls eine TTF1 Expression vor.

4.5.2 Expression bei unterschiedlicher Methodik

Die oben genannten Studien mit Ausnahme der eigenen Arbeit basieren auf derselben Methodik.
Es wurden Schnittpraparate Formalin-fixierter Paraffinblocke aus dem zentrifugierten Sediment der
Erglsse immuncytochemisch untersucht. Eine der wenigen der mit der eigenen Methodik direkter
vergleichbaren  Studien  zu immuncytochemischen Untersuchungen an direkten
Ausstrichpraparaten stammt von Knoepp et al. Sie fiihrten die immuncytochemischen
Untersuchung von Napsin A sowie TTF1 an luftgetrockneten, ungefarbten Ausstrichen von 49
malignen und 17 reaktiven Erglissen durch *°. Sie konnten bei 67% der Lungenadenokarzinome eine
im Vergleich zu den eigenen 78% geringere TTF1 Expression nachweisen. Eine dhnliche Studie von
Roh et al. untersuchte ebenso wie Knoepp et al. an luftgetrockneten, ungefarbten Ausstrichen u.a.
die TTF1 Expression von NSCLC. Die insgesamt 25 Ausstriche (18 Adenokarzinome, sechs
Plattenepitelkarzinome, ein nicht nadher klassifiziertes nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom) wurden
entweder aus abgeschabten Zellen von Lungenresektionspraparaten (zehn Falle), von
transbronchialen FNAs (13 Falle) oder aus dem zentrifugierten Sediment von Pleuraergiissen (zwei
Fille) gefertigt. Eine TTF1 Expression zeigte sich bei 83% (15/18) der Adenokarzinome, alle
Plattenepithelkarzinome blieben ohne TTF1 Expression und auch das nicht ndher klassifizierte
nicht-kleinzellige Karzinom zeigte keine TTF1 Expression 8., Eine vergleichbare Studie von Liu et al.
nutzte, ebenso wie die eigene Studie, alkoholfixierte und nach Papanicolaou gefarbte Ausstriche
fiir die immuncytochemische Untersuchung. Sie untersuchten an Feinnadelaspirationsbiopsien von
34 Bronchialkarzinomen (14 pulmonale Adenokarzinome, 12 Plattenepithelkarzinome und 8
Kleinzellern) sowie neun pulmonal metastasierten Karzinomen anderen Ursprungs (drei
Mammakarzinome, zwei Kolonkarzinome, ein Cervixkarzinom, ein Magenkarzinom, ein Melanom
sowie ein Zungenkarzinom) die TTF1 Expression. Dabei erfolgte die immuncytochemische
Untersuchung einerseits an aus den FNAs gewonnenen alkoholfixierten und nach Papanicolaou
gefarbten Ausstrichen sowie ebenfalls vergleichend an Formalin-fixierten, Paraffin-eingebetteten
Zellblocken, welche zusatzlich aus den FNAs gefertigt wurden. Alle extrapulmonalen Tumore
zeigten, unabhangig von der gewahlten Methode, keine TTF1 Expression und auch bei der TTF1
Expression der pulmonalen Karzinome konnte kein Unterschied zwischen Zellblécken und
Ausstrichen nachgewiesen werden. So wiesen jeweils 86% (12/14) der pulmonalen
Adenokarzinome, 75% (6/8) der Kleinzeller und kein Plattenepithelkarzinom der Lunge eine TTF1
Expression auf &2,
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Insgesamt legen die vorgenannten Studien nahe, dass die Analyse der Expression von TTF1 mittels
unterschiedlicher Methodik zu in der GroRenordnung gut vergleichbaren Ergebnissen flihrt. Ebenso
wie bei GATA3 lag der optimale Youden-Index fiir die Detektion einer TTF1 Expression in der
eigenen Arbeit bei einem Cut-Off >1. Grund hierfir ist erneut die mit steigendem Cut-Off-Wert
deutlich abfallende Sensitivitdt. Wertet man lediglich Karzinome mit einem TTF1-Score >3 als
positiv, so betragt die Sensitivitat nur noch 56%, was fir den klinischen Alltag deutlich zu viele falsch
negative Tumore bedeuten wiirde. Selbst bei einem Cut-Off >1 ist die Spezifitdt mit fast 97%
vergleichsweise hoch.

Teilweise wurde in der Literatur ein Rickgang der Sensitivitdt bei schlecht differenzierten
Karzinomen beschrieben. Selves et al. beschrieben einen Abfall der Sensitivitdt von nahezu 100%
bei den gut differenzierten Bronchialkarzinomen auf etwa 50% bei den schlecht differenzierten

Karzinomen &

. Unter den Karzinosen pulmonaler Karzinome mit maRiger bzw. schlechter
Differenzierung ist daher moglicherweise vermehrt mit falsch negativen Befunden zu rechnen. Auch
wenn in der eigenen Studie nur bei 63 von 101 aller pulmonalen Adenokarzinome eine Information
Uber den Differenzierungsgrad vorlag, liel sich erkennen, dass die gering differenzierten Karzinome
mit einem Anteil von 83% (52/63) deutlich iberwogen. Eine hohe Anzahl schlecht differenzierter
Karzinome dieser Studie konnte ein Grund fiir eine etwas niedrigere Sensitivitdt im Vergleich mit

manchen Studien sein.

4.5.3 Expression bei extrapulmonalen Karzinomen

TTF1 Expression in extrapulmonalen Karzinomen findet sich nur selten. Wenn tberhaupt, werden
eine Expression in Magenkarzinomen oder kolorektalen Karzinomen sowie Karzinomen des
weiblichen Genitaltrakts (Ovarialkarzinome, Endometriumkarzinome) oder der Brust beschrieben:
Matoso et al. verglichen die TTF1 Expression zwei verschiedener TTF1-Antikorperklone (8G7G3/1
und SPT24) in pulmonalen sowie extrapulmonalen Tumoren. Hierzu fiihrten sie eine
immunhistochemische Untersuchung an Tissue-Microarrays von Paraffin-eingebetteten
Gewebsproben von 374 Lungenkarzinomen und 726 extrapulmonalen Tumoren (hiervon 160
Prostatakarzinome, 120 Kolonkarzinome, 110 Magenkarzinome, 110 Adenokarzinome des
Pankreas, 98 invasive Urothelkarzinome der Harnblase, 34 duktale Mammakarzinome sowie 56
Tumore der Speicheldriise und 38 Plattenepithelkarzinome des Kopfs bzw. Halses) durch. Eine TTF1
Expression zeigten funf (5%) der Harnblasenkarzinome, drei (2,5%) Kolonkarzinome, zwei (1,2%)
Prostatakarzinome und je ein Magen- sowie Speicheldriisenkarzinom. Negativ blieben die
Mammakarzinome, die Plattenepithelkarzinome sowie alle Pankreaskarzinome. Die Ergebnisse der
extrapulmonalen Tumore waren fiir beide Antikdrperklone gleich 8. Compérat et al. untersuchten
vor allem kolorektale Karzinome auf ihre TTF1 Expression hin. Sie bestimmten an Tissue-
Microarrays die TTF1 Expression von 232 Tumoren (56 in die Lunge metastasierte Karzinome -
hiervon 41 kolorektale Karzinome, sechs Nierentumore, zwei Mammakarzinome, zwei Karzinome
der Leber, drei Sarkome, sowie je ein Schilddriisenkarzinom und ein Tumor der Speicheldrise-, 90
primdre Kolonkarzinome und 86 pulmonale Adenokarzinome). Von den 56 pulmonal
metastasierten Karzinomen zeigten fiunf eine TTF1 Expression, hiervon das eine
Schilddriisenkarzinom sowie vier kolorektale Karzinome, letztere mit einer fokalen Expression.
Ebenso exprimierten vier der 90 primdren Kolonkarzinome TTF1 8. Ebenso wird eine TTF1
Expression in gyndkologischen Tumoren beschrieben. Fujiwara et al. untersuchten an Formalin-
fixierten, Paraffin-eingebetteten Gewebeblécken von OP-Praparaten die TTF1 Expression von 83
Ovarialkarzinomen, 55 endometrioiden Adenokarzinomen des Uterus, 28 Adenokarzinomen der

66



Cervix sowie von 20 Leiomyosarkomen des Uterus. Eine TTF1 Expression zeigte sich bei 11 (13%)
Ovarialkarzinomen und 5 (10%) der endometrioiden Adenokarzinome des Uterus. Die anderen

8  AuBerdem wird, wie bereits im Kapitel

Karzinome blieben alle ohne TTF1 Expression
»Genauigkeit der cytologischen Tumorklassifikation” kurz beschrieben, vereinzelt eine TTF1
Expression von bis zu 2,4% bei Adenokarzinomen der Mamma beschrieben 7°. Auch Robens et al.
wiesen in einer Studie an Formalin-fixierten und Paraffin-eingebetteten Zellblocken von 546 OP-
Praparaten bzw. FNA von Mammakarzinomen eine TTF1 Expression von 2,4% (13/546) nach #. Des
Weiteren finden sich in der Literatur Fallberichte einzelner Patienten von extrapulmonalen
Tumoren mit positiver TTF1 Expression. So berichteten Pegolo et al. von einem hepatisch
metastasiertem Adenokarzinom des Magens sowie eines Adenokarzinoms der Gallenblase, jeweils

mit diffuser TTF1 Expression und ohne jeglichen Anhalt fiir ein Bronchialkarzinom 8.

4.5.4 Expression in der eigenen Arbeit

Auch in der eigenen Studie war die Spezifitat der TTF1 Expression fur pulmonale Karzinome (auRer
Plattenepithelkarzinome) und Schilddriisenkarzinome mit 97% hoch und eine extrapulmonale TTF1
Expression trat lediglich bei zwei Karzinomen des gastrodsophagealen Systems, einem
Ovarialkarzinom, einem Prostatakarzinom und zwei Mammakarzinomen auf. Bis auf zwei Félle (ein
Mammakarzinom mit einem Score 5 (Diskussion vergleiche Kapitel ,,Genauigkeit der cytologischen
Tumorklassifikation“) sowie ein Karzinom des gastrodsophagealen Ubergangs mit einem Score 3)
war die Expression nur schwach (Score 1). Insgesamt zeigten sich also dhnliche extrapulmonale
Tumorentitaten wie bereits in der Literatur beschrieben wurden. Die seltene kraftige TTF1
Expression bei extrapulmonalen Karzinomen muss aber in der diagnostischen Routine bedacht
werden, da es sonst zu Fehldiagnosen kommen kann. Durchweg ohne Expression von TTF1 blieben
Karzinome des pankreatobilidren Systems sowie des Urogenitaltrakts und das Pleuramesotheliom.
Diese Tumorentitdten kénnen somit in der Differentialdiagnostik weitgehend ausgeschlossen
werden.

Eine TTF1 Expression kommt regelhaft bei Schilddriisenkarzinomen vor. Daten zur Expression dieser
Entitdt in der eigenen Serie sind aber limitiert, da nur ein pleural metastasiertes papillares
Schilddrisenkarzinom (TTF1: Score 4) erfasst ist. Schilddrisenkarzinome sind nur duBerst selten
Primartumoren bei (Pleura-)karzinosen (persdnliche Kommunikation Dr. Schramm). Diese
Einschatzung wird von einer Studie von Broome et al. bestatigt. Diese untersuchten in einer
retrospektiven Studie von 143 Patienten mit metastasiertem Schilddriisenkarzinom (104 papillare,
30 follikuldre, finf anaplastische und vier onkozytare Schilddriisenkarzinome) Risikofaktoren,
welche mit einer schlechten Prognose einhergehen. Haufigster Metastasierungsort war mit 53
Fillen die Lunge. 19% (10/53) der Patienten mit Lungenmetastasen wiesen einen Pleuraerguss auf,
es handelte sich jedoch nur in finf Fallen um einen exsudativen Pleuraerguss und maligne Zellen
konnten cytologisch nur in vier Fillen nachgewiesen werden #. Cytologisch positive Pleuraergiisse
sind somit selbst unter den metastasierten Schilddriisenkarzinomen eher selten. Zu bedenken ist
hier, dass das Patientenkollektiv von 143 Patienten Uber einen Zeitraum von 20 Jahren gesammelt
wurde und somit das Vorliegen von Fernmetastasen bei Erstdiagnose eines Schilddriisenkarzinoms
ohnehin eine Seltenheit darstellt.

Insgesamt konnte in der eigenen Studie gezeigt werden, dass sich das Expressionsprofil von TTF1
an alkoholfixierten Ausstrichprdparaten nicht signifikant von dem in der Literatur vor allem an
Formalin-fixierten Zellblockprdparaten beschriebenen Expressionsprofil unterscheidet.
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4.6 NapsinA

4.6.1 Expression bei pulmonalen Adenokarzinomen

Napsin A ist eine Aspartat Proteinase, welche in humanen Zellen der Lunge sowie der Niere zu
finden ist. Der Antikorper ist bekannt fir seine hohe Spezifitdt bei der Diagnostik pulmonaler
Adenokarzinome und insbesondere zur Differenzierung pulmonaler und extrapulmonaler
Adenokarzinome geeignet 4> %°, AuBerdem kann Napsin A zwischen Plattenepithelkarzinomen,
neuroendokrinen Tumoren und Adenokarzinomen der Lunge differenzieren, da typischerweise nur
das Adenokarzinom eine positive Napsin A Expression aufweist bzw. Plattenepithelkarzinome der
Lunge nur in wenigen Fallen.

Turner et al. verglichen in einer groRen Studie an 1674 Prdparaten die Sensitivitat und Spezifitat
von TTF1 und Napsin A in der Diagnostik von Bronchialkarzinomen. Die Untersuchung erfolgte an
Tissue  Microarrays von 555  Bronchialkarzinomen (303  Adenokarzinome, 200
Plattenepithelkarzinome, 52 Kleinzeller) sowie 1119 extrapulmonalen Tumoren, darunter
Karzinome der Niere, der Schilddrise, des Gallentrakts, der Harnblase, der Brust, des Kolon, der
Leber, der Ovarien, des Pankreas, der Prostata, des Magens sowie des Uterus. Kurz
zusammengefasst wies Napsin A durchweg eine héhere Sensitivitat (87% flir Napsin A gegeniber
64% fiir TTF1) sowie, mit Ausnahme der Nierentumore, auch eine hohere Spezifitat (97% fiir Napsin
A gegeniiber 90% fiir TTF1), in der Erkennung pulmonaler Adenokarzinome auf als TTF1 “°,

Auch in der eigenen Studie zeigten in erster Linie Adenokarzinome bzw. nicht weiter spezifizierte
nicht-kleinzellige Karzinome der Lunge eine Expression von Napsin A. Unter den letzteren dirften
sich einige Adenokarzinome verbergen. Der optimale Youden-Index von 0,63 fiir die Bestimmung
der Treffsicherheit dieser Entitaten lag bei einem Cut-Off >1. Die Sensitivitat fiel mit Anhebung des
Cut-Offs auf einen Wert von 5 auf lediglich 25% ab, was fiir den klinischen Alltag einen deutlich zu
niedrigen und somit unpraktikablen Wert darstellt. Dabei ergab sich fiir diese beiden
Tumorentitaten eine Sensitivitat von 66,4% bei einem Cut-Off >1, welche insgesamt unterhalb den
in der Literatur angegebenen Sensitivititen von 80-90% bei der Erkennung pulmonaler
Adenokarzinome liegt *% 47 %8 Bei allen hier vergleichend zitierten Studien wurden die
immuncytochemischen Untersuchungen an Formalin-fixierten, Paraffin-eingebetteten Zell- oder
Gewebeblécken durchgefihrt.

4.6.2 Expression bei unterschiedlicher Methodik

Vergleichbare Studien zu immuncytochemischen Untersuchungen an direkten Ausstrichprdparaten
finden sich selten. Die bereits oben genannte Studie von Knoepp et al. an Ausstrichpraparaten von
malignen bzw. reaktiven Pleuraerglissen konnte in 78% der pulmonalen Adenokarzinome eine
Napsin A Expression nachweisen. Somit ist die Prévalenz bei Knoepp et al. hoher als die Pravalenz
von 69% bei pulmonalen Adenokarzinomen der eigenen Studie *°. Auch die bereits zitierte Studie
von Roh et al. an direkten Ausstrichpraparaten untersuchte neben TTF1 auch die Napsin A
Expression von nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen. Dabei konnte eine Napsin Expression bei
83% (15/18) der pulmonalen Adenokarzinome nachgewiesen werden. Alle sechs
Plattenepithelkarzinome der Lunge sowie das eine nicht ndher klassifizierte nicht-kleinzellige
Karzinom blieben ohne Napsin A Expression 8. Sehr wohl finden sich in der Literatur verschiedene
Studien zum Expressionsprofil von Napsin A an malignen Erglssen, jedoch erfolgt die
immuncytochemische Untersuchung hier in der Regel in Zellblocktechnik an Formalin-fixierten
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Paraffinblocken aus dem zentrifugierten Sediment der Erglisse. El Hag et al. untersuchten
beispielsweise an ebenso aufgearbeiteten Proben von 139 malignen Erglissen das Expressionsprofil
von TTF1 und Napsin A %' Eingeschlossen waren 26 pulmonale und 108 extrapulmonale
Adenokarzinome, zwei pulmonale Plattenepithelkarzinome sowie drei Kleinzeller der Lunge. Die
Pravalenz einer Napsin A Expression bei den pulmonalen Adenokarzinomen entsprach mit 65%
(17/26) fast der Pravalenz der eigenen Studie (69%). Eine Napsin A Expression bei den kleinzelligen
Karzinomen der Lunge sowie den pulmonalen Plattenepithelkarzinomen konnte nicht
nachgewiesen werden, jedoch ist die diesbeziigliche Aussagekraft auf Grund einer niedrigen
Fallzahl nur eingeschrankt. Auch in der oben bereits zitierten Studie von Kim et al. aus dem Jahr
2011 wurde die Napsin A Expression an Formalin-fixierten und Paraffin-eingebetteten Zellblocken
von insgesamt 84 malignen Pleuraerglissen untersucht. 83% (44/53) der pulmonalen
Adenokarzinome zeigten eine Napsin A Expression, alle 31 extrapulmonalen Adenokarzinome
blieben ohne Expression %,

Somit ist die Sensitivitat der Napsin A Expression fiir Karzinosen pulmonaler Adenokarzinome in der
eigenen Studie etwas niedriger als in der Literatur unabhangig von der Praanalytik (Paraffinblocke,
Ausstrichpraparate...) berichtet. Bereits im Kapitel zur TTF1 Expression wurden hier mogliche
Ursachen ausfilihrlicher diskutiert. Ursachlich konnten eine verzogerte oder unzureichende
Alkoholspray-Fixierung sein oder ebenso die zum Teil mehrjahrige Archivierung der
Ausstrichpraparate. Letztere kann zu einer Abnahme der Immunogenitat insbesondere nukleérer,
aber auch zytoplasmatischer Antigene fiihren 78,

4.6.3 Expression bei Plattenepithelkarzinomen (Lunge und extrapulmonal) und
Kleinzelligen Lungenkarzinomen

Allgemein zdhlen Plattenepithelkarzinome sowie kleinzellige Karzinome der Lunge zu den Tumoren
mit fehlender Napsin A Expression, Turner et al. beobachteten eine Napsin A Expression lediglich
bei 3% (5 von 200) der pulmonalen Plattenepithelkarzinome und bei keinem kleinzelligen Karzinom
der Lunge (0/52). Plattenepithelkarzinome anderen Ursprungs waren in dieser Studie nicht
vorhanden “°. Es werden jedoch auch hdhere Zahlen bei der Napsin A Expression pulmonaler
Plattenepithelkarzinome genannt. So untersuchten Pereira et al. Tissue Microarrays von 194
Plattenepithelkarzinomen verschiedenen Ursprungs, darunter 35 Biopsien von Lungenkarzinomen,
hinsichtlich ihrer Napsin A Expression. Eine positive Expression zeigte sich in 26% (9/35) der
pulmonalen Plattenepithelkarzinome und 35% (3/8) der Plattenepithelkarzinome des Penis 2. In
der eigenen Studie zeigten je ein pulmonales Plattenepithelkarzinom sowie ein kleinzelliges
Karzinom der Lunge eine fokale Expression von Napsin A, einem Score 2 entsprechend. Das einzige
Plattenepithelkarzinom des Penis in der eigenen Studie wies keine Napsin A Expression auf. Auf
Grund der niedrigen Fallzahl (vier Plattenepithelkarzinome der Lunge, 15 kleinzellige Karzinome der
Lunge), insbesondere  der nur  selten pleural metastasierenden pulmonalen
Platteneptihelkarzinome, lasst sich nur schwer beurteilen, ob es sich hier lediglich um eine zufillige,
unspezifische Farbung handelt. Eine verallgemeinernde Aussage ist somit nicht moglich. Hier waren
erganzende Untersuchungen unter Einschluss einer grof3en Fallzahl von kleinzelligen Karzinomen
sowie Platteneptihelkarzinomen der Lunge mit der Frage nach positiver Napsin A Expression
sinnvoll. Eine Napsin A Expression bei kleinzelligen Karzinomen der Lunge wird in der Literatur nicht
beschrieben. Weder nach ausfihrlicher PubMed Recherche noch nach Printwerk-Lektiire (u.a.
Leong's Manual of Diagnostic Antibodies for Immunohistology) konnten Fallberichte oder
Textpassagen hierzu gefunden werden.
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4.6.4 Expression bei extrapulmonalen Karzinomen

Laut Literatur ist Vorsicht geboten bei der Differentialdiagnostik extrapulmonaler muzinéser
Adenokarzinome. Heymann et al. untersuchten an Formalin-fixierten, Paraffin-eingebetteten
Zellblocken von FNA Biopsien bzw. chirurgischen Praparaten von 32 muzindsen Tumoren der Lunge
und 33 extrapulmonalen muzindsen Tumoren die Napsin A Expression, darunter 18 Tumore des
gastrointestinalen Trakts. Heymann et al. beschrieben hier eine Spezifitdt von nur 52%, da 83%
(15/18) aller muzindsen Adenokarzinome des gastrointestinalen Trakts ebenfalls polyklonal Napsin
A exprimierten %. Von den 33 extrapulmonalen muzinésen Adenokarzinomen wiesen 16 eine
Napsin A Expression auf, hiervon neben den 15 Tumoren des gastrointestinalen Traks ein
Ovarialkarzinom. In der eigenen Studie blieben alle Karzinome des gastrointestinalen Trakts ohne
Napsin A Expression, der histologische Subtyp, insbesondere eine muzindse Differenzierung, war
den Unterlagen aber nicht zu entnehmen. Somit ist moglich, dass keine muzindsen Karzinome
eingeschlossen waren.

Napsin A spielt ebenfalls eine Rolle in der Diagnostik von Nierenzellkarzinomen, insbesondere
papillare Nierenzellkarzinome exprimieren zu Gber 70% Napsin A. Die Ausbildung von malignen
Korperhohlenergiissen stellt bei den (dann meist klarzelligen) Nierenzellkarzinomen eine Raritat
dar, was die sehr niedrige Fallzahl von einem hier Napsin A negativem Nierenzellkarzinom in der
eigenen Studie unterstreicht. Somit lasst sich in der eigenen Serie keine statistische Aussage Uber
eine Expression von Napsin A bei Nierenzellkarzinomen treffen. Selten kann auch eine Expression
bei Mammakarzinomen, Ovarialkarzinomen und Endometriumkarzinomen, Leber- und
Pankreaskarzinomen sowie kolorektalen Karzinomen nachgewiesen werden. % %, Davon sind
lediglich Karzinosen der hepatozelluldaren Karzinome und der Endometriumkarzinome seltener. Die
anderen genannten Entitdten waren differentialdiagnostisch zu beachten. Die einzigen
extrapulmonalen Karzinome der eigenen Serie mit positiver Immunreaktion fiir Napsin A waren
zwei serése Ovarialkarzinome jeweils mit einer schwachen Expression (Score 1) sowie zwei
Mammakarzinome. Ein Mammakarzinom wies einen Score 3 auf, das andere einen Score von 5.
Dasselbe letztere Mammakarzinom zeigte auch eine TTF1 Expression mit einem Score 5 und wurde
bereits im Kapitel ,Genauigkeit der cytologischen Tumorklassifikation” hinsichtlich eines aus
cytologischer Sicht moglichen pulmonalen Zweitkarzinoms diskutiert.

Insgesamt ergaben sich in der eigenen Studie somit dhnliche Befunde mit allerdings in der
Sensitivitat flur pulmonale Adenokarzinome etwas niedrigerem Wert, wie bereits aus der Literatur
bekannt. Insbesondere bei den extrapulmonalen Tumoren mit positiver Napsin A Expression
zeigten sich lediglich solche, die bereits in der Literatur beschrieben worden waren. Diese Entitdten
sollten daher bei der differentialdiagnostischen Abgrenzung beachtet werden und bei Einsatz von
Napsin A in einem Panel entsprechend durch weitere Antikdrper ausgeschlossen werden, z.B.
Cytokeratin 20 und cdx2 fir kolorektale Karzinome, WilmsTumor 1 (WT1) oder Pax 8 fiir serdse
Ovarialkarzinome, GATA 3 fiir Mammakarzinome .

4.7 Mucin 1

Mucine werden von einer Vielzahl Adenokarzinome exprimiert, im Speziellen sind sie bekannt fiir
ihre Expression von Tumoren des gastrointestinalen Systems. Je nach Subtyp unterscheiden sich
die Mucine in ihrem Expressionsprofil.
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So gilt Mucin 1 als Antigen, das vor allem in pankreatobilidren Tumoren nachgewiesen werden
kann, wohingegen Mucin 2 bevorzugt von intestinalen Adenokarzinomen wie dem kolorektalen
Karzinom exprimiert wird. Jedoch zeigen die Mucin Subtypen ein sehr heterogenes Farbeverhalten.
Co-Expressionen mehrerer Subtypen in einer Tumorentitat sind keine Seltenheit, sodass eine strikte
Abgrenzung nicht sinnvoll erscheint. Diese diagnostische Grenze der Mucine wurde schon in der
Literatur beschrieben 7.

Auch in der eigenen Studie prasentierte Mucin 1 ein unspezifisches Farbeverhalten. Die einzigen
Tumorentitaten ohne Mucin 1 Expression waren die akute myeloische Leukdmie (insgesamt vier
Erglsse), das endometriale Stromasarkom sowie das pleuropulmonale Blastom Typ Il (mit je einem
Ergusspraparat). Insbesondere die beiden letztgenannten sind seltene Tumorentitdten. Auch
hamatologische Erkrankungen wie akute Leukdmien fiihren eher selten zur Ausbildung maligner
Ergusse 9, die dann aber cytomorphologisch meist gut von den sonst wesentlich hiufigeren
Karzinosen abgegrenzt werden kénnen.

Nach Anhebung des Cut-Offs auf den Score-Wert 3 bleiben noch 231 der 339 untersuchten
Ergusspraparate positiv. Selbst dann, wenn nur Falle mit einem Score-Wert 5 als positiv gewertet
werden, lassen sich die Tumorentitaten nicht sinnvoll eingrenzen. Insbesondere die relevanten,
haufigen Tumorentititen wie Mammakarzinome, Bronchialkarzinome, Magen- und
Pankreaskarzinome sowie Ovarialkarzinome zeigten im Mittel eine Pravalenz von 34% fir eine
homogene kraftige Expression von Mucin 1 (Score 5) und kénnen so nicht unterschieden werden.
Selbst extrapulmonale Plattenepithelkarzinome, in der eigenen Serie ein Plattenepithelkarzinom
des Penis, kbnnen Mucin 1 mit einem Score 5 exprimieren. Mucin 1 scheint daher zur genauen
Eingrenzung der Tumorentitdt und insbesondere in der Diagnostik von CUP-Syndromen wenig
geeignet.

Um dennoch einen Mehrwert aus einer positiven Mucin-Expression zu gewinnen, wurde in der
Literatur mehrfach untersucht, inwiefern eine hohe Mucin-Expression eine prognostische Aussage
Uber den Krankheitsverlauf der Patienten zuldsst. So wurde in verschiedenen Studien der Verdacht
geduBert, dass hohe Expressionsmuster von Mucin 1 beispielsweise bei Magenkarzinomen mit
einer erniedrigten 5-Jahres-Uberlebensrate einhergehen. Wang et al. gingen dieser Frage mit Hilfe
einer Meta-Analyse von zehn Studien mit insgesamt 834 Fallen nach und kamen zu dem Schluss,
dass eine hohe Expression von Mucin 1 mit einem schlechteren Krankheitsverlauf einherzugehen
scheint. So ging eine hohe Mucin 1 Expression mit einer signifikant schlechteren 5-Jahres-
Uberlebensrate sowie einer htheren Rate an Lymphknotenmetastasen und GefiRinvasion einher
%, Die immuncytochemischen Untersuchungen erfolgten dabei an OP-Priparaten von
Magenkarzinomen. Auf Grund einer deutlichen Heterogenitat zwischen den eingeschlossenen
Studien ist die Sicherheit dieses Ergebnis jedoch moglicherweise eingeschrankt.

4.8 Kombinierte Auswertung

Ziel einer kombinierten Auswertung ist es, mit Hilfe eines Antikorperpanels die Sensitivitat sowie
Spezifitat in der Tumorklassifikation zu erhéhen. Dies ist bei Erstdiagnose eines malignen Tumors
an der Metastase ein gangiges Verfahren in der diagnostischen Pathologie. Als
Untersuchungsmaterial werden daher oft cytologische oder histologische Proben typischer
Metastasenlokalisation, wie z.B. Leber, Lymphknoten aber auch Kérperhdhlenerglisse eingesandt.
Die Auswahl des geeigneten Antikorperpanels ist dabei abhangig vom klinisch vermuteten Sitz des

71



Primartumors (vor allem gestitzt durch Daten aus der bildgebenden Diagnostik), dem
mikroskopischen Erscheinungsbild des Tumors und dem Wissen und der Erfahrung des
diagnostizierenden Pathologen. Das Erlernen der verschiedenen Einsatzmoglichkeiten und
Expressionsprofile der Immunhistochemie ist integraler Teil der fachspezifischen Ausbildung.
Hierbei muss man unterscheiden zwischen Antigenen, die eher die Zuordnung zu einem Gewebe
ermoglichen wie z.B. Vimentin fir mesenchymale Neoplasien, BerEP4 oder Gesamtzytokeratin fir
epitheliale Tumoren, Melan A fiir melanozytare Neoplasien etc., von Antigenen, die eher
entitatenspezifisch sind, z.B. GATA3, Napsin A etc. In Lehrblichern der immunhistochemischen
Diagnostik sind flr die Abklarung von Metastasen Entscheidungssequenzen fiir den sparsamen
Einsatz integriert °. In der eigenen Studie liegt mit vier Antikérpern ein kleines Panel vor. Da Mucin
1 sich als ein sehr unspezifischer, wenig diskriminierender Antikérper herausstellte, ist er kein
idealer Antikorper fir eine kombinierte Auswertung, sodass im folgenden lediglich GATA3, TTF1,
und Napsin A naher betrachtet werden sollen und kénnen.

Durch Kombination von TTF1 und Napsin A konnten insgesamt 4% mehr Bronchialkarzinome als
richtig positiv erkannt werden, was einer absoluten Zahl von 6 und einer kombinierten Sensitivitat
von 77% entspricht. Napsin A allein konnte 69% (70/101) aller pulmonalen Adenokarzinome und
52% (11/21) aller nicht weiter klassifizierten nicht-kleinzelligen Lungenkarzinome korrekt als solche
erkennen. Bei TTF1 waren es 78% (79/101) bei den Adenokarzinomen und bei den nichtkleinzelligen
Karzinomen der Lunge 71% (15/21). Somit war TTF1 in dieser Studie der Antikérper mit der héheren
Sensitivitat fur die typischen Entitdten. Napsin A dagegen zeigte eine geringfligig hohere Spezifitat
(97% gegeniiber 96,7% ab einem Score >1).

In der Literatur gilt Napsin A im direkten Vergleich mit TTF1 als der Marker mit der hoheren
Spezifitdt sowie Sensitivitdt. Turner et al. wiesen fiir Napsin A eine hdhere Sensitivitat (87% fir
Napsin A gegeniiber 64% fiir TTF1) sowie Spezifitdt (97% gegeniliber 90%) in der Diagnostik
pulmonaler Adenokarzinome nach . In der eigenen Studie lag die Sensitivitat fiir Napsin A jedoch
um etwa 10% unterhalb der von TTF1.

Auf Grund der eingeschrankten Datenlage zur Napsin A Expression an alkoholfixierten Ausstrichen
von malignen Erglssen ist ein direkter Literaturvergleich schwierig. Zwar berichten Knoepp et al.
und Roh et al. mit 78% bzw. 83% liber eine dhnlich hohe Sensitivitdat der Napsin A Expression fir
pulmonale Adenokarzinome an alkoholfixierten Ausstrichen, wie sie Ublicherweise an
formalinfixierten Schnittpraparaten erzielt wird (Roh et al., 2012; Knoepp et al., 2013). Allerdings
sind das nur kleine Fallserien. Fir einige Antikorper wie beispielsweise PD-L1 ist in der Literatur eine
verminderte Expression bei alkoholfixierten Praparaten beschrieben. So verglichen beispielsweise
Koomen et al. die PD-L1 Expression von 54 Nicht-Kleinzelligen Lungenkarzinomen, welche mittels
Feinnadelbiopsie gewonnen wurden, an Formalin-fixierten, Paraffin-eingebetteten Zellblécken mit
der PD-L1 Expression von alkoholfixiertem Material derselben Proben. Es wurden zwei
verschiedene PD-L1 Antikdrper untersucht und es zeigte sich durchweg eine héhere Expression bei
den Formalin-fixierten Proben. So lag die PD-L1 Expression bei den Formalin-fixierten Praparaten
bei einem Cut-Off von 1% (ab 1% angefarbten Tumorzellen wurde die Expression als positiv
gewertet) bei 61% bzw. 59% (je nach Antikorper-Subtyp) und bei den Alkohol-fixierten Proben
lediglich bei 43% bzw. 50% %’. Solch eine erhéhte Rate falsch negativer Ergebnisse wird fiir Napsin
A an alkoholfixierten Proben in der Literatur jedoch nicht beschrieben, findet sich aber in der
eigenen Serie.
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Wie oben bereits fiir jeden Antikorper einzeln beschrieben, liegt der optimale Youden-Index aller
vier einzeln betrachteter Antikorper jeweils bei einem Cut-Off-Wert >1. Auch wenn bei diesem
Wert bereits eine zufriedenstellende Spezifitat vorliegt, treten immer wieder falsch positive
Befunde auf. Um diese zu mindern, ist die Untersuchung des Antikdrper-Panels ebenfalls sinnvoll.
Beispielsweise weisen drei der 40 Mammakarzinome nur eine GATA3 Expression vom Score 1 auf.
Wie in Tabelle 12 naher ausgefiihrt, zeigten jedoch auch je zwei Karzinome mit der cytologischen
Diagnose , Adenokarzinom der Lunge” bzw. ,Bronchialkarzinom” eine geringe GATA3 Expression
(ebenfalls Score 1). Hatte man hier keine ergdanzende immuncytochemische Farbung mit typischen
Antikorpern gegen Antigene pulmonaler Karzinome durchgefiihrt, hatten diese Tumore
falschlicherweise als Mammakarzinome eingeordnet werden konnen. Andererseits koénnen
erganzende immuncytochemische Untersuchungen die Diagnosestellung auch erschweren, wie Fall
4 und 5 aus Tabelle 12 zeigen. Cytologisch spricht die Konstellation der Immunreaktion bei Fall 4
(GATA 3 Score 3, TTF1 Score 1, Napsin A Score 0) am ehesten fiir ein Mammakarzinom. Klinisch
wurde im Follow-Up jedoch ein Bronchialkarzinom diagnostiziert. Ahnlich verhilt es sich bei Fall 5.
Hier spricht die Konstellation der Immunreaktion (GATA 3 Score 1, TTF 1 Score 0, Napsin A Score 3)
am ehesten fir ein pulmonales Adenokarzinom, klinisch wurde jedoch die Diagnose eines
Mammakarzinoms gestellt. Im Rahmen der Routinediagnostik (jeweils ohne Immuncytochemie)
wurde in diesen Fallen vom Cytopathologen jeweils die Diagnose gestellt, welche mit dem Follow-
Up Ubereinstimmte und somit von der nach der immncytochemischen Untersuchung im Rahmen
der eigenen Studie zu erwartenden Diagnose abwich. Dies ware beispielsweise durch eine typische
Morphologie der Tumorzellen zu erklaren oder dadurch, dass die Tumordiagnose dem Kliniker
bereits bekannt war und auf dem Einsendeschein entsprechend vermerkt worden war.

Es wird deutlich, dass selbst durch die Kombination weniger Antikdrper die Sensitivitdt sowie
Spezifitat fir die richtige Erkennung der Tumorentitat gesteigert werden kénnen.

4.9 Schlussfolgerung

Ziel dieser Arbeit war es, dass Expressionsprofil von GATA 3, TTF1, Napsin A und Mucin 1 an
alkoholfixierten Ausstrichpraparaten von Koérperhohlenergiissen zu untersuchen. Auch wenn
wahrend der Vorauswahl der archivierten Praparate aufgrund zu wenig restlicher Objekttrager im
Archiv oder des zu geringen Tumorzellgehalts viele ausselektiert werden mussten (n=346) und
auBerdem neun Praparate nicht immuncytochemisch untersuchbar waren bzw. nicht mit
ausreichenden Follow-Up Daten korreliert werden konnten, so konnte dennoch eine
zufriedenstellende Anzahl von Ergiissen (n=339) in die Endauswertung miteinbezogen werden.

Insgesamt finden sich an alkoholfixierten Ausstrichprdaparaten dhnliche Expressionsprofile wie
schon aus der Histologie bzw. der Farbung von Zellblockpraparaten bekannt. So zeigte sich fir GATA
3 die hochste Pravalenz bei Mamma- sowie Urothelkarzinomen und fir TTF1 sowie Napsin A die
hochste Expression bei Bronchialkarzinomen. Die Spezifitat fur die genannten Entitdten ist jeweils
mit >95% hoch. Dennoch gibt es in wenigen Fallen auch eine unerwartete Expression in anderen
primdren Tumorentitdten. Hier ware z.B. eine GATA3 Expression bei Lungenkarzinomen und
Pankreaskarzinomen zu nennen. Dies ist differentialdiagnostisch zu beachten.

Auffallig ist jedoch eine mit dem Literaturvergleich niedrigere Sensitivitat insbesondere bei GATA3
fliir Mammakarzinome sowie Napsin A fiir pulmonale Adenokarzinome. Moglicherweise stellt die
hier durchgefiihrte Untersuchung an Ausstrichpraparaten im Vergleich zu in der Literatur meist
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verwendeten Zellblockpraparaten eine Ursache der niedrigeren Sensitivitat dar. Eine der wenigen
Studien, welche alkoholfixierte, direkte Ausstriche fiir die immuncytochemische Untersuchung
einschloss, ist von Ueda et al. Sie untersuchten ein Panel von sieben Antikérpern (MOC-31, Ber-
EP4, CA19-9, CEA, EMA, CA125 und HBME-1) hinsichtlich der Differenzierung von Adenokarzinomen
und reaktiven Mesothelzellen und verglichen dabei drei verschiedene Praparationsmethoden der
Ergusscytologie (alkoholfixerte, direkte Ausstriche, alkoholfixierte Zellblocke und Formalin-fixierte
Zellblocke) 8. Die direkten, alkoholfixierten Ausstriche erzielten dabei die besten
immuncytochemischen Ergebnisse. Auch wenn in der Studie von Ueda et al. keiner der in dieser
Studie eingeschlossenen Antikdrper untersucht wurde, wird deutlich, dass bei optimiertem
Fixations- und Farbeprotokoll an alkoholfixierten Ausstrichen von Ergusspraparaten mindestens
gleichwertige Resultate moglich scheinen. Auf Grund einer schwierigeren Standardisierung der
immuncytochemischen Farbung in der Ergusscytologie an alkoholfixierten Ausstrichpraparaten
(inhomogene Fixation, zum Teil lange Archivierungszeit vor Untersuchung in der eigenen Studie)
sind teilweise die niedrigeren Expressionsstarken erklarbar.

Zudem konnte die Verarbeitungszeit der Erglisse die Expressionsstarke beeinflussen. Lingere
Versandzeiten und Verwahrzeiten bis zur immuncytochemischen Untersuchung der meist nativen
Korperhohlenergisse flihrt zu Zelldegeneration. Degenerierte Zellen zeigen haufig ein geringeres
Expressionsprofil %> 1%, |In der Literatur wird allgemein, allerdings wieder fiir Formalinfixierte
Gewebe, eine verspatete Fixierung (> eine Stunde) als moglicher Grund eines reduzierten

%, 101 Informationen Uber die

Expressionsprofils verschiedener Antikérper angegeben
Versanddauer der Ergisse lagen in dieser Studie nicht vor. Versandzeiten >1 h kénnten aber bei
den Einsendungen aus der Kaiserswerther Diakonie aufgrund der rdaumlichen Entfernung zum
Universitatsklinkum Disseldorf haufiger vorkommen und sind auch bei den Einsendungen vom
Campus des Universitatsklinikums selbst nicht ausgeschlossen, da der Transport in die

Cytopathologie in der Regel nicht separat fir jeden Erguss bestellt wird.

Letztlich bleibt die genaue Ursache fiir die unterschiedlich hohe Sensitivitdt nicht abschlieBend
geklart. Hier waren weitere vergleichende Studien z.B. mit direkt weiterverarbeiteten Erglissen und
vergleichenden Zellblockpraparaten sinnvoll.

Dennoch sollte man die Vorteile der Immuncytochemie an Ausstrichpraparaten nicht auller Acht
lassen. Fir diese Methodik werden weniger Tumorzellen im Erguss benoétigt, da sie alle auf der
Oberflache des Objekttragers einsehbar sind, wohingegen Zellen in der Tiefe des Zellblocks nicht
angeschnitten sind und daher nicht untersucht werden. Bei zu geringer Zellzahl fir die Fertigung
eines Zellblocks stellt die Farbung von Ausstrichen eine gute Alternative dar.

Wie erwartet erh6ht auch in der vorliegenden Arbeit die kombinierte Auswertung der untersuchten
Immunreaktionen im Sinne eines Panels die diagnostische Treffsicherheit fiir die Tumorentitaten
mit der héchsten Pravalenz wie bronchopulmonale Karzinome und Mammakarzinome.

Mucin 1 stellte sich als unspezifischer und wenig diskriminierender Antikorper heraus, sodass hier
kein Mehrgewinn fiir die histogenetische Klassifizierung von Tumoren an alkoholfixierten
Korperhohlenergiissen vorliegt.
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