Aus dem Institut fur Pathologie
der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

Leiterin: Univ.-Prof. Dr. med. Irene Esposito

Immunzytochemische Marker in der Routinediagnostik:

Status quo der Indikationsstellung der Immunzytochemie

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

vorgelegt von

Sandra Jaschinski

2024



Als Inauguraldissertation gedruckt mit der Genehmigung der

Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

gez.:

Dekan/in: Univ.-Prof. Dr. med. N. Klécker
Erstgutachter/in: Prof. Dr. med. S. Biesterfeld
Zweitgutacher/in: PD Dr. med. J. Felsberg



Fiir meine Eltern

,»1raume nicht dein Leben, sondern lebe deinen Traum*



I Zusammenfassung deutsch

Die Immunzytochemie zeigt sich bereits seit nun mehreren Jahrzehnten in der zy-
tologischen Routinediagnostik als adjuvante Untersuchungsmethode, an nur ver-
einzelten Standorten angewandt etabliert und stellt einen nicht mehr wegzudenken-
den diagnostischen Teilbereich der Cytopathologie dar. Die konventionell-zytologi-
sche Mikroskopie gibt in Abhangigkeit von dem vorliegenden Zellbild die Richtung
fur eine sinnvolle und zielfUhrende Auswahl der Antikorper bzw. Antikdrperpanel
vor. Stellt sich das Zellbild als ,dringend verdachtig“ oder ,zweifelhaft* auf Tumor-
zellen dar, so unterscheidet sich die Wahl der Antikorper, im Verglich zu dem Zell-
bild mit bereits , Tumorzell-positivem*“ Befund. Fir diese grundlegenden Fragestel-
lungen haben sich als sehr nutzlich erwiesene Markerpanel hinsichtlich einer Tu-
morzellidentifikation bzw. Tumorzelltypisierung bereits etabliert. Theoretische Ent-
scheidungswege zur Indikation einer immunzytochemischen Untersuchung sind so-
mit langst definiert, allerdings stellt sich die Frage, inwiefern diese Entscheidungs-
wege eingehalten werden und wie viele Einzelfalle vorliegen, die sich den empfoh-
lenen Entscheidungswegen entziehen und individuell beurteilt werden mussen.
Die vorliegende Studie hat das Ziel im Rahmen einer retrospektiv-explorativen Da-
tenanalyse den ,Status quo® der Indikationsstellung und Indikationsdurchfiihrung
der Immunzytochemie zu eruieren. Hierbei wurde eine Kohorte von 376 Patienten-
fallen aus dem Jahr 2009, bestehend aus diversen Probenkategorien, dazuge-
horend Pleura- und Aszitespunktate sowie diverse andere untersucht.

Den ermittelten Ergebnissen zugrundeliegend |asst sich feststellen, dass die seiner-
zeit etablierten Antikdrperpanel zur Tumoridentifikation und Tumortypisierung nach
wie vor aktuell sind und Tumorzellen sicher identifiziert bzw. typisiert werden kén-
nen, wenngleich Einzelfalle existieren, die einen erganzenden Einsatz von Antikor-
pern erforderlich machen. In unserer Studie konnten in 76 (84,4%) von 90 Fallen
der Ergusspraparate Tumorzellen mit Hilfe des Markerpanels BerEP4, HEA125,
Calretinin und CDG68 hinsichtlich einer Tumorzellidentifikation gelost werden. Zudem
haben sich mit Hilfe des klassischen Markerpanels (CK5, CK7, CK20, cdx2, sowie
TTF-1 und CA125) 90 (74%) von 122 zur Tumortypisierung untersuchten Falle im-
munzytochemisch komplett [0sen lassen.

Die Immunzytochemie stellt somit eine nach wie vor valide adjuvante Untersu-
chungsmethode dar, die auch in Zukunft, bei sich aktuell rasch entwickelnder Mole-
kularpathologie mitentwickeln wird.



. Zusammenfassung englisch

Immunocytochemistry — used as a valuable adjuvant examination method at only a
few sites/institutes — has been established in routine cytological diagnostics for se-
veral decades now and is still an indispensable diagnostic subfield of cytopathology.
Depending on the cell image at hand, conventional cytological microscopy provides
the direction for a sensible and targeted selection of antibodies or antibody panels.
If the cell image is "strongly suspect" or "doubtful" on tumor cells, the choice of an-
tibodies differs from the cell picture with already "tumor cell-positive" findings. For
these fundamental questions, marker panels have already proven to be very useful
with regard to tumor cell identification or tumor cell typing.

Theoretical decision-making pathways for the indication of an immunocytochemical
examination have thus long been defined, but the question arises to what extent
these decision-making paths are adhered to and how many individual cases exist
that elude the recommended decision-making paths and must be assessed indivi-
dually.

The main objective of the present study is to determine the "status quo" of the indi-
cation and indication implementation of immunocytochemistry within the framework
of a retrospective-exploratory data analysis. A cohort of 376 patient cases, consis-
ting of various sample categories, including pleural and ascites punctures, as well
as various others from 2009, was examined.

Based on the results obtained, it can be stated that the antibody panels established
at that time for tumor identification and tumor typing are still up-to-date and tumor
cells can be reliably identified or typed, although there are individual cases that re-
quire additional use of antibodies. In our study, tumor cells could be identified in 76
(84.4%) of 90 cases of effusion preparations using the marker panel BerEP4,
HEA125, Calretinin and CD68 for tumor cell identification. In addition, with the help
of the classic marker panel (CK5, CK7, CK20, cdx2, as well as TTF-1 and CA125),
90 (74%) of 122 cases examined for tumor typing were completely resolved im-
munocytochemically.

Immunocytochemistry is therefore still a valid adjuvant examination method, which

will continue to develop in the future, given the rapidly developing molecular patho-

logy.
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1. Einleitung

Aus der diagnostischen Pathologie sind adjuvante Untersuchungsmethoden, mit
denen die konventionelle Diagnostik erganzt wird, schon lange nicht mehr wegzu-
denken. Dazu gehdren neben Sonderfarbungen (z.B. PAS, Berlinerblau, EvG oder

Versilberungstechniken) immunologische und molekulare Verfahren.

Uberwiegend sind diese Methoden fir histologische Praparate, also fur Gewebe-
schnitte, konzipiert und standardisiert worden. Dies gilt auch fir die in dieser Arbeit
zur Debatte stehenden immunologischen Anwendungen, fur die sich in der Histolo-
gie der Begriff der "Immunhistochemie" etabliert hat. Parallel dazu gibt es aber auch
die "Immunzytochemie" an zytologischen Ausstrichpraparaten oder Zentrifugaten,
die Uberwiegend an Schwerpunktinstituten mit gro3erem zytologischen Eingangs-
material angewandt wird. Zu solchen Einrichtungen gehort auch der Funktionsbe-
reich Cytopathologie am Universitatsklinikum Dusseldorf, an dem diese Arbeit ent-
standen ist. FUr Einrichtungen mit wenig Zytologie kommt die Etablierung einer Im-
munzytochemie meistens nicht in Betracht, weil hierflir aufwendige Modifikationen
an den immunologischen Verfahren notwendig waren, die den Aufwand nicht loh-
nen. Als Ersatz wird dann haufig auf immunhistochemische Verfahren an sogenann-
ten Zellblocken zurtickgegriffen, die man von erganzend zu den primar hergestellten
Sedimentausstrichen von Flussigkeitsaspiraten (Ergusse, Liquor etc.) gewinnen
kann. Primar als Ausstriche gefertigte Praparate von Feinnadelpunktaten oder Birs-
tungen von epithelialisierten Oberflachen (Mundhdhle, Gallenwege etc.) sind dann

aber immunologisch nicht zuganglich.

Am Funktionsbereich Cytopathologie in Disseldorf, einer der grof3ten Einrichtungen
fur extragynakologische Zytologie in Deutschland, wird Uberwiegend an Ausstrich-
praparaten gearbeitet, weniger an Zellblocken. Es macht daher Sinn, die dort ge-
machten breiten Erfahrungen mit der Methode systematisch aufzuarbeiten. In die-
ser Arbeit soll es darum gehen, die immunzytochemischen Ergebnisse eines defi-

nierten Untersuchungszeitraums auszuwerten.



1.1 Die Immunzytochemie — Grundlagen

Die Immunzytochemie stellt im Bereich der Zytopathologie eine bis heute unver-
zichtbare adjuvante Labortechnik dar. Sie hat sich erganzend zur konventionellen
zytologischen Diagnostik entwickelt und findet insbesondere Verwendung bei der
Identifizierung und Klassifizierung von Tumoren. In manchen Anwendungen erlaubt
sie eine prognostische Vorhersage des klinischen Verlaufs und eine Einschatzung
auf das Ansprechen bestimmter Therapien. Au3erdem kann sie zum Nachweis von
Infektionserregern wie zum Beispiel Helicobacter pylori oder Herpes simplex einge-
setzt werden, ebenso zum Nachweis einer transformierenden HPV-Infektion. Me-
thodisch geht die Immunzytochemie auf eine spezifische Detektion von Proteinen
(Antigenen) auf Zellen und Zellbestandteilen (Zellkern, Zellmembran und Zyto-
plasma) durch die Bindung und Visualisierung moglichst spezifischer Antikdrper zu-

rack.

Durch die stetige Weiterentwicklung von Antikdrpern besitzt die Immunzytochemie
nach wie vor einen hohen Stellenwert in der morphologischen Tumordiagnostik und
auch der damit verbundenen Planung des Weiteren therapeutischen Vorgehens flr
den Patienten. Beispielsweise sind die Bestimmung des Hormonrezeptorstatus fur
Ostrogen (ER) und Progesteron (PR) sowie die Untersuchung des HER-2/neu-Sta-
tus unerlasslich fur die Planung adjuvanter Therapiekonzepte beim Mammakarzi-
nom (Leitlinienprogramm Onkologie 2021) und kénnen auch an zytologischen Pra-
paraten, insbesondere an Ergusskarzinosen, im klinischen Verlauf vorgenommen
werden, wenn es darum geht, in metastasierter Situation ggfls. Rezeptorkonversio-

nen zu detektieren und Therapieumstellungen vorzunehmen.

1.1.1 Antigen-Antikorper-Reaktion / Inmunreaktion

Die Grundlagen einer immunzytochemischen Untersuchung beruhen auf dem Prin-
Zip der Antigen-Antikdrper-Reaktion. Auf den menschlichen Organismus bezogen
entsprechen Antikorper Proteinen, welche zum Immunsystem des menschlichen

Korpers zahlen und von den Plasmazellen als Immunantwort nach Kontakt mit ei-



nem Antigen gebildet werden. Antigene hingegen sind in diesem Kontext Substan-
zen (korperfremde Stoffe), welche eine spezifische Bindung mit einem Antikorper
nach dem sogenannten Schliissel-Schloss-Prinzip (Abb.1) eingehen kénnen und
letztlich einen Immunkomplex bilden, der zur Inaktivierung des Antigens fuhrt. Die-
ser Mechanismus entspricht einer naturlichen Abwehrreaktion des menschlichen

Organismus auf kérperfremde Substanzen.

Die Labortechnik der Immunzytochemie folgt ebenfalls dem Prinzip der Bildung ei-
nes Antigen-Antikérper-Komplexes, insofern als dass ein mit einem Farbstoff ge-
koppelter Antikorper an eine Bindungsstelle eines hier korpereigenen Antigens,
dem zelleigenen Epitop, spezifisch bindet (Abb. 1). Uber die Zugabe eines Substra-
tes wird der Komplex farblich kenntlich gemacht. Das Resultat kann lichtmikrosko-
pisch oder im Fall der Immunofluoreszenzfarbung an einem Fluoreszenzmikroskop

beurteilt werden.

Epitop Antikorper

Antigen

Abb.1: Darstellung eines Immunkomplexes aus einem Antigen und seinem Epitop und ei-
nem spezifisch an diesen bindenden Antikérper (Schlissel-Schloss-Prinzip). Modifiziert
nach Dabbs (2019)

1.1.2. Methoden der Immunzytochemie - direkte, indirekte Methode,
ABC-Methode

Es existieren verschiedene Methoden, welche sich Uber die Jahre weiterentwickelt
habe, um Antigene im Rahmen einer immunzytochemischen Untersuchung sichtbar

zU machen.



Dazu gehoren unter anderem die direkte und die indirekte Methode. Bei der direkten
Methode bindet der spezifische Antikdrper direkt an das Epitop eines Antigens, tber
die Zugabe eines Substrates wird der Komplex sichtbar gemacht, wahrend bei der
indirekten Methode ein Primarantikdrper an das Epitop des Antigens bindet und ein
farblich markierter Sekundarantikorper, welcher gegen den Primarantikérper gerich-
tet ist, wiederrum an diesen bindet (Abb. 2). Auch bei der indirekten Methode wird
der Komplex Uber die Zugabe eines Substrates sichtbar gemacht. Zur Verfugung

stehen hier fur beispielsweise fluoreszierende Marker oder Enzyme (Dabbs 2019).
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Abb.2: Schematische Darstellung der direkten (a) und indirekte (b) Methode. Modifiziert
nach Dabbs (2019)

Der Vorteil der direkten Methode liegt in dem Gebrauch eines einzigen Antikorpers,
sodass diese Methode schnell durchfihrbar erscheint und zudem zu weniger un-
spezifischen Bindungen fuhrt, der Nachteil liegt wiederrum in einer geringen Signal-
starke bei Proben mit wenigen Antigenen. Das zweistufige System der indirekten
Methode verringert das Problem der Signalintensitat, jedoch wird hier das Potential
unspezifischer Bindungen erhdht, was wiederum zu stérenden Hintergrundsignalen

fuhren kann und dann die Diagnostik erschweren kann.

Eine der am der haufigsten verwendeten immunzytochemischen Methoden, welche
auch am Funktionsbereich Cytopathologie des Universitatsklinikums in Dusseldorf
benutzt wird, ist die ABC (Avidin-Biotin-Complex) - Methode (Abb. 3). Das Prinzip
beschreibt eine starke Bindung eines biotinylierten Sekundarantikorpers, eines
Komplexes bestehend aus Avidin, Biotin und einem Enzym, der Peroxidase, wel-

cher an den an das Antigen gekoppelten Primarantikdrper bindet (Hsu et al 1981).



Der Vorteil liegt hier in der stark affinen Bindung zwischen Avidin und Biotin, sodass

unspezifische Bindungen kaum zustande kommen.
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Abb. 3: Schematische Darstellung der ABC-Methode, modifiziert nach Dabbs 2019

1.1.3. Besondere methodische Aspekte der Inmunzytochemie

Immunzytochemische Untersuchungen an Ausstrichen oder Sedimentausstrichen
unterscheiden sich in mehrerlei Hinsicht methodisch von immunhistochemischen

Untersuchungen an Schnitten von Paraffinblocken.

Zum einen ist die Zahl der Praparate, die die zu analysierenden Zellen aufweisen,
in aller Regel stark limitiert. Manchmal liegen nur ein einziger oder vielleicht zwei
Ausstriche mit solchen Zellen vor - was bedeutet, dass man sich dann vorher sehr
genau uberlegen muss, welche Antikdrper man einsetzen moéchte. Im Unterschied
hierzu kann man von einem ca. 4 mm breiten Gewebe, das in einem Paraffinblock
eingebettet ist, theoretisch 500 bis fast 1000 Schnitte a 3-4 ym Starke anfertigen -
so dass dem Einsatz von Antikdrpern in der Immunhistochemie faktisch keine Gren-

zen gesetzt sind.



Aulerdem kann eine mangelhafte Handhabung des Materials in Klinik oder Patho-
logie dazu flhren, dass die Bindungsaffinitat der Antikbrper herabgesetzt ist bzw.
eine Bindung sogar vollig ausbleiben kann. Somit ist ein qualitativ und quantitativ
gutes Ergebnis von einer guten Gesamtbearbeitung des Materials abhangig. Hierzu
gehoren die Fixierungsart und Fixierungsdauer, des Weiteren die Laborbedingun-
gen bei der Anwendung der Immunreaktion bzgl. beispielsweise Temperatur, pH-
Wert der Losungen und Inkubationszeiten. Besonders storend sind Trocknungsar-
tefakte bei der Aufbringung von Punktaten auf Objekttrager, die manchmal vom

Punkteur aber nicht vollstandig vermieden werden kdnnen.

Wissen muss man auch, dass nicht von jedem beliebigem konventionell gefarbtem
Praparat eine immunzytochemische Farbung mdoglich ist. Dies gilt insbesondere
nach vorheriger MGG-Farbung (May-Griinwald-Giemsa), nach der keine Immunzy-
tochemie mehr verlasslich gelingt. Diese Farbung wird fur luftgetrocknete Praparate

empfohlen, z.B. fur Knochenmarkpunktate oder Schilddrisenpunktate.

Schliefllich muss bedacht werden, dass es anders als in der Immunhistochemie in
aller Regel nicht moglich ist, externe Kontrollen mitzuverwenden, gerade bei Aus-
strichpraparaten. Dies bedeutet, dass bei positivem Farbesignal in der Immunreak-
tion genau geschaut werden muss, ob sich auch die typischen Zellen anfarben (z.B.
normale Mesothelien bei der Verwendung von Calretinin). Bei negativem Farbesig-
nal muss (oft im Kontext mit anderen Markern) Gberlegt werden, ob die zu interpre-
tierenden Zellen wirklich negativ reagiert haben oder ob moglicherweise die Reak-
tion technisch nicht funktioniert hat. Dementsprechend muss beim Befunder ein gu-

tes zytomorphologisches Wissen vorausgesetzt werden.

Ansonsten sind fast alle Anwendungen, die man von der Immunhistochemie ge-
wohnt ist, auch immunzytochemisch mdglich. Eine Ausnahme stellen Fragestellun-
gen dar, bei denen es auch oder ausschlie3lich auf die Beurteilung einer Immunre-
aktion bezogen auf eine bestimmte topographische Position im Gewebe ankommt.
So sind Bestimmungen zum PD-L1-Status immunzytochemisch prinzipiell mdglich,
aber auf die Tumorzellen beschrankt. Bestimmungen, die sich auf die die Tumor-
zellen begleitenden lymphatischen Zellen bezogen, sind aber nicht mdglich, weil
man nicht sagen kann, wo eine auf einem Objekttrager liegende Einzelzelle einmal
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im Gewebe gelegen hat. Beispiele fir Tumorentitaten, bei denen tumorinfiltrierende
Lymphozyten einen bedeutenden prognostischen und pradiktiven Einfluss haben,
waren das Urothelkarzinom, das Magenkarzinom, Plattenepithelkarzinome der
Kopf-Hals-Region (Erstlinientherapie), das metastasierte Zervixkarzinom (Schild-
haus 2018) und das Mammakarzinom (Schmidt 2020).

Ferner kann problematisch sein, dass bestimmte Immunanwendungen im Grunde
nur in ihrem diagnostischen oder pradiktiven Aussagewert flr Histologie validiert
sind und dennoch an Zytologie angewandt werden mussen. Dieses ist nicht nur far
PD-L1 der Fall, sondern insbesondere auch fur HER-2/neu. Hierbei handelt es sich
um eine Farbereaktion an der Zellmembran der Tumorzellen, von deren Ausfall die
Anwendung einer Antikdrpertherapie mit Trastuzumab oder Lapatinib abhangt. In
der Zytologie findet diese Bestimmung Anwendung an Tumor-positiven Praparaten
von Korperhdhlenergussen, vor allem bei Pleurakarzinosen von Mammakarzino-
men. Die Untersuchung gelingt nicht nur an formalinfixierten und paraffineingebet-
ten Gewebeproben, sondern kann auch immunzytochemisch an aufbereiteten Zell-
blécken von z.B. Feinnadelaspiraten oder serdsen Flussigkeiten mit guten Ergeb-
nissen trotz der geringen Zellmenge (Shabaik et al. 2011) (Francis et al. 2016) oder

an Sedimentausstrichen gut durchgefuhrt werden.

1.1.4. Indikation und Stellung der Inmunzytochemie im diagnostischen
Ablauf

Die Immunzytochemie dient in der Diagnostik der Cytopathologie und auch grund-
satzlich nicht als primare Methode, um benigne und malignen Zellen zu identifizie-
ren oder Tumorzellen zu typisieren, sondern sie versteht sich als adjuvante Methode
nach bzw. neben der klassischen konventionellen zytologischen Diagnostik. An die-
ser Stelle mochte betont sein, dass sich die vorliegende Arbeit ausschliel3lich mit
einer Datensammlung extragenitaler Untersuchungsmaterialien beschaftigt, daher
wird der Schwerpunkt hinsichtlich der Erklarung der zytologischen Routinediagnos-

tik ausschlieflich auf jenes Untersuchungsgut gelegt.



Grundsatzlich erfolgt die Aufarbeitung der eingesandten Proben nach einem stan-
dardisierten diagnostischen Verfahren. Hierzu dient als Nomenklatur eine standar-
disierte Befunderstellung, welche fur die extragenitale Zytologie konzipiert worden
ist (Bocking 1998) und ausfihrlich im Kapitel 2.2.2 erlautert wird.

Die Basis fur eine immunzytochemische Untersuchung legt die mikroskopische Be-
urteilung eines Praparates. Hierbei werden morphologisch die Zellen und Zellpopu-
lationen beurteilt und vorab auf benigne, maligne oder verdachtig hin bewertet. Das
zu untersuchende Materialspektrum lasst in der zytologischen Routinediagnostik
eine Einteilung in Ausstriche / Abstriche (z.B. Bronchialblrstung, Gallenwegsbirs-
tung, Mundschleimhautabstrich) und Flussigkeiten (z.B. Erglsse der serosen Hoh-
len) zu. Bevor die Proben mikroskopisch begutachtet werden kénnen, bieten sich
nach Durchfuhrung spezieller Materialverarbeitungsprozesse unterschiedliche Far-
bungen der zytologischen Praparate an (Pokieser 2001). Hierbei unterscheidet man
Routinefarbungen, von Spezialfarbungen und adjuvante Untersuchungsprozesse
wie zum Beispiel ergdnzende immunzytochemischen Farbungen. Zu den Routi-
nefarbungen der klassischen zytologischen Diagnostik zahlen die May-Grinwald-
Giemsa-Farbung (MGG) und die Papanicolaou-Farbung (PAP), welche auch paral-
lel an Praparaten des gleichen Materials angewandt werden konnen.

Abhangig von zusatzlichen Fragestellungen oder in Zusammenschau wichtiger kili-
nischer Angaben bieten sich in Erganzung der Routinefarbungen Spezialfarbungen
an. So kann zum Beispiel eine PAS-Reaktion durchgefiuhrt werden, wenn in auffal-
ligen Zellen der Inhalt von Vakuolen untersucht werden soll. Mit Hilfe der PAS-Re-
aktion lasst sich zeigen, ob der vermeintliche Tumor gegebenenfalls Muzin
(Schleim) enthalt (Sun et al. 2018). Auch hinsichtlich infektidser Fragestellungen
lassen sich mit der PAS-Reaktion potentiell pathogene Pilze nachweisen. Diese er-
ganzende Farbungen kénnen in der Karzinomdiagnostik hilfreich sein, jedoch ist
ihre Spezifitat und Sensitivitat begrenzt (Silverman et al. 1987). Allerdings sollte die
Auswahl geeigneter Farbungen immer gut Uberlegt werden, da unter Umstanden
verhaltnismaRig wenig Untersuchungsmaterial zur Verfugung stehen kann und nicht

immer ein zuvor gefarbtes Praparat technisch sinnvoll umgefarbt werden kann.

Nach Anfertigung der konventionellen Farbungen erfolgt grundsatzlich eine mikro-

skopische Begutachtung, die oft schon genlgt, um ein Praparat abschlielend zu
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befunden. Es kommen aber Félle vor, die nicht rein auf der Basis der konventionel-
len Farbungen abschlieRend beurteilt werden kénnen und entsprechend als zu-
nachst ,,unklar" eingeordnet werden mussen. Mit Hilfe von adjuvanten diagnosti-
schen Verfahren bieten sich jedoch Mdglichkeiten, derart unklarer Falle zu Gunsten
einer definitiven Diagnose zu reduzieren. Dabei kommen multimodale adjuvante
Untersuchungsmethoden in Frage (Mohanty und Dey 2003), wobei die Immunzyto-
chemie die am haufigsten angewandte Methode war bzw. immer noch ist. In einer
Arbeit aus der Cytopathologie in Dusseldorf wurde bereits fruh die diagnostische
Treffsicherheit der konventionellen Zytologie genauer beleuchtet (Motherby et al.
1999). Dabei wurde an 300 Pleurapunktaten und 300 Aszitespunktaten die zytolo-
gischen Diagnosen mit den klinischen und histologischen Follow-up’s der Patienten
verglichen. Den Ergebnissen zu entnehmen, lag die Sensitivitat der zytologischen
Diagnostik fur die Pleurapunktate bei 50,0%, die Spezifitat bei 97,0%, der positive
Vorhersagewert bei 95,7% und der negative Vorhersagewert bei 86,4%. Fur die As-
zitespunktate betrugen die Sensitivitat 62,4%, die Spezifitat 98,0%, der positive Vor-
hersagewert 100% und der negative Vorhersagewert 88,3%. Flr die Pleurapunktate
fielen 5,8% und bei den Aszitespunktaten 4,4% der Diagnosen zweifelhaft oder ver-
dachtig auf einen Tumor aus. Die falsch-positiv Rate lag bei 0,5% und die falsch-
negativ-Rate 31,5%. Die diagnostische Treffsicherheit der Ergusszytologie erwies
sich als unbefriedigend, sodass eine Empfehlung zur Anwendung adjuvanter Me-
thoden, zur Verbesserung insbesondere der Sensitivitat (Detektionsrate maligner

Zellen) und zur Minimierung der Falsch-negativ-Rate ausgesprochen wurde.

Unter BerUcksichtigung weiterer Studien (Bocking et al. 2000) Uber Jahre hinweg
konnte gezeigt werden, dass die klassische Ergusszytologie bei der Identifikation
maligner Zellen eine Sensitivitat von fast 60% mit einer Spezifitdt von 97% erzielen
konnte. In Anwendung erganzender adjuvanter Untersuchungsmethoden, wie der
Immunzytochemie und DNA-Zytometrie konnte die Sensitivitat, gemessen an einem
Kollektiv von 313 Ergussen um 7,6 Prozent und die Spezifitdt um 5,4 Prozent ge-
steigert werden (Bocking et al. 2000). Eine andere Arbeitsgruppe konnte an einem
Untersuchungsgut, bestehend aus 1234 Ergussen, 561 maligne Ergusse als richtig
positiv klassifiziert werden, die Sensitivitat lag bei 93% (Metzgeroth et al. 2008).
Eine weitere Arbeit belegt, dass allein durch die Immunzytochemie der Bestand un-

klarer Falle um 1/3 reduziert werden konnte (Biesterfeld et al 2013).



Wesentlich bei der Erreichung des Ziels, die Zahl unklarer Falle weitestgehend zu
minimieren, ist dabei, nicht ungezielt vorzugehen, sondern mithilfe einer Paneldiag-
nostik die Fragestellungen des jeweiligen Falles gezielt einzugrenzen und zu beant-
worten. Die Panels berucksichtigen Markerkombinationen, die sich im diagnosti-
schen Alltag in ahnlich gelagerten Fallen in Histologie oder Zytologie bewahrt haben
und die parallel oder in mehreren diagnostischen Schritten nacheinander angewen-

det werden konnen.

Immunzytochemische Anwendungen zum Tumorzellnachweis

Die Literatur zeigt eine flieRende Entwicklung der Markerpanels Uber die Zeit. Vor
30 Jahren wurden in einem Panel zur Identifikation maligner Zellen in serésen Er-
gussen (n=55) der Pleura, des Peritoneums und des Perikards, neben CEA, EMA,
CK, LCA, S100, Vimentin, Leu-M1 und B72.1 eingesetzt (Nance und Silverman
1991). Von den 55 Proben waren 28 tumornegativ, wahrend 26 Adenokarzinome
und ein Mesotheliom identifiziert wurden. Wahrend bei den Adenokarzinomen die
Marker EMA, CEA, Leu-M1 und B72.3 positiv waren, reagierten die Mesothelien
Vimentin-positiv. CK identifizierte 93% der malignen epithelialen Zellen, wobei zu
beobachten war, dass einige Mesothelien ebenfalls positiv markiert wurden. 3 der
26 identifizierten Karzinomfalle wurden erst Uber den Einsatz der Immunmarker er-
kannt und waren in den konventionellen Farbungen zytologisch nicht gesehen wor-
den. Lediglich in einer der 26 Tumorproben fiel das Immunpanel falsch-negativ aus.
Somit zeigte sich seinerzeit bereits ein hilfreiches Immunmarkerpanel zur Abklarung
seroser Ergusse, welches sich vor allem bei atypischen, proliferierenden Mesothe-
lien und klinischem Malignitatsverdacht, bei negativen konventionell-zytologischen
Befunden oder nur sehr wenig vorliegenden malignen Zellen anbot. Gerade die Ab-
klarung von Adenokarzinomen und malignen Mesotheliomen, versus reaktiven Me-
sothelien war immer wieder Gegenstand und ist bis heute noch von Interesse meh-
rerer Studien. Lee et al zeigte, dass die monoklonalen Antikérper CEA, EMA und
Fibronectin zunachst einen guten Ansatz zur Unterscheidung zwischen reaktiven
Mesothelien und Karzinomzellen in serésen Ergussen seien (Lee et al. 1996), wah-
rend in einer anderen Studie (Subbarayan et al. 2019) die Kombination von MOC-1

und Calretinin sich als nutzliche Zweierkombination etablierte. Eine weitere aktuelle
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Studie kam zu dem Fazit, dass der Einsatz der Immunmarkerkombination von Cal-
retinin und BerEP4, einem Marker aus der EpCAM-Gruppe (epithelial cell adhesion
molecules) nicht nur den Aspekt der Kostenersparnis mit sich bringt, sondern auch
einen hohen positiven und negativen pradiktiven Wert zeigte, wenn es um die Un-
terscheidung zwischen reaktiven Mesothelien und einem Adenokarzinom geht
(Khurram et al. 2019): An 97 klinisch-radiologisch nachgewiesenen Peritoneal- und
Pleuraflussigkeiten von Patienten mit Verdacht auf maligne serdse Ergusse wurde
die diagnostische Treffsicherheit unter Verwendung der beiden Marker berechnet.
Die Sensitivitat der Untersuchung fir BerEP4 lag bei 98,6%, die Spezifitdt und der
positive Vorhersagewert jeweils bei 100% und der negative Vorhersagewert bei
96%. Somit lag die diagnostische Treffsicherheit fur BerEP4 bei 98,9%. Hingegen
betrug die Sensitivitat fur Calretinin 79,2%, die Spezifitat sowie der positive Vorher-
sagewert jeweils 100%, wobei der negative Vorhersagewert 93,6% und die diag-

nostische Treffsicherheit bei 94,8% lag.

Immunzytochemische Unterscheidung epithelialer und mesothelialer Zellen

FUr die primare Unterscheidung zwischen epithelialen Zellen und mesothelialen Zel-
len wird am Funktionsbereich Cytopathologie eine Kombination aus Calretinin und
dem EpCAM-Marker BerEP4 vorgenommen, zum Teil erganzt durch andere Marker
wie WT-1 oder Podoplanin (D2-40) bzw. weitere EpCAM-Marker (z.B. HEA-125
oder MOC-31). Bei klarer EpCAM-Positivitat und Calretinin-Negativitat kann von
Epithelzellen und dabei im Falle von Ergusspraparationen regelhaft von Zellen ei-
nes (Adeno-)karzinoms ausgegangen werden, bei klar umgekehrtem Markerausfall
sind die Zellen dem Mesothel als Herkunft zuzuordnen. Ob sie reaktiver Natur oder
Zellen eines malignen Mesothelioms sind, ist dabei allerdings immunzytochemisch
nicht zu klaren und bedarf des Einsatzes anderer adjuvanter Methoden (FISH, DNA-
Bildzytometrie, AQNOR-Histochemie). Andere Marker wie insbesondere EMA, Me-
sothelin oder WT-1 kdnnen in der Immunzytochemie erganzend hinzugenommen
werden, wenn die oben genannten Reaktionen nicht ganz eindeutig unterscheiden
lassen. Das Markerpanel, das 2009 verwendet wurde, ist im Methodenteil in Abb.

15 graphisch wiedergegeben. Unter Hinzuziehung auch der in Klammern oben ge-
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nannten Methoden lie} sich die Zuordnung von Tumorinfiltraten zu malignen Me-
sotheliomen in Abgrenzung zu Adenokarzinomen von gut 80% auf 100% steigern
(Onofre et al. 2008b).

Immunzytochemische Anwendungen zur Tumortypisierung

Ist hingegen bei einem malignen Tumor eine Typisierung gefragt, so lassen sich
erganzend organtypische Marker als Panel einsetzen. In Abb. 4 ist ein solches wei-
teres, in Dusseldorf entwickeltes diagnostisches Panel zur immunzytochemischen
Typisierung haufiger Adenokarzinome bei klinischem CUP-Syndrom wiedergege-
ben (Pomjanski et al. 2005). Der in Abbildung 4 noch enthaltene Marker CA125
wurde heute durch PAX-8 oder WT-1 ersetzt, aullerdem wirde man ggfls. noch

GATA-3 oder TRPS1 als sensitive Marker fiur Mammakarzinome hinzunehmen.

- -
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Abb. 4: Algorithmus aus dem Funktionsbereich Cytopathologie fir die Anwendung und In-
terpretation immunzytochemischer Marker zur beispielhaften Subtypisierung von Adeno-
karzinomen der Lunge, der Ovarien und des Magen-Darm-Traktes (modifiziert nach
Pomjanski et al. 2005)

Der algorithmische Ablauf zeigt, wie man mit differentiellen Zytokeratinen begin-
nend (CK7, CK20, CK5/6) ein Adenokarzinom zunachst grob zuordnet, um dann mit
dem Einsatz organtypischer Marker (TTF-1, cdx-2) bis zum spezifischen Organtu-

mor voranzukommen. Einsetzen wurde man das komplette Panel allerdings nur,
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wenn sich in der konventionellen Zytologie kein morphologischer Hinweis auf einen
bestimmten Primartumor ergeben hatte und wenn anamnestisch kein Tumorleiden
bekannt ist. In beiden Fallen wirden dann Elemente des Panels gezielter einge-
setzt. Andererseits kann es auch abhangig von der klinischen oder zytologischen

Fragestellung um diverse weitere Antikdrper erganzt werden’.

In einer wissenschaftlichen Studie, in der das Markerpanel an ser6sen Ergussen
mit CUP-Syndrom klinisch erprobt wurde, ergab sich im Vorfeld der Planung dieser
Arbeit in 85,4% der 180 Falle eine Identifikation des Primartumors, im Besonderen
bei Ovarialkarzinomen (94,8%) (Pomjanski et al. 2005). Ahnlich war auch an 62
Lebermetastasen in gut 90% der Falle eine klare Tumorzuordnung maglich (Onofre
et al. 2007), ebenso an 25 Fallen von Lymphknotenmetastasen in hier 92% der Falle
(Onofre et al. 2008a).

1.2 Ziele der Arbeit

Die Immunhistochemie ist in der Cytopathologie des Universitatsklinikums Dussel-
dorf etabliert und findet, ahnlich wie in der Histopathologie auch, in der taglichen
Routinediagnostik regelmaRige Anwendung. Dabei werden immer wieder neue, von
der Industrie angebotene Marker erprobt und bei diagnostischem Wert auch auf
Dauer etabliert. Im Prinzip wurden hierfur "theoretische" Entscheidungswege defi-
niert, nach denen man die Indikation zu einer immunzytochemischen Untersuchung,
die ja stets eine erganzende, aber keine primare Methode ist, stellt. Diese wurden

auch in wissenschaftlichen Studien retrospektiv Gberprift.

Es wurde aber bisher noch nicht der Frage nachgegangen, wie sich diese Entschei-
dungswege im ,taglichen Leben®, also abseits wissenschaftlicher Studien, darstel-
len, unter welchen Bedingungen sie individuell verandert werden und wie oft Einzel-

falle vorliegen, die sich den empfohlenen Entscheidungswegen entziehen und die

! Ahnliche Ansatze gab es urspriinglich zu etwa gleicher Zeit auch in der Labormedizin, beispielsweise durch die Bestimmung
von Tumormarkern per Immunoassay in malignen Pleuraergissen (CEA, CA15-3, CA 19-9, CA72-4, CK19, NSE, SCC).
Innerhalb der Gruppen der Adenokarzinome, der Plattenepithelkarzinome und der Kleinzeller sowie der Mesotheliome ergab
sich bei 199 Fallen eine korrekte Zuordnung in knapp 90% der Falle, bei der ergédnzenden Subtypisierung der Adenokarzi-
nome von fast 65% (Miédougé et al. 1999).
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somit individuell beurteilt werden missen. Vielmehr hat man sich bisher darauf fo-
kussiert, immunhistochemische Untersuchungsreihen nur nach Organen oder nach

bestimmten Tumorentitaten, das heifdt ,vertikal“, auszuwerten.

Ziel dieser Arbeit ist eine longitudinale Auswertung vorzunehmen, wobei alle Unter-
suchungen aus dem Jahr 2009 bezuglich der Indikationsstellung und Indikations-
durchfihrung zur immunzytochemischen Untersuchung nachverfolgt wurden, um
somit dem ,Status quo” der Indikationsstellung und Indikationsdurchfuhrung der Im-

munzytochemie zu eruieren.
Zu der vorliegenden Dissertation liegt ein Ethikvotum seitens der Ethikkommission

der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat vor (Nr. 4941 vom
30.1.2015).
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2. Material und Methodik

2.1 Material

2.1.1. Datensatz - Inhalt und Bearbeitungsgrundlage

Die vorliegende Arbeit umfasst eine explorative Datenanalyse beruhend auf der re-
trospektiven und statistisch deskriptiven Auswertung von insgesamt 376 Patienten
fur das Jahr 2009 aus dem Institut fur Cytopathologie des Universitatsklinikums
Dusseldorf. Fur den Datensatz wurden ausschlie3lich extragynakologische Unter-
suchungsmaterialien berlcksichtigt, bei welchen die adjuvante Methode der Im-
munzytochemie Anwendung gefunden hat. Die Datenaufnahme und -analyse der
Indikationsstellung und Indikationsdurchfiihrung der Immunzytochemie erfolgte mit
dem Programm Microsoft Excel (Version 16.0, 2019). Alle Daten wurden durch Ta-

bellen bzw. Diagramme veranschaulicht.

2.1.2 Patientenkollektiv

In der Datenbank der im Funktionsbereich Cytopathologie verwendeten Software
dc-pathos (Firma dc-systeme, Heiligenhaus, heute Teil der Firma Nexus) wurden
die Daten aller Patienten recherchiert, deren Proben im Jahr 2009 adjuvant im-

munzytochemisch untersucht worden waren.

Die Proben stammten von insgesamt 57 Einsendern, welche sowohl aus Dusseldorf
und der ndheren Umgebung als auch aus entfernteren Regionen stammten. Das
eingesandte Untersuchungsmaterial umfasste hierbei ein umfangreiches Spektrum,
bestehend aus Pleurapunktaten (n = 189), Feinnadelpunktaten (FNP) diverser Or-
gane (n = 93), Aszitespunktaten (n = 62), Bronchialsekreten und Bronchialburstun-
gen (n = 12), Perikardpunktaten (n = 9), Liquorpunktaten (n = 5) und Douglasraum-
punktaten (n = 4) sowie einem Mundschleimhautabstrich (n = 1) und einem Binde-
hautabstrich (n = 1). Doppeluntersuchungen bei verschiedenen Einsendungen iden-
tischer Patienten kamen nicht vor, so dass sich die 376 Proben auch auf 376 Pati-

enten beziehen.
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2.2. Methodik

2.2.1 Grundlegende Arbeitsschritte der zytologischen Routinediagnos-
tik

Die Indikation fur eine immunzytochemische Untersuchung ergibt sich aus dem Er-
gebnis der konventionellen zytologischen Diagnostik. Hierbei unterliegt das einge-
sandte Untersuchungsmaterial einem standardisierten Aufarbeitungsprozess, ge-

mal} den jeweiligen institutsinternen Standard Operating Procedere (SOP).

Fir native Kérperhdhlen-Ergusse, wie z.B. Pleura- und Perikardergusse, sowie As-

zites und fur Spulflissigkeiten vom Douglasraum und Peritoneum wird eine Proben-
menge von 50-100ml empfohlen. Fir die broncho-alveolare Lavage (BAL) empfiehlt
sich die Probengewinnung uber die Instillation von ca. 100 ml physiologischer Koch-
salzlésung, wobei die Ruckgewinnungsrate der Spulflissigkeit 25-60% betragen
sollte. Diese Materialien werden als Flussigkeit in die Cytopathologie eingesandt

und dort nach Zentrifugation zur Zellanreicherung standardisiert weiterverarbeitet.

FUr Feinnadelpunktate ("Nadelbiopsien") liegen ebenfalls Vorgaben und Empfeh-

lungen vor, wie man mit einer frei gefuhrten Kantle oder beispielsweise mit einem
Binder-Ventil die Lasion treffen kann und dann mit einer aufgesetzten Spritze im
Unterdruck Uber den Aspirationssog und eine kombinierte facherformig-stochernde
Technik Material gewinnen kann (Pokieser et al. 2001). Danach werden die enthom-
menen Zellen seitens des punktierenden Arztes direkt auf Objekttrager aufgetragen

und alkoholfixiert eingesandt. Gleiches gilt flr Zellen, die bei Abstrichentnahmen

und Burstungen (Mund, Bindehaut, Lunge) gewonnen werden; auch sie werden di-

rekt auf Objekttrager ausgestrichen und alkoholfixiert.

Materialspezifisch werden dann Routinefarbungen vorgenommen, z.B. eine Papa-
nicolaou-Farbung fur Feinnadelpunktate und Burstenausstriche oder eine Papa-
nicolaou- und eine MGG-Farbung fur die in der Cytopathologie hergestellten Sedi-
mentausstriche von Ergusspraparationen. Andere konventionelle Farbungen (PAS,
Eisenfarbung, HE-Farbung) werden in Dusseldorf nicht routinemafig angefertigt,

sind aber bei nachtraglich bei entsprechender klinischer Indikation durchflhrbar.
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2.2.2 Zytologische Farbung nach Papanicolaou

Die Pap-Farbung ist eine Standardfarbung fur alkoholfixierte zytologische Praparate
in der genitalen und extragenitalen Zytologie. Der Vorteil dieser Farbung liegt in der
sehr guten Darstellbarkeit des Kernchromatins, daher eignet sich diese Farbung
insbesondere in der Diagnostik maligner Zellen. Sie erfolgt nach einem standardi-
siertem Farbeprotokoll unter Verwendung dreier Farbstoffe (Hamatoxylin, Orange
[I2b und Polychrom) sowie sequentiell zwischengeschalteten Fixierungs- und
Waschprozessen gefarbt (Tab. 1) und fuhrt zu charakteristischen Farbungen in den
verschiedenen Zellkompartimenten (Tab. 2).

Farbeschritte Inhalt der Kiivetten Inkubationszeit
1 96% Ethanol 2 Min
2 96% Ethanol 1 Min
3 70% Ethanol 1 Min
4 50% Ethanol 1 Min
5 Aqua dest. 1 Min
6 Hamatoxylin 2 Min
7 Leitungswasser 3 Min
8 Leitungswasser 3 Min
9 NH20H 1 Min
10 70% Ethanol 1 Min
11 70% Ethanol 1 Min
12 80% Ethanol 1 Min
13 96% Ethanol 1 Min
14 Orange Il 2b 2 Min
15 96% Ethanol 1 Min
16 95& Ethanol 1 Min
17 Polychrom 3b 2 Min
18 96% Ethanol 1 Min
19 95% Ethanol 1 Min
20 99,5% Ethanol 2 Min
21 Tissue clear 1 Min
22 Tissue clear 1 Min

Tabelle 1: Zytologische Farbung nach Papanicolaou gemalf interner SOP
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Zellkompartiment Farbliche Darstellung
Kerne dunkelviolett, besonders gut erhaltene Kernstruktur
Nukleolen rot
Erythrozyten rot
Zytoplasma blaugrun bis orange abhangig von der Dichte
Schleim hellbasophil

Tabelle 2: Spezifische Farbeleistung der Pap-Farbung

2.2.3 May-Grunwald-Giemsa-Farbung (MGG)

Die MGG-Farbung entspricht einer Standardfarbung fir luftgetrocknete zytologi-

sche Praparate in der extragenitalen Zytologie, wie zum Beispiel Pleuraergusse,

Aszites, und Liquor. Das Prinzip der Farbung basiert auf einer Farbekombination

zwischen der May-Griinwald und der Giemsa-Farbung. Auch hier erfolgt die Far-

bung nach einem standardisiertem Farbeprotokoll (Tab. 3) und resultiert in gut de-

finierten Farbeergebnissen in den Zellkompartimenten (Tab. 4).

Farbeschritte Inhalt der Kiivetten Inkubationszeit
1 Gebrauchsfertige MG-Lésung 5 Min
2 Gepuffertes Aqua dest. 1 Min
3 Gepuffertes Aqua dest. 1 Min
4 Gebrauchsfertige Giemsa-Ldsung 15 Min
5 Gepuffertes Aqua dest. 1 Min
6 Gepuffertes Aqua dest. 1 Min

Tabelle 3: Zytologische MGG-Farbung gemaR interner SOP. MG = May-Grunwald

Zellkompartiment

Farbliche Darstellung

Kerne blau-violett
Nukleolen blau
Erythrozyten rot
Zytoplasma blau bis rosa
Schleim rosa

Tabelle 4: Spezifische Farbeleistung der MGG-Farbung
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2.2.4 PAS-Firbung

Mit Hilfe der PAS-Farbung lassen sich diverse Fragenstellungen beantworten. Mit-
tels dieser Farbung lassen sich zum Beispiel Polysaccharide, Glykogen und
Schleim nachweisen. Im Rahmen von Bronchiallavagen oder Mundhohlenabstri-
chen bietet sich die Farbung an, um Pilze nachzuweisen. Au3erdem kann mit ihr
Sekret als Muzin-haltiger Schleim bei Adenokarzinomen identifiziert werden. Der
standardisierte Ablauf der PAS-Farbereaktion erfolgt im Farbeautomaten und ist wie

folgend dargestellt (Tabelle 5):

Farbeschritte Inhalt der Kiivetten Inkubationszeit
1 96% Alkohol 5 Min
2 70% Ethanol 5 Min
3 50% Ethanol 5 Min
4 Aqua dest. 5 Min
5 Perjodsaure 5 Min
6 Aqua dest. mehrmals spulen
7 Schiff's Reagenz 15 Min
8 SO2-Wasser 5 Min
9 Aqua dest. kurz spulen
10 Aqua dest. 5 Min
11 Hamatoxylin nach Mayer 3 Min
12 Fliellendes Leitungswasser 5 Min

Tabelle 5.: Zytologische PAS-Farbung gemaf interner SOP

2.2.5 Verarbeitung von nativen Korperhohlen-Ergiissen

Voraussetzung fur eine gute zellreiche Aufarbeitung serdser Ergusse (Pleura- und
Perikarderglsse, Aszites sowie Spiilflissigkeiten vom Douglasraum und aus dem
Peritoneum) ist eine ausreichende Probenmenge von ca. 50 ml - 100ml. Das Mate-
rial sollte nativ eingesandt werden. Klinischerseits sollte auf dem Begleitschein die

Menge, die Farbe und die Konsistenz des Ergusses dokumentiert werden. Bei Be-
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darf kann bei Vorhandensein von Gewebsanteilen in das Réhrchen 10%iges For-
malin gegeben werden, um dann einen Zellblock anzufertigen und histologisch zu

beurteilen.

Aufbereitungsprozess von Korperhohlenergiissen nach institutsinterner SOP

= Ro&hrchen 5 Min. bei 500 g zentrifugieren

= Objekttrager mit Eingangsnummer des Instituts beschriften

= Nach Zentrifugation Uberstand in ein zweites Réhrchen dekantieren

» Sediment aufschitteln

= Je 1 Tropfen (ca.20 pl) aufgeschutteltes Sediment mittels Pasteurpipette auf ei-
nen Objekttrager geben und mit einem zweiten, flach auf den ersten Objekttrager
daran aufliegend, diinn ausstreichen.

= Objekttrager lufttrockenen lassen und nach MGG farben.

» Letztlich die Objekttrager nach dem Ausstreichen sofort und schnell in eine mit
Delaunay-Fixativ geflllte Kuvette einstellen, 20-30 Min. fixieren lassen, dann

nach Papanicolaou farben.

2.2.6 Verarbeitung von bronchialen Materialien

Bei der Aufarbeitung von bronchialen Materialien, also Bronchialsekreten, Lavage-
flussigkeiten sowie Kathetersaugbiospien ist ebenfalls eine ausreichende Proben-
menge die Voraussetzung flr ein gut beurteilbares Ergebnis. Dabei kdnnen sich
eine starkere Blutbeimengung oder ein hoherer Schleimgehalt praparatorisch nega-
tiv auswirken und die Aussagekraft der Proben herabsetzen (Pokieser et al. 2001).

Der Aufbereitungsprozess wird im Folgenden dargestellt:

Aufbereitungsprozess von Bronchialsekreten, Lavagefliissigkeiten und Ka-
thetersaugbiopsien nach institutsinterner SOP

= Ro6hrchen mit Probe 5 Min. bei 500 g zentrifugieren.
= Objekttrager mit Eingangsnummer des Instituts beschriften.
= 2 Objekttrager sind fur die Pap-Farbung, 1 Objekttrager fur die PAS-Farbung

vorgesehen.
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Bei kaum sichtbarem Sediment wird ein Zytozentrifugat angefertigt.

Nach der Zentrifugation mit einer Pasteurpipette durch den Uberstand in das
Sediment geben und das Sediment aufnehmen.

Je 1 Tropfen (ca. 20 yl) Sediment auf zwei der vorbereiteten Objekttrager ge-
ben, zweiten Objekttrager flach auflegen und das Material durch Ausstreichen in
verschiedene Richtungen gleichmalig verteilen, zum Schluss in Langsrichtung
ausstreichen.

Objekttrager gut trocknen lassen und in den dazu vorgesehenen Farbestander
klemmen.

Objekttrager nach Papanicolaou bzw. PAS farben.

2.2.7 Verarbeitung von Liquor

Die Verarbeitung von entnommenem Liquor stellt eine Besonderheit dar. Da die

Zellen im Liquor schnell autolysieren, bedarf es einer raschen Verarbeitung inner-

halb maximal einer Stunde nach Entnahme. Die Einsendung erfolgt nativ in einem

Glas oder Kunststoffrohrchen ohne Zusatze.

Aufbereitungsprozess von Liquor nach institutsinterner SOP

Die Anzahl der notwendigen Objekttrager ist abhangig von der eingesandten Li-
quormenge

Pro Cytofunnel wird je 0,5 ml Liquor mit der Eppendorfpipette appliziert

10 Minuten zentrifugieren,

das Sediment auf die Objekttrager applizieren und in dem dafur vorgesehenen
Farbestander lufttrockenen lassen.

Anschliefiend Farbung nach dem MGG-Farbeprotokoll (s. Kapitel 2.2.3).

2.2.8 Verarbeitung von Ausstrichpraparaten

Feinnadelpunktate und per Abstrich gewonnene Praparate werden in Disseldorf

Ublicherweise von den klinischen Arzten bereits auf Objekttragern ausgestrichen
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und je nach Organvorgabe luftgetrocknet oder mit alkoholischem Spray fixiert Gber-
sandt. Danach erfolgt dann im zytologischen Labor die Farbung der Objekttrager
mit der MGG-Farbung (luftgetrocknete Praparate, z.B. Schilddrisenpunktate) bzw.
der Papanicolaou-Farbung (alkoholfixierte Praparate, z.B. Pankreaspunktate).

2.3 Konventionelle zytologische Diagnostik

Die mikroskopische Beurteilung der gefarbten Objekttrager erfolgt durch arztlich
bzw. durch Zytologieassistent/-innen unter facharztlicher Kontrolle, und zwar in der
Regel mit dem Ziel, das vorhandene Zellmaterial auf das Vorliegen maligner Zellen
zu untersuchen. Dazu wurden die gefarbten Praparate mit den in der Cytopathologie
vorgehaltenen Lichtmikroskopen maanderféormig vollstandig mikroskopisch durch-
gemustert. Als Routinevergrof3erung wurde mit einem 10x vergréfiernden Objektiv
gearbeitet. Im Bedarfsfall konnte hoher vergrofiert werden, da die Mikroskope auch
Uber 20x-, 40x- und 63x-Objektive, letzteres unter Verwendung von Immersionsol,
verfugten.

2.3.1 Malignitatskriterien

Die diagnostischen Kriterien sind in Lehrblchern der Zytologie (z.B. Bubendorf et
al. 2011, Koss und Melamed 2006) niedergelegt. Die Zuordnung von normalen, auf
Malignitat verdachtigen oder definitiv malignen Zellen orientiert sich in erster Linie
an Veranderungen am Zellkern und am Chromatin ("Malignitatskriterien 1. Ord-
nung"). Dabei werden im Vergleich zu Normalgewebe bzw. normalen Zellen eine
erhohte KerngrofRe, eine Entrundung der Kernform, eine erhdhte Kerngrof3envaria-
bilitat innerhalb einer Zellpopulation, eines zugunsten des Zellkerns verschobene
Kern-Plasma-Relation sowie eine auffallige Struktur des Chromatins als Hinweise
wichtige in Richtung Malignitat gedeutet werden konnen. Ferner werden Nekrosen,
bei Feinnadelpunktaten auch eine erhdhte Zelldispersion berlcksichtigt. Daneben
gibt es Hilfskriterien, die von Material zu Material unterschiedlich sein kénnen.

Neben den Kernkriterien, den "Malignitatskriterien 1. Ordnung", gibt es noch weitere
Kriterien, die eher als "Hilfskriterien (angesehen werden) und nicht unbedingt fur die
Diagnose einer malignen Neoplasie notwendig" sind (Bubendorf et al. 2011). Sie
werden als Malignitatskriterien 2. und 3. Ordnung angesehen (Tabelle 6).
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Malignitatskriterien Malignitatskriterien Malignitatskriterien

1. Ordnung 2. Ordnung 3. Ordnung
- Struktur des Heterochro - - Mehrkernigkeit - Quetschempfindlichkeit
matins - Nukleolenatypie - Ausstrichhintergrund
- Kernhintergrund - Verlust der Kohasivitat - Zellkannibalismus
- KerngroRe - Hyperchromasie des
- Zu Gunsten des Zellkerns Zytoplasmas
verschobene Kern-Plasma- - Mitosen
Relation

- KerngréRenvariabilitat
(Anisokaryose)

- Kernform

- Kernmembran

Tabelle 6: Zytologische Malignitatskriterien modifiziert nach (Bubendorf et al. 2011)

In der mikroskopischen Diagnostik erfolgt dann eine detaillierte textliche Beschrei-
bung der Zellbilder mit einer anschliefienden Einordnung der Zellen nach vorliegen-
der Malignitatswahrscheinlichkeit und schlussendlicher Formulierung einer Diag-
nose ,,unter Verwendung der bevorzugten Termini des ICD-0" (Bubendorf et al.
2011). Ist das Zellbild eindeutig, so kann der Fall als abgeschlossen angesehen
werden. Bei unklaren Zellbildern werden adjuvante Methoden (Immunzytochemie,
DNA-Zytometrie, Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) oder PCR-basierte mo-
lekulare Methoden) angeschlossen werden, um eine finale Einschatzung der sus-
pekten Zellen zu ermdglich.

Im Folgenden werden in einer Bildserie Beispiele zu ,positiven", ,dringend verdach-
tigen" und ,zweifelhaften" Befunden visualisiert (Abb. 5-7).

Abb. 5: MGG-gefarbtes Aszites-
punktat, 40x Objektivvergroflerung

Darstellung von ,,positiven" malig-
nen Zellen mit Malignitatszeichen
1. Ordnung: Vergroberte Chroma-
tinstruktur, verschobene Kern-
. Plasma-Relation, KerngréRenvari-
abilitat, unregelmaflige Kernform.
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Abb. 6: MGG-gefarbtes Pleura-
punktat, 40x ObjektivvergroRerung

Darstellung von auf Malignitat
"dringend verdachtigen" Zellen: ein
polyzyklischer, dreidimensionaler
Zellverband mit zugunsten des
Zellkerns  verschobener  Kern-
Plasma-Relation

Abb. 7: MGG-gefarbtes Pleura-
punktat, 20x ObjektivvergroRerung

Darstellung von "zweifelhaften"
Zellen: Kernpolymorphie, vergro-
berte Chromatinstruktur, zuguns-
ten des Zellkerns verschobene

- » Kern-Plasma-Relation.

2.3.2 Erstellung der zytologischen Diagnose

Das Ziel der mikroskopischen Diagnostik ist neben der eigentlichen Diagnosestel-

lung auch eine sinnvolle und vereinheitlichte kategoriale Darstellung der Maligni-

tatswahrscheinlichkeit der Zellveranderungen.

Hierzu wurde von der Arbeitsgemeinschaft Zytopathologie in der Deutschen Gesell-
schaft fiir Pathologie (DGP) und der Deutschen Gesellschaft fiir Zytologie (DGZ)

eine gemeinsame Nomenklatur verabredet (Bocking 1998), die in der Cytopatholo-

gie in Dusseldorf seitdem auch angewandt wird (Tabelle 7). Die dem jeweiligen zu-

gehdrige Kategorie wird dabei einem konkreten fallbezogenen Klartextbefund vo-

rangestellt.
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Kategorie Interpretation
. technisch unzureichendes Material (z.B. zu wenig Zellen,
Unzureichend schlecht erhaltene Zellen, nicht reprasentative Zellen in Bezug auf die Ent-
nahmelokalisation)

Negativ Tumorzellen nicht nachweisbar

Zweifelhaft Tumorzellen nicht auszuschliel3en (wenige abnorme Zellen)

Tumorzellen wahrscheinlich (aber bei morphologischen Restzwei-
feln nicht beweisbar)

dringender Verdacht

Positiv Tumorzellen sicher nachweisbar

Tabelle 7: Gemeinsame Nomenklatur der Deutschen Gesellschaft flir Pathologie (DGP) und
der Deutschen Gesellschaft flr Zytologie (DGZ) (Bécking 1998) fir eine standardisierte und
zugleich individualisierte Befunderstellung in der extragenitalen Zytologie

In Abbildung 8 ist ein typisch aufgebauter zytologischer Befund exemplarisch wie-

dergegeben.

Ubersandt wurden 100 ml einer leicht rétlich tingierten klaren Fliissigkeit, kli-
nisch 1,5 | umfassender Pleuraerguss bei bekanntem Mammakarzinom (NOS).

Mikroskopisch erkennt man neben Blut regelrecht aufgebaute Mesothelzellen
und Makrophagen, ferner einige Lymphozyten und neutrophile Granulozyten.
AuBerdem kommen Verbande von atypischen Epithelzellen vor, iberwiegend
dreidimensional und sogenannt Morula-artig angeordnet. Die Zellen verfligen
Uber unterschiedlich groRe, teils entrundete hyperchromatische Kerne mit ver-
grobertem Chromatin und Makronukleolen.

Gutachten:

Mit Nachweis bosartiger Tumorzellen (= positiv). Das Zellbild entspricht einem
maRig differenzierten Adenokarzinom, von der Morphologie her gut passend zu
einer Pleuraabsiedlung eines bekannten Mammakarzinoms.

Abb. 8: Textbeispiel eines typisch aufgebauten zytologischen Befundes in der Ergussdiag-
nostik

Fir den Fall, dass erganzende Untersuchungen (hier z.B. die Bestimmung der Hor-
monrezeptoren und von HER-2/neu) geplant sind, wirden diese in einem Nachsatz

angekundigt und spater ein Nachtragsbericht erstellt.
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2.3.3 Diagnostischer Algorithmus der konventionellen Befundung zyto-
logischer Praparate

Das folgende Schema fasst den standardisierten Ablauf der Befundung extrageni-

taler zytologischer Praparate zusammen (Abb. 9):

Angabe des
Unitersuchungs-
material
z.B. Aszitespunktat bei
l CUP-Syndrom

Beschreibung des
Untersuchungs-
material

~ 2.8, Aszites: 90ml, blutig.
Mikroskogie

Beschreibung der
Zellbilder

z.B.2 Neben Entzindungszellen, atypische
T Zellen mit zu Gunsten der Zellkerne
verschobener Kern-Flasmarelation mit
Hyperchromasie.’

Stufung der
Malignitatswahr-
scheinlichkeit -
\ 1) Unzureichendes Untersuchungsmaterial
2) Negativ: bdsartige Zellen nicht nachweisbar
3) zweifelhaft; bésartige Zellen nicht sicher
l auszuschlieBen
4) dringender Verdacht: bdsartige Tumorzellen
wahrscheinlich
5) positiv: bosartige Tumorzellen nachweisbar
B Diagnose im
< Klartext

2.B.: Das Zellbild entsprich einer Peritonelakarzinose
eines metastasierenden Adenckarzinoms.

In Zusammenschaw der Immunzytochemie am
ehesten Tumaorzellen aus dem oberen
Gastrointestinal Trakt entsprechend.

Abb. 9 Flussdiagramm zur Umsetzung der Nomenklatur der Deutschen Gesellschaft fur
Pathologie (DGP) und der Deutschen Gesellschaft fur Zytologie (DGZ) (Boécking 1998) in
eine standardisierte und zugleich individualisierte Befunderstellung in der extragenitalen
Zytologie
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2.4 Adjuvante zytologische Diagnostik mittels Immunzytochemie

2.4.1 Ablaufprozesse einer immunzytochemischen Farbung

Das Prinzip der Farbung beruht auf der Darstellung Zielantigene durch spezifische
Antikoérper, welche mit der ABC (Avidin-Biotin-Complex)-Peroxidase-Methode sicht-
bar gemacht werden. Die ABC-Methode basiert auf der hohen Affinitat von Avidin
fur Biotin, wobei heutzutage Avidin zunehmend durch Streptavidin ersetzt wird, da
so weniger Hintergrundfarbung entsteht. Durch diese hohe Affinitat wird ein Enzym-
Komplex gebunden und im Zuge dessen das Farbsubstrat umgesetzt (s. Kapitel
1.1.2). Die Spezifikation der Farbeleistung liegt in der rot-braunen Anfarbung des
nachzuweisenden Antigens. Das Farbeergebnis der Membran-, Zytoplasma- und
Kernantigene kann an den zytologischen Praparten mikroskopisch beurteilt werden.

Der Prozess der immunzytochemischen Untersuchung erfolgte im Jahr 2009 noch
manuell an zwei aufeinanderfolgenden Tagen. Inzwischen ist das Verfahren aller-
dings auf eine maschinelle Durchfuhrung in Farbeautomaten umgestellt worden.

Am 1. Tag erfolgt bei dem manuellen Verfahren eine Vorbehandlung der Routi-
neausstriche mit anschlieliendem Stoppen der endogenen Peroxidase und ab-
schlie®ender Inkubation der Primarantikorper in einer feuchten Kammer, wobei fur
die Kernantikorper (TTF-1, cdx-2, Ki-67 [MIB-1], ER, PR) nach der Vorbehandlung
der Routineausstriche noch eine Hitzebehandlung zwischengeschaltet wird. Am 2.
Tag wird zunachst ein Waschprozess durchgefihrt, an den sich die Inkubation des
Sekundarantikdrpers und die Inkubation des Avidin-Biotin-Komplexes anschlief3en.
Zur farblichen Darstellung erfolgen eine Substrat-Chromogen-Reaktion und eine
Gegenfarbung mit Mayer Hamalaun, bevor das Praparat mit Aquatex eingedeckt
wird. Umseitig sind die konkreten Ablaufe kurz tabellarisch wiedergegeben (Tab. 8
und 9).

Fir luftgetrocknete und Alkohol-fixierte Praparate sind die Vorgaben dabei weitest-
gehend gleich; bei Letzteren fallt der Schritt der Xylolinkubation zu Beginn weg. Sol-
len mehrere Antikorper auf dem gleichen Objekttrager angewandt werden, dann
kann mit einem sogenannten DAKO-Pen das Praparat in Zonen eingeteilt werden,
auf die verschiedene Primarantikorper aufgebracht werden kénnen.
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1.Tag

Vorbehandlung der Routineausstriche

Losung Inkubationszeit
Xylol 10 Min
Xylol 10 Min

Ethanol 100% 10 Min
Ethanol 100% 10 Min
Ethanol 96% 10 Min
Ethanol 96% 10 Min

Hitzebehandlung fiir die Kernantikorper TTF-1, cdx-2, Ki67 (MIB-1), ER, PR

Losung Inkubationszeit
PBS-Puffer 5 Min
Citrat-Puffer ansetzen und in
ColpinkUvetten fullen

OT (Colpinklvette) im Wasserbad 20 Min 80°C
OT in der Colpinkuvette abkuhlen 20 Min
lassen
PBS-Puffer 5 Min

Stoppen der endogenen Peroxidase

Losung Inkubationszeit
Blockierungslsg. (100ml Methanol + 30 Min
1ml H202
3x gut in PBS-Puffer splilen
PBS-Puffer 10 Min
PBS-Puffer 10 Min

Inkubation des Primarantikorpers (feuchte Kammer)

Losung Inkubationszeit
Normalserum (NS-Mouse fur Mouse- 29 Min
AK, NS-Rabbit flir Rabbit-AK)
Flassigkeit vom OT ablaufen lassen,
nicht spulen
Primar-AK, ca. 1ml auftragen 12-24 h
Alternativ im Brutschrank

Tabelle 8: Arbeitsablaufe der immunzytochemischen Farbung gemaf SOP, 1. Tag
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Waschen

Losung
Tris 0,5M in PBS-Puffer 1:10
Tris 0,5M in PBS-Puffer 1:10

Inkubation Sekundar-Antikorper

Losung
Biotinylierter-Sekundar-AK
Tris 0,5M in PBS-Puffer 1:10
Tris 0,5M in PBS-Puffer 1:10

Inkubation Avidin-Biotin-Complex

Losung
ABC-Elite Standard
Tris 0,5M in PBS-Puffer 1:10
Tris 0,5M in PBS-Puffer 1:10

Substrat-Chromogen-Reaktion

Losung

AEC-Reagenz
Aqua dest. steril
Aqua dest. steril

Gegenfarbung

Losung
Mayer'Hamalaun

Wassern unter flieRendem Leitungs-

wasser

Eindecken mit Aguatex

Losung
OT mit Aquatex eindecken

Tabelle 9: Arbeitsablaufe der immunzytochemischen Farbung gemaf SOP, 2. Tag

Inkubationszeit
5 Min
5 Min

Inkubationszeit
30 Min
5 Min
5 Min

Inkubationszeit
30 Min
5 Min
5 Min

Inkubationszeit
40 Min
5 Min
5 Min

Inkubationszeit

20-30 sec
10 Min

Inkubationszeit



2.4.2 Ubersicht der verwendeten Primirantikorper

Abhangig von dem eingesandten Material und der Menge sowie unter Berucksich-
tigung von zusatzlichen klinischen Angaben und dem Ergebnis der konventionellen
zytologischen Diagnostik wurden zu Konkretisierung der jeweiligen Diagnose ver-
schiedene immunzytochemische Marker eingesetzt.

Die in der vorliegenden Studie verwendeten Antikorper werden in Tabelle 10 alpha-
betisch wiedergegeben. Sie wurden von verschiedenen Herstellern bezogen und

gemal den in den SOP dargelegten, auf Erfahrungen im Institut basierenden Ver-

dinnungen angewandt.

Antikérpername +
Lokalisation des
Farbeergebnis

Typischerweise positive
Tumoren

a1-Antitrypsin
(AAT-1)

- zytoplasmatisch

Hepatozellulares Karzinom (HCC)

(Smooth Muscle Actin; SMA)

- zytoplasmatisch

Anti-Myo-D1 Myogene Lasionen
z.B. Rhabdomyosarkom
- nuklear
a-Aktin

Glattmuskular differenzierte Tumore
z.B. Leiomyom, Leiomyosarkom

AFP
(Alpha-Fetoprotein)

- zytoplasmatisch

HCC, Dottersacktumore
(nicht spezifisch),
Hepatoblastome

BerEP4

- membranar

DD z.B. Adenokarzinom (+)
und Mesotheliom (-)
(negativ in Plattenepithel und Mesothel)

Tabelle 10 (Anfang): Alphabetisch geordnete Liste der verwendeten Antikérper




Antikérpername +
Lokalisation des
Farbeergebnisses

Typischerweise positive
Tumoren

Bcl-2
(B cell ymphoma-2)

- membranar, zytoplasmatisch

Follikulares Lymphom, Synovialsarkom,
zum Teil in CD34 + Tumoren (GIST)

- zytoplasmatisch, nuklear

Bcl-6 Lymphome follikuldren Ursprungs
(B cell lymphoma-6)
- nuklear
Calretinin Maligne Mesotheliome

(DD zu Karzinomen (-))

tor; Homebox- Gen)

(intestinal-spezifischer Transkriptionsfak-

CA125 Ovarialkarzinom
(Serummarker zum Monitoring des
- luminal Ovarialkarzinoms; nicht spezifisch)
cdx-2 Intestinale Karzinome

(variable / fokale Expression in
Karzinomen des Magen oder des
pankreatikobiliaren Systems)

- zytoplasmatisch

- nuklear

CD1a Langerhanszell-Histiozytose
- membranar

CD 15 Adenokarzinome (+) vs. Mesotheliom (-),

Reed-Sternbergzellen (+) in Hodgkin-

- membranar Lymphomen

CD20

B-Zell-Antikorper B-Zell-Marker

Tabelle 10 (Fortsetzung): Alphabetisch geordnete Liste der verwendeten Antikorper
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Antikérpername +
Lokalisation des
Farbeergebnisses

Typischerweise positive
Tumoren

Reed-Sternbergzellen im klassischen

CD 30
(Ki-1) Hodgkin-Lymphom, Embryonales
Karzinom
- membranar
CD 31 Endothelial differenzierte Tumore/

- zytoplasmatisch, membranar

Karzinome
(spezifischer und sensitiver als CD34),
Angiosarkom, Kaposi-Sarkom

CD 34

- zytoplasmatisch, membranar

Markiert endotheliale Zellen, damit fast
alle vaskularen Neubildungen.
(+) in diverse Weichteiltumoren
(z.B. Angiosarkom, GIST, MPNST)

CD45-Ro

- zytoplasmatisch, membranar

Pan-Leukozytenmarker,
(+) in vielen hamatopoetischen Neopla-
sien (z.B. T- und B-ALL)

CD56

- membranar

Neuroendokrine Tumore der Lunge,
T-Zell-Lymphome,

CD 68

- zytoplasmatisch,

Lysosomaler Marker in Histiozyten, Mo-
nozyten, Makrophagen, Granulozyten.
AML mit monozytarer Differenzierung

membranar
CD 79a B-Zell-Neoplasien, B-ALL, Plasmazell-
Myelome
- zytoplasmatisch

Tabelle 10 (Fortsetzung): Alphabetisch geordnete Liste der verwendeten Antikorper




Antikérpername +
Lokalisation des
Farbeergebnisses

Typischerweise positive
Tumoren

CD 99
(MIC2, O13)
- membranar (spezifischer), zytoplasma-
tisch

Ewing Sarkom (nicht spezifisch)
B- und T-Zell-lymphoblastische Leuka-
mie

CD117(c-kit)
Stammzellrezeptor-Faktor

- zytoplasmatisch, membranar

Gastrointestinale Stromatumore

CD138

- membranar

Plasmazelldifferenzierte Tumore,
Multiples Myelom

CD146 (Mel-CAM)

Chorionkarzinom, Malignes Melanom.
Theoretisch zur Differenzierung von

- zytoplasmatisch, nuklear

- membranar Malignen Mesotheliomen (+) vs. reakti-
ven mesothelialen Proliferationen (-)
CD168 Expression in diversen Tumoren

(Mamma, Magen, kolorektales Karzinom,
Prostata, multiples Myelom (Uberexpres-
sion assoziiert mit hohem Metastasie-
rungspotential und fortschreitendem
Krebswachstum))

CEA
(Carcino-embryonales Antigen)

- zytoplasmatisch

Adeno-Ca (+) (z.B. des Dickdarms, des
Pankreas, der Lunge)
versus Mesotheliome (-)

Chromogranin A

- zytoplasmatisch, granular

Tumor mit neuroendokriner Differenzie-
rung (z.B. Phachormozytome, Neuroen-
dokrine Tumore)

CK1/CK10/CK11

- zytoplasmatisch, membranar

Mix zur epithelialen Differenzierung
(viele Karzinome vor allem Plat-
tenepithelkarzinome)

Tabelle 10 (Fortsetzung): Alphabetisch geordnete Liste der verwendeten Antikorper
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Antikérpername + Typischerweise positive
Lokalisation des Tumoren
Farbeergebnisses

CK5/6 Plattenepithelkarzinome (+),
Mesotheliome (+), Adenokarzinome (-)

- zytoplasmatisch

CK7 GrolRe Mehrzahl
der nicht-intestinalen Adenokarzinome

- zytoplasmatisch

CK8 Nicht-plattenepithelial differenzierte Kar-
zinome, (z.B. HCC, Nierenzellkarzinom,
- zytoplasmatisch, nuklear viele glandular differenzierte Karzinome)
CK20 spricht im Gesamtkontext flr unterhalb
des Diaphragmas lokalisierte Karzinome
- zytoplasmatisch (insbesondere kolorektale Karzinome),

Merkelzellkarzinom

Desmin Glatt- und quergestreift-muskulare Tu-
more (Rhabdomyosarkom).
- zytoplasmatisch Reaktive mesotheliale Zellen (+)

vs. Mesotheliom (-)

EMA
Generell Karzinome,
- zytoplasmatisch, membranar sowie Synovialsarkom, Chordom
Gastrin Gastrin produzierende
neuroendokrine Tumoren
- zytoplasmatisch

Tabelle 10 (Fortsetzung): Alphabetisch geordnete Liste der verwendeten Antikorper
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Antikérpername +
Lokalisation des
Farbeergebnisses

Typischerweise positive
Tumoren

GFAP
(Glial Fibrillary Astrocytic Protein)

- zytoplasmatisch

Gliome (Astrozytom)

Anti-Glukagon

Glukagonome

- zytoplasmatisch

- membranar
HEA125 GrolRe Mehrzahl der Karzinome
(Ep-CAM) (differenziert epitheliale und mesen-

chymale Zellen, reagiert nicht mit
Mesothelzellen)

HepPar-1
(Hepatocyte Paraffin 1, OCH1EES)

- granular zytoplasmatisch

Hepatozellulares Karzinom (HCC)

Her2-neu
(human epidermal growth factor

Wichtige Bedeutung in der Behandlung
und Diagnostik von Mamma- und Magen-

- zytoplasmatisch

receptor 2) karzinomen
- membranar
HMB-45 Navi und melanozytare Tumore

(z.B. malignes Melanom)

IgG

- zytoplasmatisch

Plasmazellen (+), Relevanz im Spektrum
entzundlicher und sklerosierender Er-
krankungen (z.B. Autoimmunpankreatitis)

Tabelle 10 (Fortsetzung): Alphabetisch geordnete Liste der verwendeten Antikorper
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Antikérpername +
Lokalisation des
Farbeergebnisses

Typischerweise positive
Tumoren

Insulin

- zytoplasmatisch, membranar, granular

Neuroendokrin differenzierte Tumore
(Insulinom)

(Leucocyte Common Antigen; CD45)

- zytoplasmatisch, membranar

i roliferationsmarker
Ki67 Proliferati k
(MIB-1)
- nuklear

LCA Hamatopoetische Neoplasien,

(Leukdmie vom B- und T-Zell-Typ, NHL)

Mammaglobin

- zytoplasmatisch

Mammakarzinom

Melan A
(Melan A Antikorper)

- zytoplasmatisch

Navi und melanozytare Tumore
(z.B. malignes Melanom)

Napsin A
(Napsin a Aspartic Peptidase [NAPSA]
Antikorper)

- zytoplasmatisch, granular

Adenokarzinome der Lunge,
Nierenzellkarzinome

Ostrogen-Rezeptor

- nuklear

Mammakarzinom

Tabelle 10 (Fortsetzung): Alphabetisch geordnete Liste der verwendeten Antikorper
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Antikérpername +
Lokalisation des
Farbeergebnisses

Typischerweise positive
Tumoren

PSA
(Prostatic Specific Antigen)

- zytoplasmatisch

Prostatakarzinom

PSMA
(Prostatic Specific Membrane Antigen)

- Zytoplasmatisch, membranar

Prostatakarzinom

p40
(Interleukin 12b Antikorper)

- nuklear

Plattenepithelkarzinome

Progesteron-Rezeptor

Mammakarzinom

- zytoplasmatisch

- nuklear
p63
(Tumor Protein p63 Antikorper) Plattenepithelkarzinome
- nuklear
P504S/Racemase Prostatakarzinom
(AMACR) (nicht spezifisch)

RCC
(renal cell carcinoma; Regulator of Chro-
mosome Condensation)

- zytoplasmatisch

Nierenzellkarzinome
(nicht spezifisch)

Tabelle 10 (Fortsetzung): Alphabetisch geordnete Liste der verwendeten Antikorper
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Antikérpername +
Lokalisation des
Farbeergebnisses

Typischerweise positive
Tumoren

Serotonin

- nuklear

Tumore mit neuroendokriner Differenzie-
rung und Hormonproduktion

Synaptophysin

- zytoplasmatisch

Tumore mit
neuroendokriner Differenzierung

S-100

- nuklear, zytoplasmatisch

Navi und melanozytare Tumore
(z.B. malignes Melanom),
neurogene Tumoren

Thyreoglobulin

- zytoplasmatisch

Karzinome der Schilddriise
(follikularen Ursprungs)

- zytoplasmatisch

TTF-1 Schilddriisenkarzinome,
(Thyroid Transkription Faktor 1) Adenokarzinome
der Lunge
- nuklear
Uroplakin Urothelkarzinome

(Wilms Tumor 1)

- nuklear

Vimentin Tumoren mit mesenchymaler Differenzie-
rung
- zytoplasmatisch
WT-1 Wilmstumor, Mesotheliom,

serose Ovarialkarzinome

Tabelle 10 (Ende): Alphabetisch geordnete Liste der verwendeten Antikdrper
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2.4.3 Algorithmen zur Anwendung immunzytochemischer Reaktionen:

Markerpanels

Bei der Fulle der zur Verfugung stehenden Marker ist es sinnvoll, bestimmte Marker-

kombinationen fur bestimmte Fragestellungen vorzusehen.

Die Auswahl einzelner oder kombinierter Antikorper im Rahmen einer erganzenden

adjuvanten Untersuchung ist dabei abhangig von folgenden mikroskopischen Be-

funden:

Ist das zytologische Bild zweifelhaft oder dringend verdachtig auf Tumorzellen,
so kommt ein Markerpanel zur Tumoridentifikation zum Einsatz.

Zeigt das zytologische Bild bereits eindeutig maligne Zellen, so wird auch unter
Berucksichtigung der klinischen Angaben ein Markerpanel zur Tumortypisie-
rung genutzt.

Letztlich existieren auch Falle, welche eine Sonderstellung insofern einnehmen,
als dass zum einen nur wenig Material fur eine erganzenden immunzytochemi-
sche Untersuchung vorliegt und somit einzelne Antikdrper gezielt ausgewahlt
werden mussen oder seitens der Klinik bestimmte spezielle Untersuchungen -
zum Beispiel eine therapierelevante Bestimmung des Hormonrezeptorstatus
und / oder des Her2-neu-Rezeptors gewlinscht sind.

Eine weitere Sonderstellung nehmen Fragestellungen zu malignen Mesothelio-

men sowie Lymphomen ein.

Vor diesem Hintergrund wurde in dieser Studie das Patientenkollektiv hinsichtlich

der Indikation fur eine immunzytochemische Untersuchung in folgende Kategorien

verteilt:

Tumoridentifikation
Tumortypisierung
Sonderfalle

Im Folgenden werden kurz zwei Anwendungsbeispiele von Markerpaneln vorge-

stellt.
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2.4.3.1 Immunzytochemische Marker im Fall der Tumoridentifikation

Finden sich beispielsweise in einem Pleuraerguss mit florider Entziindung Zellkom-
plexe mit Verdacht auf Tumorzellen, so bieten sich Antikérper wie BerEP4 und
HEA125 an, welche epitheliale Zellen identifizieren, da diese normalerweise in ei-
nem Erguss nicht zu finden sein sollten. Als Gegenprobe konnen Mesothelien mit
Calretinin oder Makrophagen mit CD68 markiert werden (Abb. 10).

BerEP4 HEA 125 Calretinin CD68

Abb. 10: Immunzytochemisches Markerpanel aus der Cytopathologie zur Anwendung und
Abklarung von verdachtigen und zweifelhaften Befunden in Kérperhdhlenergiissen. Ubli-
cherweise markieren BerEP4 und HEA125 epitheliale Zellen, Calretinin mesotheliale Zellen
und CD68 Histiozyten und Makrophagen

Abbildung 11 zeigt einen Aszites, der in der Routinefarbung suspekte einzeln lie-
gende Zellen aufwies; in der HEA125-Immunzytochemie lie3en sich viele von ihnen
als Tumorzellen eines Adenokarzinoms identifizieren. In der spateren Tumortypisie-
rung erfolgte die Zuordnung zu einer Peritonealkarzinose eines gering differenzier-

ten serosen Ovarialkarzinoms.

Abb. 11: Darstellung verdachtiger Zellen in einem Aszites in einer Routinefarbung (links)
und Identifizierung als epitheliale Tumorzellen durch an der Zellmembran betonte HEA125-
Positivitat in der Immunzytochemie (rechts) (Biesterfeld 2015)
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2.4.3.2 Immunzytochemische Marker im Fall der Tumortypisierung

Auf der anderen Seite bietet der Einsatz diverser immunzytochemischer Marker die
Moglichkeit, Tumorzellen konkret zu typisieren. Insbesondere an konventionell zy-
tologisch ,,tumorzell-positiv" diagnostizierten Fallen gelingt eine nahere Typisierung
mit bereits etablierten Markerpanels. Ein haufig am Institut fir Zytopathologie ver-
wendetes Markerpanel, vor allem bei CUP-Syndromen, ist in Abbildung 12 darge-
stellt. Es reprasentiert eine geeignete Kombination zur differentialdiagnostischen
Abklarung diverser Malignome. CK5/7, CK7 und CK20 sind differentielle Zytokera-
tine und dienen zur Abgrenzung zwischen Plattenepithelkarzinomen und Adenokar-
zinomen. Die semiquantitativ-vergleichende Beurteilung der Farbergebnisse von
CK7 und CK20 kann bereits Hinweise auf die Lokalisation von Adenokarzinomen
geben, die dann durch Marker wie CA125, TTF-1 und cdx-2 in Richtung Ovarialkar-
zinom, Adenokarzinom der Lunge oder Adenokarzinom des Gastrointestinaltraktes
verdichtet werden kénnen. Die vorliegende Studie zeigt in dem Ergebnisteil, dass in
vielen Fallen mit Hilfe des oben dargestellten Markerpanels eine abschlieliende Tu-

mortypisierung moglich war.

CK5/CKE CK7 CE20

CAl25 TTF-1 cdx2

Abb. 12: Immunzytochemisches Markerpanel aus der Cytopathologie zur Typisierung ma-
ligner epithelialer Tumorzellen. CK5/6 markiert Uberwiegend Plattenepithelkarzinome, CK7
und CK20 verschiedene Arten von Adenokarzinomen, CA125 Ovarialkarzinome, TTF-1 A-
denokarzinome der Lunge und cdx-2 Karzinome des Gastrointestinaltraktes, Stand 2015
(Biesterfeld 2015). Vereinfachte Darstellung des Algorithmus aus Abb. 5 (siehe dort)

In Abbildung 13 ist exemplarisch gezeigt, wie sich ein CK7-positives und ein CK20-

negatives Adenokarzinom in einem Pleuraerguss weiter typisieren liel3.
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Die Reaktion mit TTF-1 war spezifisch positiv, diejenigen mit CA125 und cdx-2 und
GATA-3 waren negativ, so dass offenbar ein primares pulmonales Adenokarzinom

vorlag (Stadium pM1a).
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Abb. 13: Identifizierung von Tumorzellen eines Adenokarzinoms in einem Pleuraerguss in
einer Routinefarbung (links) und Zuordnung zu einem primaren pulmonalen Adenokarzi-
nom durch nukleare TTF-1-Positivitat in der Immunzytochemie (rechts) (Biesterfeld 2015)

2.4.3.3 Immunzytochemische Marker bei Sonderfallen

Durch den standardisierten Einsatz von Markerpanels zur Tumorsuche und Tumor-
typisierung lassen sich zwar eine grof3e Anzahl von Fallen abschlie3end klaren. Al-
lerdings finden sich immer wieder auch Falle, die eine Sonderstellung einnehmen
und individuell, das heift in Anlehnung an die klinische Fragestellung und in Abhan-
gigkeit von dem zur Verfligung stehenden Material, beurteilt werden mussten. Somit
werde im Ergebnisteil auch Falle prasentiert, welche nicht durch die Anwendung
von Standardpanels naher untersucht werden kdnnen, sondern unter Einsatz von
individuell ausgewahlten Antikorpern typisiert werden. Die Kategorien, die diese
Sonderstellung einnehmen betreffen insbesondere die Diagnostik von malignen
Mesotheliomen und malignen Lymphomen sowie die Analyse der Hormonrezepto-

ren bei Mammakarzinomen.
Das Markerpanel, bzw. die Auswahl der Antikorper, welches insbesondere bei der

Fragestellung bzgl. maligner lymphoproliferativer Erkrankungen angewendet wird
gestaltet sich wie folgt (Abb. 14):
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LCA CD20 CD79%a CD45Ro

Kie7 CD15 CD30 CcD138

Bcl2 Bcle

Abb. 14: Immunzytochemisches Markerpanel aus der Cytopathologie zur Typisierung ma-
ligner lymphoproliferativer Erkrankungen, Stand 2015 (Biesterfeld 2015)

Wahrend LCA als global orientierender Marker fir Lymphozyten und Plasmazellpo-
pulationen eingesetzt wird, markieren CD20 und CD79a B-Lymphozyten und
CD45RO T-Lymphozyten. CD15 und CD30 erlaubt immunzytochemisch eine na-
here Einordnung bei der Frage zu Hodgkin-Lymphomen. CD138, ein Plasmazell-
marker findet den Einsatz bei der Frage zu plasmazellularen Erkrankungen. BCL2
und BCLG6 findet unter anderem z.B. Anwendung bei der Frage zu follikularen Lym-
phomen. Letztlich gelingt eine nahere Einschatzung zur proliferativen Aktivitat Gber
den Einsatz des Antikorpers Ki67. Die genannten Marker finden selten als ganzes
Panel Anwendung. In Abhangigkeit von der Klinik, der konventionellen zytologi-
schen Einschatzung und in Abhangigkeit vom ausreichend vorhandenem Zellmate-

rial werden sie sehr individuell kombiniert.

Bei der Diagnostik bzw. differentialdiagnostischen Abklarung von malignen Me-

sotheliomen, bieten sich folgenden Antikorper an (s. Abb. 15):

BerEP4 Calretinin Mesothelin

EMA WT-1

Abb. 15: Algorithmus aus dem Funktionsbereich Cytopathologie fiir die Anwendung und
Interpretation immunzytochemischer Marker zur Unterscheidung einer epithelialen von ei-
ner mesothelialen Zellpopulation, Stand 2015 (Biesterfeld 2015); inzwischen wird Mesothe-
lin nicht mehr verwendet
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Grundsatzlich werden fur die Diagnostik eines malignen Mesothelioms mindestens

2 Antikorper, welche Mesothelien markieren bendtigt. Hierzu zahlen Calretinin, Me-

sothelin und WT-1. Zur differentialdiagnostischen Abklarung werden ebenfalls min-

destens 2 epitheliale Marker wie z.B. BerEP4 und EMA bendtigt.

Fir die Falle, im Speziellen in der Kategorie der Mammakarzinome, findet neben

dem Einsatz von Mammaglobin, ein Antikdrper-Panel Anwendung das aus den Hor-

mon-Rezeptoren Ostrogen und Progesteron sowie dem Her-2-Neu-Rezeptor be-

steht (Abb. 16). Erganzt wird dieses Panel heute um den Proliferationsmarker Ki-

67.

Ostrogen-
rezeptor

Her-2-neu-
Rezeptor

Progesteron-
rezeptor

Abb. 16: Immunzytochemisches Markerpanel aus der Cytopathologie zur Hormonrezeptor-
Analyse, Stand 2015 (Biesterfeld 2015)
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3. Ergebnisse

3.1 Kategorisierung der Falle in Untergruppen

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte deskriptiv mittels der Excel-Dia-

gramm- und Tabellenkalkulation und gliedert sich in folgende Arbeitsschritte:

1) Das Gesamtkollektiv wurde zunachst in diverse Kategorien, dem Untersuchungs-
material zugrunde liegend, unterteilt und nach Geschlecht (m=mannlich, w=weib-

lich) sortiert. Somit ergeben sich insgesamt 9 Kategorien wie folgt:

Pleurapunktat (PP)

» Perikardpunktat (PE)

» Feinnadelpunkt (FNP)

= Aszitespunktat (AP)

» Douglaspunktat (DP)

» Bronchoalveolare Lavage / Bronchialburstenabstrich (BAL)
» Liquorpunktat (LP)

* Mundschleimhautabstrich (MS)

» Bindehautabstrich (BA)

2) Unter Berucksichtigung der digital detektierbaren klinischen Angaben wurden

innerhalb der neun Kategorien folgende Aspekte berlcksichtigt:

- Tumor vorbekannt?
- Tumor nicht vorbekannt (und nicht vermutet)?

- klinischerseits Tumorverdacht?

3) In Anlehnung des in dieser Studie zugrundeliegenden zentralen Themas - Indi-
kation und Durchfuhrung der Immunzytochemie - wurde im nachsten Schritt unter
Berucksichtigung des Mikroskopieergebnisses (Tumorzellen positiv, dringend ver-
dachtig, zweifelhaft, negativ) die jeweilige Kohorte innerhalb der 9 Kategorien nach
dem folgenden Schema subkategorisiert:
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- Indikation Tumoridentifikation:
Hierbei wurde hauptsachlich das Markerpanel BerEP4 und HEA125 bei mikrosko-

pisch zweifelhaften und dringend verdachtigen Fallen eingesetzt, da es im Wesent-

lichen um epitheliale Malignome, seltener um nicht-epitheliale Malignome ging.
Dennoch gibt es Falle, bei denen nur einzelne oder erganzende Marker eingesetzt

wurden.

- Indikation Tumortypisierung:

Bei mikroskopisch sichtbaren Tumorzellen und dem Ziel der Identifikation des Pri-
martumors kamen in dieser Kategorie flr beide Geschlechter vorwiegend die Mar-
ker CK5/6, CK7, CK20, cdx2, TTF-1 und bei Frauen erganzend CA125 als Panel-
anwendung zum Einsatz. Zum Teil wurden jedoch auch hier nur einzelne oder er-

ganzende Marker genutzt.

- Sonderfélle:

Die Sonderfalle umfassen die folgenden Subkategorien:

- Malignes Mesotheliom

- Lymphom

- Hormonrezeptoranalyse

- diverse Einzelfalle (s. separat in den jeweiligen Kapiteln) bei denen jeweils indivi-

duelle Antikoérper(-panel) Anwendung fanden; wie in Kapitel 2.4.3.3 beschrieben.

4) AnschlieBend erfolgte die Auflistung der eingesetzten Antikorper/Antikdrperpa-
nels, insbesondere bei den individuellen bzw. Sonderfallen und die Bewertung der

immunzytochemischen Ergebnisse.

5) In einem letzten Schritt wurden die mit Hilfe der Immunzytochemie detektierten

Diagnosen nach Organen sortiert.

Im Folgenden wird zunachst ein statistischer Gesamtiberblick aller Daten darge-
stellt. Anschliel3end erfolgt die detaillierte statistisch-deskriptive Auswertung in den
jeweiligen Kategorien und Subkategorien, bevor ein Résumé den Abschluss bildet.
Dabei wurde in jeder Kategorie eine individuelle und keine vereinheitlichende Aus-

wertung der Daten vorgenommen.
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Diese Vorgehensweise wurde gewahlt, da sich zum einen das Tumorspektrum un-
terscheidet und zum anderen, um einen besseren Uberblick bei der Betrachtung der
Ergebnisse in den jeweiligen Kategorien, die sich auch in der Anzahl unterscheiden,

zu ermaoglichen.

3.2 Aufarbeitung des Patientenkollektivs

Im Jahr 2009 betrug am Institut fur Cytopathologie der Uniklinik in Dusseldorf die
Gesamtzahl der eingesandten Falle n = 13670, ausschliel3lich bezogen auf extra-
gynakologische Falle, also ohne Gyn-Abstriche. Von den 13670 Fallen wurden tGber
die Software dc-Pathos Systems 376 Patienten identifiziert (2,8%), bei denen flr
eine konkrete Diagnosestellung bei ausreichendem Material die Immunzytochemie

erganzend zur Morphologie zum Einsatz gekommen ist (Abb. 17).

376; 2,8%

13670

B Gesamteingang 2009 Immunzytochemie

Abb. 17: Uberblick Gesamteingang der eingesandten extragynakologischen Falle fir das
Jahr 2009 in Relation zu der Anzahl der durchgefuhrten Immunzytochemie

In 375 untersuchten Fallen wurde die immunzytochemische Labortechnik eigens im
Institut durchgefuhrt. Bei einem Fall handelte es sich um die Bitte einer Zweitmei-
nung. Hierzu wurden acht bereits konventionell und immunzytochmisch gefarbte

Praparate eingesandt und konsiliarisch beurteilt.
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3.3 Geschlechtsverteilung und Altersverteilung

Bei den insgesamt 376 Patienten handelt es sich um 194 (51,6%) Manner und 182
(48,4%) Frauen (Abb. 18).

Manner
48,4% 51,6%

Abb.18: Prozentuale Verteilung der untersuchten Kohorte (n=376) nach Geschlecht der Pa-
tienten

Das Alter der Patienten reichte von 11-96 Jahren, wobei der Altersgipfel fur beide
Geschlechter bei 71-80 Jahren lag (n = 129; 34%). Eine detaillierte Altersverteilung
zeigt Abbildung 19.
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Abb. 19: Altersverteilung aller Patienten (n=376) sortiert nach Geschlecht
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Das durchschnittliche Alter lag bei Mannern bei 69 Jahren und bei Frauen bei 70
Jahren (Abb. 20).

80
75
70

65

Alter in Jahren

60

55

50

B Mdnner M Frauen

Abb. 20: Durchschnittsalter aller Patienten (n=376) nach Geschlecht

3.4 Uberblick des eingesandten und analysierten Materials

Die 376 Falle verteilen sich immunzytochemisch auf 9 Kategorien der Untersu-

chungsmaterialien, zunachst unabhangig vom Geschlecht wie in der Abbildung 21

dargestellt:
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Abb. 21: Art und Anzahl der untersuchten Proben (n=376)
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In Abbildung 22 ist die Verteilung der Untersuchungsmaterialien, sortiert nach Ge-

schlecht, dargestellt.
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H Minner ® Frauen n=376

Abb. 22: Ubersicht der Untersuchungsmaterialien unter Angabe der Anzahl und unter Be-
ricksichtigung der Verteilung auf das Geschlecht

3.4.1 Auswertung der Pleurapunktate

Fast genau die Halfte (n=189) der insgesamt 376 untersuchten Proben entsprechen
Pleurapunktaten. Hierbei verteilen sich die Proben auf 109 (58%) Manner und 80
(42%). Frauen.

Inhaltlich geht es bei ihnen wie bei allen Ergusspraparationen im Wesentlichen um
die Tumoridentifikation in zweifelhaften oder dringend verdachtigen Fallen bzw. um
die Tumortypisierung in positiven, manchmal auch in dringend verdachtigen Fallen.
Dabei war in 73 Fallen (39%) klinisch-anamnestisch ein Tumor vorbekannt, in 65
(34%) Fallen war kein Tumor vorbekannt, und in 51 (27%) Fallen lag klinisch ein

Verdacht auf einen Tumor vor (Abb. 23).
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Vd.a. Tumor 51
(27%)

Tumor
vorbekannt 73

(39%) BVd.a. Tumor

B Tumor nicht vorbekannt

Tumor nicht
vorbekannt 65
(34%)

B Tumor vorbekannt

Abb. 23: Ubersicht der prozentualen Verteilung der 189 Pleurapunktate fiir Manner und
Frauen in die Kategorien: ,Tumor vorbekannt®, ,nicht vorbekannt® und ,Verdacht auf Tumor®

Im Folgenden soll die Auswertung fur die Pleurapunktate getrennt nach Mannern
und Frauen erfolgen.

Dies hat damit zu tun, dass sich das zu erwartende Spektrum an Tumoren bei der
Typisierung unterschied. Bei Frauen spielen Mammakarzinome bei Pleurakarzino-
sen eine zahlenmafig wichtige Rolle, die bei Mannern kaum vorkommen. Bei Man-
nern sind hingegen erfahrungsgemal’ Lungenkarzinome haufig, auRerdem sind be-
rufsanamnestisch bedingt haufiger maligne Mesotheliome als bei Frauen zu beden-

ken.

Vergleicht man Manner und Frauen bezuglich der drei Kategorien (Abb. 24), so war
bei den 109 Mannern in 33 Fallen (30%) ein Tumor vorbekannt, in 43 Fallen (40%)
war kein Tumor vorbekannt und in 33 Fallen (30%) bestand bereits ein Verdacht auf
einen Tumor. Von den 80 Frauen war bei 40 Fallen (50%) ein Tumor vorbekannt,
bei 22 Fallen (27,5%) war die Tumoranamnese leer, ein Tumorverdacht bestand bei
18 Fallen (22,5%).

Dieser Unterschied war im Chi?-Test statistisch signifikant (p = 0.018; bezogen auf

die prozentuale Verteilung).
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Tumor bekannt Vd.a. Tumor 18 (22,5%)

33 (30%) 33 (30%)

Tumor
vorbekannt

millft ] Tumor nicht

Tumor nicht vorbekannt
bekannt 22 (27,5%)
43 (40%)

Abb. 24: Ubersicht des prozentualen Verhaltnisses der Pleurapunktate vor Anwendung der
Immunzytochemie in die Kategorien: , Tumor vorbekannt®, ,nicht vorbekannt* und ,Verdacht
auf Tumor” (%). Mannliche Kohorte (n=109) links, weibliche Kohorte (n=80) rechts

3411 Auswertung der mannlichen Kohorte - Pleurapunktate

Von den insgesamt 109 Patientenproben wurden in 60 Fallen immunzytochemische
Untersuchungen zur Tumoridentifikation vorgenommen, darunter in 31 Fallen nach
einem Karzinom. Ferner stellte sich in 20 Fallen die Frage nach einem malignen
Mesotheliom und in 9 Fallen nach einem malignen Lymphom. An den ubrigen 49

Fallen wurde eine Tumortypisierung vorgenommen.

3.41.11 Immunzytochemische Untersuchungen zur Tumoridentifikation -
Pleurapunktate bei Mannern

Bei den 31 Proben ging es um eine Identifizierung epithelialer Tumorzellen. Hier
zeigte die konventionelle Zytologie in 10 Fallen einen ,dringenden Verdacht® auf
eine Tumorzelle, wahrend 19 Proben als ,zweifelhaft* beurteilt wurden. AuRerdem
wurde eine Probe konventionell-zytologisch als ,positiv‘ und eine als ,negativ® be-
wertet und dennoch immunzytologisch mit dem Marker BerEP4 untersucht; diese
Proben werden unten separat erlautert. Einen Uberblick tiber die Verteilung der kon-
ventionellen-zytologischen Diagnostik und der Enddiagnose nach Anwendung der

Immunzytochemie zeigt Tabelle 11.
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Zytologische Diagnose Diagnose nach Immunzytochemie Gesamt

Positiv Dringender Zweifel- negativ
Verdacht haft
Positiv 1 - - - 1
Dringender Verdacht 6 - 2 2 10
Zweifelhaft 3 2 - 14 19
Negativ - - - 1 1
Gesamt 10 2 2 17 31

Tabelle 11: Datenubersicht der konventionell-zytologischen und der immunzytochemischen
Befunde zur Tumoridentifikation der Pleurapunktate; mannliche Kohorte (n=31)

Der in der Zytologie positive Fall bestatigte sich immunzytochemisch; in 9 weiteren
Fallen wurden ebenfalls Tumorzellen detektiert, so dass die Falle als ,positiv‘ abge-
schlossen werden konnten®. In 2 Fallen ergab sich eine Héherstufung von ,zweifel-
haft“ auf ,dringender Verdacht®, nachdem vereinzelte positive Zellen mit auffalliger
Morphologie angetroffen worden waren. Anders herum wurden aber auch jeweils 2
zunachst dringend verdachtige Zellbilder zu ,zweifelhaft” bzw. ,negativ‘ herunterge-
stuft. In 14 ,zweifelhaften* Fallen lagen in der Immunzytochemie keine positiven
Zellen vor, so dass die Falle als ,negativ* abgeschlossen wurden. Alle 29 Falle er-
fuhren somit eine Diagnosemodifikation. An dem jeweils einen primar positiven bzw.

negativen Fall ergaben sich keine Veranderungen der Diagnose.

In zwei Fallen wurden abweichend vom Panel je zwei weitere Marker angewandt.
In einer ,zweifelhaft® vorbefundeten Probe wurden bei vorbekanntem Prostata-Ca
noch PSA und PSMA eingesetzt. Bei negativem Ausfall der Marker wurde die Diag-
nose bei ,zweifelhaft belassen. Der zweite Fall (Zweitbeurteilung bei bekanntem
kleinzelligem Bronchialkarzinom) war zytologisch ,negativ‘ beurteilte worden und

wurde bei Negativitat von BerEP4, TTF-1 und CD56 auch negativ abgeschlossen.

3.41.1.2 Immunzytochemische Auswertung zur Typisierung epithelialer
Tumoren - Pleurapunktate bei Mdannern

In 49 Proben zeigte die konventionelle Zytologie bereits ein positives Ergebnis und

somit den Nachweis von als epithelial eingeschatzten Tumorzellen.
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Im Folgenden wurden 46 der insgesamt 49 Proben immunzytochemisch mit Hilfe
des klassischen Markerpanels (CK7, CK5, CK20, TTF-1, cdx2) zur Tumortypisie-
rung untersucht. In 3 Fallen wurden bei jeweils vorbekannten Malignomen und nur
sehr sparlich vorhanden Tumorzellen lediglich zielgerichtete Marker und nicht das
komplette Panel eingesetzt: Dazu zahlten Punktate eines bekannten Bronchialkar-
zinoms, in dem Fall wurde nur CK7 und CK10 eingesetzt, sowie eines metastasier-
ten Prostatakarzinom bei dem die Marker PSA, PSMA und P504S und eines vorbe-
kannten malignen Melanoms, bei dem nur die Antikdrper HMB45 und Melan A an-
gewandt wurden. Hierbei haben sich bei dem Fall mit dem vorbekannten Bronchial-
karzinom lediglich Zellen eines Adenokarzinoms definieren lassen, wahrend bei
dem vorbekannten metastasiertem Prostatakarzinom, bei vereinzelter schwacher
Expression von PSA, Zellen eines Adenokarzinom mit Verdacht auf metastatische
Absiedlungen eines Prostatakarzinoms definiert wurden. In dem dritten Fall zeigten
sich die Immunmarker HMB45 und Melan A als kraftig positiv, sodass das bekannte

maligne Melanom immunzytochemisch bestatigt wurde.

Von den 46 Proben, die mit dem klassischen Markerpanel untersucht wurden, wur-
den in 9 Fallen zudem Marker bei zum Teil vorbekannten Malignomen erganzend
appliziert.

Hierbei wurde in 4 Proben als zusatzliches Markerpanel bestehend aus CK1/10/11
eingesetzt, naheliegend war hier im Speziellen der Verdacht auf ein Plattenepithel-
karzinom oder ein mischdifferenziertes Karzinom der Lunge. In 5 Proben wurden
erganzende Marker wie PSMA/PSA, Uroplakin, RCC, Melan A und HMB45 sowie
zusatzlich BerEP4, Calretinin und WT-1, eingesetzt, um ein Prostatakarzinom, ein
Harnblasen- sowie Nierenzellkarzinom, ein malignes Melanom sowie differentialdi-
agnostisch ein Mesotheliom (in Abgrenzung gegeniber einer Pleurakarzinose bei

etwaigen Zweitmalignom) bei vorbekanntem Tumor zu typisieren.

Einen Uberblick Uber die ergdnzend eingesetzten Antikdrper gibt die Tabelle 12.
Das hier angewandte klassische Markerpanel, bestehend aus CK7, CK20, CK5/6,
cdx2, TTF-1, wird als ,P1" bezeichnet. Die jeweilige immunzytochemische Reaktion
wird fUr die zusatzlichen Marker bei vorliegender Farbereaktion mit ,+“ und bei nicht

vorhandener Farbereaktion mit ,-“ gekennzeichnet:
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Fall

Tumor vorbekannt?

Immunzytochemische
Marker

Ergebnis

Infektexazerbierte
COPD + Pneumonie;
V.a. maligne Zellen

Unklarer Pleuraerguss
bei Dyspnoe. Dignitat?

Unklare pulmonale
Raumforderung; V.a.
Lungen-Ca.

Unklarer exsudativer
Pleuraerguss, Verdacht
auf Bronchialkarzinom

Zustand nach Prosta-
takarzinom

Z.n. Nierenbecken-Ca.
und Z.n. NTx; V.a. Kar-
zinose

Infiltrativ destruierender
Prozess in der Lunge;
Verdacht auf malignes
Mesotheliom, DD-Bron-
chialkarzinom

Bekanntes Nierenzell-
Ca.

Bekanntes malignes
Melanom

P1 + CK1/10/11(-)

P1 + CK1/10/11(-)

P1+ CK1/10/11 (+)

P1 + CK1/10/11(+)

P1 + PSA (-)

P1 + Uroplakin (-)

P1 + BerEP4 (+), Cal-
retinin (-), WT1 (-)

P1 + RCC (+)

P1 + MelanA + HMB45
(jeweils (+))

Pleurakarzinose durch
Zellen eines metastasier-
ten Lungenkarzinoms

Pleurakarzinose durch
Zellen eines metastasier-
ten Lungenkarzinoms

Pleurakarzinose durch
Zellen eines adeno-
squamdsen Lungen-Ca.

Pleurakarzinose durch
Zellen eines adeno-
squamoésen Lungen-Ca.

Pleurakarzinose  durch
ein Adenokarzinom; vor-
rangig Lungen-Ca.

Pleurakarzinose, vorran-
gig gering differenziertes
Lungen-Ca.

Pleurakarzinose  durch
Zellen eines metastasier-
ten Lungenkarzinoms

Pleurakarzinose  durch
Zellen eines Nierenzell-
Ca.

Pleurakarzinose  durch
Zellen des bekannten
malignen Melanoms

Tabelle 12: Ubersicht Uber die Ergebnisse der immunzytochemischen Untersuchung bei
der Tumortypisierung unter Berlcksichtigung erganzend eingesetzter Marker; mannliche
Kohorte der Pleurapunktate (n=9)
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Bezogen auf alle 49 Falle konnte bei 47 von ihnen ein Primarius neu typisiert oder

bestatigend typisiert werden.

- 42 Falle entsprachen Lungenkarzinomen (36 Adenokarzinome, 2 adeno-
squamose Karzinome und 4 Karzinome, bei denen es sich sehr wahrschein-
lich um Plattenepithelkarzinome handelte),

- in 2 Fallen lag ein malignes Melanom vor,

- in einem Fall ein Karzinom des Oberbauchs (Pankreas, DD Magen),

- in einem Fall ein Prostatakarzinom und

- in einem Fall ein Nierenzellkarzinom,

Lediglich zwei Proben waren bei geringem Tumorzellgehalt eines Adenokarzinoms
und nicht auswertbarer Immunzytochemie nicht naher typisierbar. Eine Probe davon
war nach immunzytochemischer Auswertung eher weniger wahrscheinlich fir Zel-
len eines vermuteten Bronchialkarzinoms als vielmehr vereinbar mit einem malig-

nen Mesotheliom eingestuft worden.

3.41.1.3 Immunzytochemische Auswertung von Fallen bei Verdacht auf
malignes Mesotheliom bzw. malignes Lymphom bei Mannern

Malignes Mesotheliom:

In 20 Proben ging es primar um den Nachweis bzw. den Ausschluss von Tumorzel-
len eines malignen Mesothelioms, teilweise bei bereits vorbekanntem Mesotheliom.
Die klassischen Marker, welche zur immunzytochemischen Diagnostik eingesetzt
wurden, sind BerEP4, Calretinin, Mesothelin, EMA und WT1. In den meisten Fallen
(n=17) wurde ausschlie3lich das genannte Markerpanel angewandt, wahrend in drei
Proben erganzende Marker eingesetzt wurden: In zwei Proben wurden zum diffe-
rentialdiagnostischen Ausschluss zusatzlich die Marker CK20, CK7 und TTF-1 ein-
gesetzt. In beiden Fallen wurde abschlieend ein malignes Mesotheliom diagnosti-
ziert. In der dritten, zytologisch negativen Probe wurde bei vorbekanntem Prosta-
takarzinom erganzend PSA, PSMA und AMACR eingesetzt. Das Ergebnis fiel hier

negativ fur Tumorzellen aus.
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Die Ergebnisse nach Anwendung der Immunzytochemie fasst die folgende Tabelle

13 zusammen:

Zytologische Diagnose Diagnose nach Inmunzytochemie Gesamt
positiv Dringender zweifel- negativ
Verdacht haft
Positiv 12 - - - 12
Dringender Verdacht - 1 - 2 3
Zweifelhaft 2 1 - 1 4
Negativ - - - 1 1
Gesamt 14 2 0 4 20

Tabelle 13: Datenubersicht der konventionell-zytologischen und der immunzytochemischen
Befunde zur Tumortypisierung eines malignen Mesothelioms der Pleurapunktaten; mannli-
che Kohorte (n=20)

Insgesamt zeigten 14 der insgesamt 20 Proben Zellen eines malignen Mesotheli-
oms. Dabei wurden die 12 zytologisch positiven Fallen als Mesotheliome identifi-
ziert, ferner 2 zuvor zweifelhafte Proben. Eine Probe die zuvor als ,dringend tumor-
verdachtig“ eingestuft wurde, blieb unverandert, eine zuvor als ,zweifelhaft‘ einge-
stufte Probe wurde auf ,dringend verdachtig“ angehoben. In 3 zuvor dringend ver-
dachtig bzw. zweifelhaften Befunden wurde zusatzlich eine DNA-Bildzytometrie und
eine AQNOR-Analyse durchgeflihrt. Das Ergebnis zeigte in einer Probe Werte, die
fur den Nachweis von malignen Zellen sprachen, wahrend in der anderen Probe
schlussendlich reaktive Mesothelzellveranderungen definiert wurden. Bei dem kon-
ventionell-zytologisch-negativem Befund handelte es sich um den oben angespro-
chenen Konsilfall; das Zellbild sprach in Zusammenschau mit der Immunzytochemie

fur einen mesothelzell- und makrophagenreichen reaktiven Pleuraerguss.

Lymphatische Erkrankungen / Lymphom:

In neun Fallen wurde das immunzytochemische Markerpanel zur Typisierung eines
Lymphoms bzw. einer lymphatischen Erkrankung eingesetzt. Hierzu zahlen vorran-
gig die Antikérper CD20 und LCA/CD45RO. Lediglich in zwei der neun Proben
wurde jeweils BerEP4 zusatzlich bei klinischem Verdacht auf ein Bronchialkarzinom

eingesetzt. Die Ergebnisse der Auswertung zeigt Tabelle 14:
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Zytologische Diagnose Diagnose nach Immunzytochemie Gesamt

positiv Dringender zweifel- negativ
Verdacht haft
Positiv 2 - - - 2
Dringender Verdacht - - - - -
Zweifelhaft - 1 - - 1
Negativ - 1 - 5 6
Gesamt 2 2 - 5 9

Tabelle 14: Datenubersicht der konventionell-zytologischen und der immunzytochemischen
Befunde zur Tumortypisierung einer lymphatischen Erkrankung / eines Lymphoms der
Pleurapunktate; mannliche Kohorte (n=9)

Durch die Immunzytochemie wurden insgesamt zwei Falle, die zytologisch als ne-
gativ bzw. zweifelhaft eingeordnet worden waren, jetzt als dringend verdachtig ein-
gestuft, da sich suspekte bzw. an Zahl vermehrte Zellen der B-Zell-Reihe gezeigt
hatten. Die ubrigen sieben Diagnosen blieben durch die Immunzytochemie unver-

andert positiv (n=2) bzw. negativ (n=5).

3.41.2 Auswertung der weiblichen Kohorte - Pleurapunktate

Bei den 80 Patientenproben ging es in 31 Fallen um die Tumoridentifikation eines
Karzinoms, in 24 Fallen um die Typisierung eines Karzinoms, in 2 Fallen um die
Frage nach einem malignen Mesotheliom und in 14 Fallen nach einem malignen
Lymphom; auf3erdem wurde in neun Fallen metastasierter Mammakarzinome eine

Bestimmung von ER, PR und Her-2/neu durchgefihrt.

3.41.21 Immunzytochemische Untersuchungen zur Tumoridentifikation -
Pleurapunktate bei Frauen

Von den insgesamt 80 Patientinnen zeigte in 31 Proben die konventionelle Zytologie
,<dringend tumorverdachtige“ (n=7) bzw. ,zweifelhafte“ (n=24) Befunde. Diese Falle

sowie jeweils 1 ,negativer® und 1 ,positiver* Befund wurden mit BerEP4 und
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HEA125 auf das Vorliegen von Tumorzellen untersucht. Bei dem zytologisch ,posi-
tiven“ Befund wurde zudem erganzend Calretinin (bei bekannten malignen Me-
sotheliom) eingesetzt. Ein Fall, der zytologisch eine negativ war, wurde dennoch
immunzytochemisch untersucht; der Grund hierfur lie3 sich nicht mehr eruieren.
Auch eine Wiederholungspunktion bestatigte den tumorzell-negativen Befund. Die

Ergebnisse der immunzytochemischen Untersuchung fasst Tabelle 15 zusammen:

Zytologischer Befund Immunzytochemischer Befund Resultat
positiv Dringender zweifelhaft negativ
Verdacht
Positiv 1 - - - 1
Dringender Verdacht 5 - - 2 7
Zweifelhaft 2 4 - 18 24
Negativ - - - 1 1
Resultat 8 4 - 21 33

Tabelle 15: Datenubersicht der konventionell-zytologischen und der immunzytochemischen
Befunde zur Tumoridentifikation der Pleurapunktate; weibliche Kohorte (n=33)

Somit konnten mit Hilfe von BerEP4 und HEA125 in 7 Fallen, davon zuvor zweifel-
haften (n=2) oder dringend verdachtigen (n=5), Tumorzellen sicher identifiziert wer-
den und in 4 Fallen die Diagnose bei nur vereinzelten positiven Zellen von ,zweifel-
haft“ auf ,dringender Verdacht* angehoben werden. In 20 Fallen wurde ein Tumor-
verdacht immunzytochemisch ausgeraumt. Nur die beiden ohnehin schon vorher

klaren Diagnosen (jeweils ein negativer und ein positiver Fall) blieben bestehen.

3.41.2.2 Immunzytochemische Auswertung zur Typisierung epithelialer
Tumoren - Pleurapunktate bei Frauen

An den 24 positiven wurde mit dem klassischen Markerpanel zur Abklarung unklarer
ErglUsse bei Frauen untersucht, jedoch wurden in uber der Halfte der Proben (n=13)
erganzende Antikdrper eingesetzt (Tabelle 16). Das klassische Markerpanel, wel-
ches fur Frauen aus CK7, CK20, CK5/6, cdx2, TTF-1 und CA125 besteht, wird als
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,P1“ bezeichnet. Die jeweilige immunzytochemische Reaktion wird flr die zusatzli-

chen Marker bei vorliegender positiver Farbereaktion mit ,+“ und bei nicht vorhan-

dener Farbereaktion mit ,-“ gekennzeichnet:

Fall

Tumor vorbekannt?

Immunzytochemische
Marker

Ergebnis

Ossar metastasiertes
Bronchialkarzinom

Z.n. Zervixkarzinom

Schilddrisenkarzinom

V.a. nicht-kleinzelliges
Lungenkarzinom

Axillares CUP-Syndrom
eines Adenokarzinoms

Z.n. HCC, Z.n. LTx

Nein

Z.n. Mammakarzinom;
V.a. Bronchialkarzinom

Metastasiertes Adeno-
karzinom der Lunge;
jetzt RF der Mamma

P1 + CD56 (+)

P1+
CK1+CK10+CK11(+)

P1 + Thyreoglobulin (+)

P1+ Melan A, HMB45
(ie ()

P1 + BerEP4 (+), Cal-
retinin, Mesothelin,
WT1 (je-)

P1 + HepPar1 (-)

P1 + Mammaglobin (+),
ER, PR, und Her-2-neu

(je -)

P1 + Mammaglobin (+),
ER (+) und PR (+)

P1 + Mammaglobin,
ER, PR, Her-2-neu (je -)
bei TTF-1 (-)

Pleurakarzinose durch
ein kleinzelliges Lun-
genkarzinom

Pleurakarzinose durch
ein Ovarialkarzinom /
DD Zervixkarzinom

Pleurakarzinose durch
ein Schilddrisenkarzi-
nom

Pleurakarzinose durch
ein Lungenkarzinom

Pleurakarzinose durch
ein Ovarialkarzinom /
DD Lungenkarzinom

Pleurakarzinose durch
ein Ovarialkarzinom

Pleurakarzinose; gdfls.
Mammakarzinom, bei
schwacher Mammag-
lobin-Expression

Pleurakarzinose ein
Mammakarzinom

Pleurakarzinose durch
ein Adenokarzinom,
nicht zuordbar
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10 Z.n. nach Mammakarzi- P1 + Mammaglobin, Pleurakarzinose durch

nom, jetzt CUP-Syn- ER, PR und Her-2-neu ein Ovarialkarzinom
drom (je-)
11 CUP-Syndrom P1 + Mammaglobin (-) = Pleurakarzinose durch

ein Adenokarzinom,
nicht zuordbar

12 Z.n. Mammakarzinom,  P1 + Mammaglobin (+), Pleurakarzinose durch
jetzt RH in der Lunge ER (+), PR (-) und Her- ein Mammakarzinom
2-neu (-)
13 CUP-Syndrom P1 + Mammaglobin (+) Pleurakarzinose durch
bei TTF-1 (+) ein  Mamma-Ca. oder

ein Lungen-Ca.

Tabelle 16: Ergebnisse der immunzytochemischen Untersuchung unter Berucksichtigung
erganzend eingesetzter Marker bei der Tumortypisierung; weibliche Kohorte der Pleura-
punktate (n=13); (+) = immunzytochemisch positiv, (-) immunzytochemisch negativ

In acht der 13 Falle lieRen sich die Tumoren, allesamt Adenokarzinome, einem be-
stimmten Organ zuordnen, und zwar drei einem Mammakarzinom, zwei einem Lun-
genkarzinom, zwei einem Ovarialkarzinom und einer einem Schilddriasenkarzinom.
In drei Fallen waren Eingrenzungen (Ovar/Zervix bzw. Ovar/Lunge bzw. Mamma/

Lunge) mdglich, und in zwei Fallen blieb die Tumorherkunft offen (Fall 9 und 11).

In den 11 Fallen, welche lediglich mit dem Panel ,P1“ untersucht worden waren,
konnten die Tumorzellen in 2 Fallen einem pulmonalen Adenokarzinom, in 2 Fallen
einem Ovarialkarzinom und in einem Fall einem Mammakarzinom zugeordnet wer-
den. In insgesamt 6 der 11 Falle boten sich differentialdiagnostische Moéglichkeiten
fur folgende Primartumore an: in 2 Fallen sprach das Ergebnis fur ein Ovarialkarzi-
nom (DD Mammakarzinom), in 2 Fallen wurde an ein Magen- oder Pankreaskarzi-
nom (DD Lungen- oder Mammakarzinom) und in zwei Fallen an ein Lungenkarzi-

nom (DD Mamma- oder Ovarialkarzinom) gedacht.

Insgesamt konnten die Tumorzellen somit in 13 der 24 Falle einem Primartumor
zugeordnet werden; 9 Falle konnten differentialdiagnostisch eingegrenzt werden,

zwei blieben offen.
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3.41.2.3 Immunzytochemische Auswertung von Fallen bei Verdacht auf
malignes Mesotheliom bzw. malignes Lymphom bei Frauen

Malignes Mesotheliom:

In 2 der 80 Proben lag der klinische Verdacht auf ein malignes Mesotheliom vor.
Die konventionelle-Zytologie zeigte hier ein ,positives” und ein ,zweifelhaftes* Er-
gebnis. Immunzytochemisch fand das klassische Markerpanel zur Typisierung ei-
nes malignen Mesothelioms Anwendung, allerdings wurde bei dem ,zweifelhaften”
Befund erganzend CD146 (MUC18), ein Antikorper zur epithelialen Zelldifferenzie-
rung, eingesetzt. Nach Anwendung der Immunzytochemie konnte fur den ,positi-
ven“ Befund das Vorliegen von Zellen eines malignen Mesothelioms (in Abgrenzung
gegenuber einer Pleurakarzinose) bestatigt werden, wahrend fir den konventionell-
zytologisch ,zweifelhaften” Befund es, auch nach Anwendung einer weiteren ad-

juvanten Methode, der DNA-Zytometrie, bei ,,zweifelhaft* blieb.

Lymphatische Erkrankungen / Lymphom:

12 Falle wurden mit Hilfe des immunzytochemischen Markerpanels zur Abklarung
eins Lymphoms bzw. lymphatischer/plasmazellularer Systemerkrankungen unter-
sucht. Bei 11 der 12 Patientinnen war jeweils eine einschlagige Vorerkrankung be-
kannt. Hierzu zahlten Lymphome, die CLL und das multiple Myelom. Die Ergebnisse

nach Anwendung der Immunzytochemie zeigt die folgende Tabelle 17:

Zytologischer Befund Immunzytochemischer Befund Resultat
Positiv Dringender zweifelhaft negativ
Verdacht
Positiv 2 - - - 2
Dringender Verdacht 1 - - - 1
Zweifelhaft - - - 2 2
Negativ 1 - - 6 7
Resultat 4 - - 8 12

Tabelle 17: Datenubersicht der konventionell-zytologischen und der immunzytochemischen
Befunde zur Tumortypisierung einer lymphatischen/plasmazelluldren Erkrankung / eines
Lymphoms der Pleurapunktate; weibliche Kohorte (n=12)
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Fasst man zusammen, so wurden die beiden bereits konventionell-zytologisch po-
sitiven Falle bestatigt. Ein Fall, der zuvor als dringend verdachtig eingestuft wurde,
konnte schlussendlich als tumorzell-positiv bestatigt werden, wahrend ein negativer
Fall als Lymphom identifiziert und in zwei zweifelhaften Fallen ein Lymphominfiltrat

ausgeschlossen werden konnte.

3.41.2.4 Immunzytochemische Auswertung von Fallen mit ausschlieBlicher
pradiktiver immunzytochemischer Diagnostik an Pleurakarzino-
sen von Mammakarzinomen

Es gab neun Falle unter den Pleurapunktaten, bei denen in der Anamnese der Pa-
tientinnen ein Mammakarzinom bereits bekannt war und in der Zytologie Tumorzel-
len nachgewiesen worden waren. Immunzytochemisch wurde das Antikorper-Panel
aus ER, PR und Her-2-neu eingesetzt. In 2 Fallen wurde erganzend der Antikorper
Mammaglobin und in einem anderen Fall TTF-1 bei Verdacht auf ein Bronchialkar-
zinom verwendet, wobei schlussendlich die Entscheidung fur Zellen eines
Mammakarzinoms bei positiver Farbereaktion fur Mammaglobin ausfiel. In acht Fal-

len ergaben sich hier aus methodischer Sicht verlassliche Farberesultate.

3.4.1.3 Zusammenfassender Uberblick der Resultate der immunzytochemi-
schen Untersuchung der Pleurapunktate — mannliche und weibliche
Kohorte

Insgesamt wurden geschlechteribergreifend im Untersuchungszeitraum 189
Pleurapunktate immunzytochemisch untersucht, bei denen zusammenfassend ver-

schiedene Fragestellungen vorlagen.

Identifikation epithelialer Tumorzellen (n = 64)

60 Falle waren primar zytologisch als ,dringender Verdacht“ oder ,zweifelhaft* ein-
gestuft gewesen. Keiner dieser Falle verblieb nach der ergdnzenden Immunzyto-
chemie in seiner Kategorie.

Von den 17 ,dringend verdachtigen“ Ergusspunktaten wurden 11 als ,positiv fur
Tumorzellen identifiziert, sechs wurden zurlckgestuft. Davon wurden zwei als

,zweifelhaft®, also mit Restverdacht, interpretiert und vier als ,negativ® eingeordnet.
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Bei den 43 ,zweifelhaften“ Fallen wurden in finf Fallen Tumorzellen gefunden (,po-
sitiv’) und sechs Falle als ,dringend verdachtig“ eingeordnet. 32 Falle wurden als
,negativ“ fir Tumorzellen abgeschlossen.

Die Immunzytochemie war somit in allen Fallen diagnostisch hilfreich (100%) und

konnte zur Klarung der klinischen bzw. morphologischen Fragestellung beitragen.

Ferner wurden vier Falle mit untersucht, fur die diese Anwendung gar nicht gedacht
war. Jeweils ein ,positiver” und ein ,negativer” Fall bei Mannern und Frauen wurde
auf das Vorliegen epithelialer Tumorzellen untersucht, was formal bei der in der
Primardiagnostik gewahlten Diagnosekategorie nicht mehr notwendig gewesen
ware. Die Grinde waren hierfur wie folgt:

In einem Fall zeigte die konventionelle Zytologie ein positives Bild flr eine Pleur-
akarzinose eines metastasierten, undifferenzierten grof3zelligen Karzinoms. Aller-
dings lagen nicht mehr ausreichend Tumorzellen fur die Auswertung der immunzy-
tochemischen Untersuchung vor, sodass eine Bestatigung durch die Immunzyto-
chemie nicht moglich war.

Der 2. Fall war zytologisch negativ bewertet worden, wobei extern im Rahmen einer
externen Zytozentrifugation Zellen eines metastasierten kleinzelligen Bronchialkar-
zinoms diagnostiziert worden war, sodass trotz negativer Zytologie erganzende im-
munzytochemische Farbungen mit BerEP4, CD56 sowie TTF-1 durchgeflhrt wor-
den sind. Die jeweiligen Farbereaktionen fielen aber negativ aus.

Der 3. Fall entsprach einem Konsilfall, bei dem 8 bereits gefarbte Praparate einge-
sandt worden waren. Tumorzellen konnten zytologisch nicht gesichert werden, so-
dass erganzende Immunfarbungen durchgefihrte worden sind. Dabei fielen die
epithelialen Marker negativ aus, wahrend Calretinin eine positive Farbereaktion
zeigte, sodass das Zellbild einem hamorrhagischen, mesothelzell- und makropha-
genreichen Pleuraerguss entsprach.

Der 4. Fall war zytologisch als tumorzellnegativ bewertet worden, bei allerdings we-
nig verdachtigen Zellen wurde BerEP4 und HEA125 eingesetzt, die jedoch keine
positive Farbereaktion zeigten und dementsprechend der Befund als tumorzellne-

gativ eingestuft wurde.
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Typisierung epithelialer Tumoren (n = 73)

Bei der Typisierung ergab sich zusammenfassend:

- 46 Falle wurden als Pleurakarzinosen eines Lungenkarzinoms diagnostiziert,
darunter die grolde Mehrzahl (n=39) als Adenokarzinome identifiziert. 4 Falle
waren mit einem Plattenepithelkarzinom der Lunge zu vereinbaren, zwei
konnten durch Hinzunahme andere Marker Tumorinfiltrate eines adeno-
squamosen Karzinoms und in einem Fall eines kleinzellig-neuroendokrinen
Karzinoms nachgewiesen werden.

- 4 Falle stammten von Mammakarzinomen, weitere

- 4 Falle von Ovarialkarzinomen, und

- jeweils 1 Fall ging auf ein Prostatakarzinom, ein Nierenzellkarzinom bzw. ein

Schilddrusenkarzinom zurlck.
Zwei Falle erwiesen sich als Absiedlungen von malignen Melanomen. In 10 Fallen
konnten differentialdiagnostische Eingrenzungen der Tumorherkunft erreicht wer-

den, vier Falle blieben von der Typisierung her offen.

Zusammenfassend erwies sich somit die Immunzytochemie in 69 von 73 Fallen
(94,5%) als diagnostisch weiterfihrend.

Abgrenzung maligner Mesotheliome (n = 22)

In 13 Ergusspraparaten war zytologisch eine ,positive“ Diagnose in Richtung eines
malignen Mesothelioms gestellt worden. Mithilfe des entsprechenden Panels (Be-
rEP4, Calretinin, Mesothelin, EMA, WT1) wurden in allen Fallen die entsprechenden
Zellen als mesothelialer Natur bestatigt.

Alle drei Falle mit ,dringendem Verdacht® in der Zytologie wurden uminterpretiert.
Einer wurde nach der Immunzytochemie als ,positiv‘ fur Mesotheliomzellen abge-
schlossen, zwei als negativ.

Von funf ,zweifelhaften“ Fallen in der Zytologie blieb einer in dieser Kategorie, hier
wurden vier Diagnosekategorien verandert. Zwei Falle wurden als ,positiv* fir Me-

sotheliomzellen interpretiert, einer als ,dringender Verdacht®, einer als ,negativ*.
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Ein Fall, der als ,negativ‘ befundet war, wurde offenbar auflder der Reihe mit dem
Markerpanel untersucht, wobei sich keine Hinweise auf ein Mesotheliom fanden.
Insgesamt liel3 sich in 21 der 22 Falle ein diagnostischer Wert der immunzytoche-

mischen Untersuchungen erbringen (95,4%).

Abgrenzung lymphatischer Erkrankungen / Lymphome (n = 21)

Das diagnostische Vorgehen in dieser Untergruppe unterschied sich von vornherein
von dem in den vorgenannten Gruppen. Bei entsprechender Anamnese der Patien-
ten wurden hier verschiedentlich auch zytologisch ,negative“ Proben dennoch wei-
ter untersucht, insgesamt 13 bei 21 Fallen (61,9%). Nur in 5 Fallen bestand eine
,positive“ oder ,dringend verdachtige” Zytologie, drei Falle waren ,zweifelhaft".

Nach Durchflihrung der Immunzytochemie bestatigten sich in den vier ,positiven”
Fallen die Lymphomdiagnosen, der einzige ,dringend verdachtige“ wurde ,positiv*
abgeschlossen. Von den drei ,zweifelhaften® Fallen erwiesen sich abschlieRend
zwei als ,negativ®, in einem wurde ein ,dringender Verdacht“ auf ein Lymphom ge-
aulert. Die 13 zytologisch ,negativen” Ergusse enthielten nach Immunzytochemie
in einem Fall Lymphomzellen (,positiv‘) und in einem weiteren einen ,dringenden

Verdacht® hierauf; die Gbrigen 11 blieben ,negativ”.

Insgesamt war somit eine immunzytochemische Prazisierung der Diagnose bzw.
vollstandige Klarung in 11 der 13 Falle moglich (84,6%).

3.4.2 Auswertung der Perikardpunktate

Aufgrund der geringen Zahl von nur neun der 376 Proben (2,4%) sollen die immun-
histochemisch untersuchten Perikardpunktate im Anschluss an die Pleurapunktate
abgehandelt werden. Dieses deswegen, weil Pleura- und Perikardergusse nicht nur
topographisch eng benachbarte Regionen betreffen, sondern auch haufiger syn-
chron auftreten und daher auch inhaltliche Uberschneidungen bestehen.

Wie auch in den folgenden Probenkategorien wird flr die Perikardpunktate flr den
detaillierten Uberblick eine individuelle Darstellung der Daten gewahlt, hierbei wird
die Uberschaubare Kohorte fir Manner und Frauen zusammengefasst. Zwei der

Proben stammten von Mannern, sieben von Frauen. In drei Fallen (33%) war ein
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Tumor vorbekannt, in einem Fall bestand ein klinischer Verdacht auf einen Tumor

(11%). Die Ubrigen funf Falle (56%) wiesen keinen Tumorverdacht auf.

3.4.21 Immunzytochemische Untersuchungen zur Tumoridentifikation -
Perikardpunktate

In allen 4 Fallen zeigte die konventionelle Zytologie einen zweifelhaften Befund bzgl.
epithelialer Tumorzellen, so dass das Markerpanel zur Tumoridentifikation (BerEP4,
HEA125) eingesetzt wurde (Falle 1-4 der Tabelle 18). Bei dem Fall 1 und 2 war
jeweils kein Tumor, wahrend in dem Fall 3 und 4 jeweils ein Tumor vorbekannt war.
In der ersten Probe konnte bei ,geringer Zellzahl® lediglich ein Verdacht auf Tumor-
zellen geaulRert werden, wahrend in dem zweiten Perikarderguss keine Tumorzel-
len nachgewiesen wurden. In einer Probe (Fall 3) konnten bei vorbekanntem Zer-
vixkarzinom Tumorzellen eines Plattenepithelkarzinoms — und somit gut vereinbar
mit Zellen des bekannten Zervixkarzinoms - identifiziert werden.

In einem weiteren Fall (Fall 4 der Tabelle 18) fand sich ein zweifelhafter Befund,
und zwar bei bekanntem Non-Hodgkin-Lymphom. Hier ergab sich durch Anwen-
dung von CD45R0O und CD20 als erganzende Marker kein Hinweis auf eine Lym-

phominfiltration.

Fall Tumorvorbe- Konventionelle Immunzytochemi- Ergebnis
kannt? Zytologie sche Marker
1 Nein zweifelhaft BerEP4 und Dringender  Verdacht
HEA125 in jeweils auf maligne epitheliale
einigen Zellen (+) Tumorzellen; Wiederho-
lung empfohlen
2 Nein zweifelhaft BerEP4 und Mesothelzellreicher Er-

HEA125 (jeweils -) guss

3 Ja zweifelhaft BerEP4 und Zellen eines Platten-
HEA125 (jeweils +)  epithelkarzinoms;  gut
Zervixkarzi- vereinbar einem Zervix-
nom karzinom
4 Ja zweifelhaft CD45RO (+) Reine-T-Zell-Popula-
CD20 (-) tion. Kein Nachweis ei-
(NHL) nes NHL

Tabelle 18: Darstellung der Ergebnisse der konventionell-zytologisch und immunhistoche-
misch zur Tumoridentifikation untersuchten Perikardpunktate (n=4 Frauen) unter Berlck-
sichtigung der klinischen Angaben; (+) = positive immunzytochemische Reaktion, (-) = ne-
gative immunzytochemische Reaktion
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3.4.2.2 Immunzytochemische Auswertungen zur Tumortypisierung - Peri-
kardpunktate

Bei insgesamt funf Patienten wurden immunzytochemische Untersuchungen zur
Tumortypisierung vorgenommen. Das klassische Markerpanel P1 aus CK7, CK20,
CK5/6, cdx2, TTF-1 (bei Frauen erganzt um CA125) war geeignet, alle funf Falle zu

[6sen.

Bei beiden betroffenen Mannern, bei denen die Tumoranamnese leer war, ging die
Perikardkarzinose auf ein Adenokarzinom der Lunge zurick. Bei einer Frau liel3 sich
die Tumorinfiltration auf ein Ovarialkarzinom zurtckfihren.

Bei einer weiteren Frau mit vorbekanntem Kolonkarzinom und Mammakarzinom
wurde Mammaglobin hinzugenommen (+) und bei CK20 (-) und cdx-2 (-) der Tumor
einem Mammakarzinom zugeordnet.

Bei einer weiteren Patientin bestand klinischerseits Verdacht auf ein Mammakarzi-
nom, so dass um eine erganzende Bestimmung der pradiktiven Marker (ER, PR,
Her-2-Neu) gebeten wurde. Unerwartet ergab sich hier (unter Hinzunahme auch
von Mammaglobin) eine starke TTF-1-Positivitat und eine Rezeptornegativitat, so

dass ein Adenokarzinom der Lunge Ursache der Perikardkarzinose war.

3.4.2.3 Zusammenfassender Uberblick der Perikardpunktate

Zusammenfassend konnten in einem der vier zweifelhaften Falle Tumorzellen nach-
gewiesen und in einem weiteren Fall wahrscheinlich gemacht werden, wobei die
Empfehlung einer erneuten Punktatgewinnung offenbar nicht umgesetzt wurde. Im
dritten und vierten Fall wurden Tumorzellen ausgeschlossen. Alle vier zweifelhaften
Diagnosen wurden somit modifiziert (100%) und durch die Immunzytochemie in je-
weils einmal in positiv und dringender Verdacht sowie zweimal negativ umgewan-

delt.

In den funf Fallen, in denen eine Tumortypisierung vorgenommen wurden, konnten
alle funf Falle mit positiver zytologischer Diagnose erfolgreich einem Primartumor

zugeordnet werden (100%).
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3.4.3 Auswertung der Feinnadelpunktate (FNP)

Die zweitgrofdte Kohorte nach den Pleurapunktaten entsprach den Feinnadelpunk-
taten (FNP). Die insgesamt 93 untersuchten Proben (25%) verteilen sich auf 52
Patienten (56%) und 41 Patientinnen (44%). In 48 Fallen (52%) war ein Tumor vor-
bekannt, in 29 Proben (31%) gab es klinischerseits bereits einen Tumorverdacht
und in 16 Proben (17%) war weder ein Tumor vorbekannt, noch ein Verdacht gege-
ben (Abb. 25):

Vd.a. Tumor
29 (31%)

Tumor
vorbekannt
48 (52%)

@ Tumor vorbekannt
B Tumor nicht vorbekannt

Tumor nicht @Vd.a. Tumor

vorbekannt
16 (17%)

Abb. 25: Ubersicht der prozentualen Verteilung der 93 Feinnadelpunktate fir Manner und
Frauen in die Kategorien: , Tumor vorbekannt®, ,nicht vorbekannt*und ,Verdacht auf Tumor*

Die Feinnadelpunktete stammten aus verschiedenen Organen. Hierzu gehoéren
schwerpunktmaRig die Lymphknoten ganz verschiedener Kérperregionen und die

Leber, daneben die Lunge, der Magen und das Pankreas.
Die selteneren Punktete diverser anderer Lokalisationen (Mediastinum, Peritoneum

und Retroperitoneum, Nebennieren, Weichteilgewebe / Muskulatur) werden in der

folgenden Auswertung der Kategorie ,Sonstige“ zusammengefasst.
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3.4.3.1 Auswertung der mannlichen Kohorte - FNP

Betrachtet man die Art der eingesandten Proben der 52 Patienten, so ergibt sich
folgende Verteilung der untersuchen Proben: 18 Lymphknotenpunktate, 17 Leber-
punktate, 3 Lungen-, 3 Magen- und 2 Pankreaspunktate sowie 9 in der Kategorie

Sonstige, wie die Abbildung 26 veranschaulicht:

18
17
9
3 3
2

Punktatarten

20
18
16
14
12
10

Anzahl der untersuchten Proben

o N B OO

B Lymphknoten H Leber Lunge Magen M Pankreas M Sonstige

Abb. 26: Darstellung Uber die Anzahl der untersuchten Feinnadelpunktate diverser Lokali-
sationen bei Mannern (n=52)

3.4.3.1.1 Immunzytochemische Untersuchung zur Tumoridentifikation und Tu-
mortypisierung — FNP

Bei den Feinnadelpunktaten ergeben sich schon allein aufgrund der Entnahme aus
vielen verschiedenen Bereichen des Korpers, an denen man verschiedene Malig-
nome erwartet, vielfaltige Differentialdiagnosen, so dass sich hier eine recht indivi-
duelle Markerauswahl jenseits der Panel ergab. Deswegen wird im Folgenden auf
eine detaillierte Darstellung der eingesetzten Antikdrper verzichtet, da im Grunde
nahezu jeder Fall eine individuelle immunzytochemische Untersuchung erhalten
hat. Zur naheren Veranschaulichung werden in den jeweiligen Punktatklassen die
genutzten Antikdrper einiger Falle beispielhaft erlautert.
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Feinnadelpunktate der Lymphknoten (n=18):

Insgesamt lagen 17 Proben mit sicheren oder moglichen epithelialen Infiltraten vor,
in einem Fall ging es um eine lymphatische Erkrankung. In 15 Proben zeigte die
konventionelle Zytologie ein ,positives® Ergebnis, wahrend in 3 Proben ein ,dringen-

der Verdacht“ geaufRert wurde.

Die Wahl der Antikorper wurde sehr variabel und individuell gestaltet. In einigen,
wenigen Fallen kam das bekannte ,klassische Markerpanel® zur Tumorsuche, aller-
dings in der Kombination weiterer Antikdrper, bei unklarem Zellbild zur Anwendung,
wahrend in der Mehrheit der Falle, abhangig von der vorhandenen Probenmenge
und von der klinischen Angabe friherer Tumoren bzw. eines konkreten Tumorver-
dachts sehr zielgerichtet Antikorper gewahlt wurden.

Beispielsweise wurden in einem Fall bei vorbekanntem Prostatakarzinom und zu
dem Zeitpunkt aktuell vorliegendem auffalligen paraaortalen Lymphknoten zunachst
BerEP4 und CD45RO0O zur Tumorsicherung eingesetzt, spater dann PSA und PSMA
als fur ein Prostatakarzinom typische Marker sowie Uroplakin (zur Abgrenzung ge-
genuber einem Urothelkarzinom). Das Ergebnis fiel zugunsten des vorbekannten
Prostatakarzinoms aus.

In einem anderen Fall wurde bei nicht vorbekanntem Tumor und zu dem Zeitpunkt
aktuell vorliegender auffalliger Raumforderung im Mediastinum wohl aufgrund der
Zytomorphologie als einziger Antikérper TTF-1 eingesetzt. Das Farbeergebnis fiel
,stark positiv‘ aus, somit passend zu einem Adenokarzinom mit primarem Sitz in

der Lunge.

Lediglich eine Probe bei klinisch bekanntem, bereits rezidivierten follikularem Non-
Hodgkin-Lymphom und zytologisch ,dringendem Verdacht® zeigte immunzytoche-
misch keine wegweisende Reaktion flr ein malignes Geschehen, so dass nach im-
munzytochemischer Aufarbeitung das Zellbild als ,reaktiv‘ und nicht tumorzellbe-

statigend eingestuft worden ist (siehe Tabelle 19).
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Zytologischer Befund Immunzytochemischer Befund Resultat

positiv Dringender zweifelhaft negativ
Verdacht
Positiv 15 - - - 15
Dringender Verdacht 2 - - 1 3
Zweifelhaft - - - - -
Negativ - - - - -
Resultat 17 - - 1 18

Tabelle 19: Datenubersicht der zytologischen und der immunzytochemischen Befunde zur
Tumoridentifikation bei der Lymphknoten-FNP; mannliche Kohorte (n=18). Alle 17 abschlie-
Rend positiven Falle konnten dartber hinaus immunzytochemisch typisiert werden.

Durch Anwendung der Immunzytochemie konnte in allen 15 zytologisch positiven
Fallen der Primartumor identifiziert werden. Bei zwei der drei zytologisch ,dringend
verdachtigen“ Falle konnte Tumorzellen abschlieRend gesichert und anschliefend
der Primartumor ebenfalls typisiert werden. Im dritten Fall eines ,dringenden Ver-
dachtes” lieRen sich Tumorzellen immunzytochemisch nicht bestatigen, so dass der

Fall auf ,negativ* zurlickgestuft wurde.

Feinnadelpunktate der Leber (n=17):

Bei den Leber-FNP (n=17) zeigte die Auswertung der konventionellen Zytologie in
13 Proben ein ,positives®, in 3 Proben ein ,zweifelhaftes“ und in 1 Probe ein ,nega-
tives® Ergebnis. Auch hier wurden die Antikorper sehr individuell gewahlt. Beispiels-
weise wurde in einem Fall bei vorbekanntem CUP und zu dem Zeitpunkt vorliegen-
den Lebermetastasen lediglich CK7, CK20 und cdx2 eingesetzt mit dem Ergebnis
,Zellen eines metastasierenden Kolonkarzinoms* bei kraftiger positiver Farbereak-
tion fir CK20 und cdx2, so dass offenbar die Morphologie bereits ein kolorektales
Karzinom nahelegte. In einem anderen, zytologisch ,zweifelhaften® CUP-Fall wur-
den bei klinischem Verdacht auf Lebermetastasen die Antikdrper BerEP4, HepPar1,
CD68, Ki67 und CD31 eingesetzt, weil die Morphologie eher fur ein HCC als fur eine
Metastase sprach. Das Farbergebnis liel3 bei nur geringer Zellzahl abschliel3end

einen ,dringenden Verdacht“ auf ein gut differenziertes HCC zu.
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Von den 3 zytologisch ,zweifelhaften“ Befunden konnten 2 auf ,dringenden Ver-
dacht” angehoben werden, wahrend in einem Fall Tumorzellen gesichert werden
konnten (,positiv) (Tabelle 20) und spater auch typisiert werden konnten.

Konventionell-zytolo- Immunzytochemischer Befund Resultat
gischer Befund
Positiv Dringender zweifelhaft | negativ

Verdacht
Positiv 13 - - - 13
Dringender Verdacht - - - - -
Zweifelhaft 1 2 - - 3
Negativ - - - 1 1
Resultat 14 2 - 1 17

Tabelle 20: Datenubersicht der konventionell-zytologischen und der immunzytochemischen
Befunde zur Tumoridentifikation der Leber-FNP; mannliche Kohorte (n=17). 12 Falle konn-
ten auRerdem typisiert werden.

Zusammengefasst konnten in 12 der 16 nicht-negativen Proben ein Primarius typi-
siert werden. In 3 Fallen waren die immunzytochemischen Farbereaktionen nicht

auswertbar, ein Fall blieb offen.

Feinnadelpunktate der Lunge, des Magens und des Pankreas (n=8):

Die konventionelle Zytologie zeigte fur alle 3 Lungen-, 2 der 3 Magen- und die bei-
den Pankreaspunktate jeweils ein Tumorzell-,positives® Ergebnis; einer Magen-
wandprobe wurde als ,zweifelhaft beurteilt (Tabelle 21). Wahrend bei den Lungen-
und Pankreaspunktaten in der Anamnese jeweils ein Tumor vorbekannt war, ging
es bei den Magenpunktaten im Speziellen um die Frage nach GIST.

Bei den Lungenpunktaten konnten in 2 der 3 untersuchten Proben Zellen bereits
bekannter Malignome, und zwar eines Urothelkarzinoms bzw. eines Plattenepithel-
karzinom der Lunge, immunzytochemisch bestatigt werden; in der dritten Probe
ergab sich kein wegweisendes Markerprofil. Zwei Magenproben waren klar c-kit-
und CD34-positiv und wurden einem GIST zugeordnet; auch die dritte Probe wies
in Richtung eines GIST, jedoch wurde hier bei ,zweifelhafter* Morphologie und ge-
ringer Reaktivitat der Marker nur ein ,dringender Verdacht® gedufRert. Bei den Pan-
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kreasproben ergaben sich Uber eine BerEP4-Positivitat Zellen eines nicht kleinzel-
ligen Karzinoms, in einem Fall (bei bekanntem malignem Melanom) am ehesten
einem Primartumor der Leber zuzuordnen. Der zweite Fall blieb in der Typisierung
offen; bei bekanntem Prostatakarzinom und morphologisch vermutetem neuroen-

dokrinen Tumor blieben alle entsprechenden Marker negativ.

Zytologischer Be- Immunzytochemischer Befund Resultat
fund
positiv Dringender zweifelhaft  negativ
Verdacht
Positiv 7 - - - 7
Dringender Verdacht - - - - -
Zweifelhaft - 1 - - 1
Negativ - - - - -
Resultat 7 1 - - 8

Tabelle 21: Datenubersicht der konventionell-zytologischen und der immunzytochemischen
Befunde zur Tumoridentifikation und Lungen-, Magen- und Pankreaspunktate FNP; mann-
liche Kohorte (n=8).

Insgesamt konnten 4 der 8 Falle typisiert werden und 3 differentialdiagnostisch vor-
gebahnt werden; ein Karzinominfiltrat im Pankreas blieb offen.

Feinnadelpunktate der Kategorie ,,Sonstige“ (n=9):

In der Kategorie ,Sonstige“ der Feinnadelpunktate wurden 2 Proben des Retroperi-
toneums und jeweils 1 Probe des Peritoneums, des Mediastinums, des Abdomens,
des Musculus psoas, der Leiste, der Flanke und aus einem Wirbelkorper zusam-
mengefasst (Tabelle 22). Die Zytologie zeigte mit Ausnahme eines ,zweifelhaften”
Ergebnisses der Probe aus dem Psoas-Muskel jeweils ein ,positives® Ergebnis flr
Tumorzellen. Auch hier wurden bezogen auf die klinischen Angaben sehr individu-
elle Markerkonstellationen eingesetzt.

Es ergab sich in vier Fallen eine erfolgreiche Typisierung:

- in den Proben des Mediastinums sowie des Peritoneums Zellen eines malig-
nen Mesothelioms (Antikorper-Panel BerEP4, Calretinin, EMA und WT-1),
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- in einer der beiden Proben aus dem Retroperitoneum ein Plasmozytom-In-
filtrat (bei CD138-Positivitat),

- inder anderen Probe aus dem Retroperitoneum (bei klinischem Verdacht auf
ein Lymphom) Tumorzellen eine Prostatakarzinoms (mit PSA- und PSMA-

Positivitat).

In der Probe aus dem Abdomen bei 10 cm gro3em Tumor wurde ein zytologisch
nicht naher typisierbares Sarkom (mit Vimentin-Positivitat und GFAP-, Aktin- und
Anti-Myo-D1-Negativitat) gesichert. Die Gbrigen Proben enthielten jeweils epithelial
imponierende Tumorzellen, die aber nicht naher typisiert werden konnten. In der
Probe aus der Leiste konnte bei klinischem Verdacht auf ein Bronchialkarzinom
bzw. Mesotheliom bei Negativitat gegen BerEP4, Calretinin und TTF-1 keine ent-
sprechende Typisierung erfolgen; damit waren hier bei nur eingeschrankter Zellzahl
die Mdglichkeiten erschopft. Ebenso war eine Tumortypisierung der Probe aus der
Flanke bei vorbekanntem Prostatakarzinom nicht moglich, nachdem PSMA und
TTF-1 negativ ausgefallen waren und keine weiteren Praparate mehr zur Verfligung
standen. In dem Fall der Feinnadelpunktion aus einem Wirbelkorper (bei klinisch
bekanntem Lymphom) zeigte die konventionelle Zytologie Zellen eines neuroendo-
krinen Tumors, die aber mit Synaptophysin und Chromogranin negativ waren. Eine
erganzende DNA-Zytometrie bestatigte hier aber die maligne Transformation der
untersuchten Zellen. Die Probe aus dem Psoas-Muskel, welche klinisch als Abszess
und zytologisch ,zweifelhaft” bewertet wurde, enthielt kein BerEP4-positiven Zellen,
so dass keine epithelialen Tumorzellen nachgewiesen wurden.

Zytologischer Befund Immunzytochemischer Befund Resultat
positiv Dringender zweifelhaft negativ
Verdacht
Positiv 8 - - - 8
Dringender Verdacht - - - - -
Zweifelhaft - - 1 . 1
Negativ - - - - -
Resultat 8 - 1 - 9

Tabelle 22: Datenubersicht der konventionell-zytologischen und der immunzytochemischen
Befunde zur Tumortypisierung der Kategorie ,sonstigen Falle* der FNP, mannliche Kohorte
(n=9)
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Zusammengefasst lie3en sich 4 Falle mit Hilfe der Immunzytochemie tumortypisie-
rend klaren (50%). In den Ubrigen vier Fallen, darunter ein Sarkom, gelang dieses
nicht. In zwei Fallen lag es dabei daran, dass keine weiteren Praparate mehr fur die

Immunzytochemie zur Verfligung standen.

3.4.3.2 Auswertung der weiblichen Kohorte - FNP

Bei der Auswertung der weiblichen Kohorte (n=41) der FNP ergibt sich im Vergleich
zu der mannlichen Kohorte eine ahnliche Verteilung der eingesandten Proben (Abb.
27).
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Abb. 27: Darstellung Uber die der Anzahl der untersuchten Feinnadelpunktate diverser Lo-
kalisationen bei Frauen (n=41)

Im Einzelnen handelte es sich um 15 Leberpunktate, 14 Lymphknotenpunktate, je-
weils 3 Lungen-, 3 Magen- sowie 3 Pankreaspunktate und 2 Punktate der Neben-

niere sowie 1 Probe des Retroperitoneums.
Feinnadelpunktate der Leber (n=15)

Von den insgesamt 15 Leber FNP’s zeigte die Zytologie in 14 Proben ein ,positives”

Ergebnis fur Tumorzellen, wahrend eine Probe ,zweifelhaft” ausfiel (Tabelle 23).
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Zytologischer Befund Immunzytochemischer Befund Resultat

positiv Dringender zweifelhaft Negativ
Verdacht
Positiv 14 - - - 14
Dringender Verdacht - - - - -
Zweifelhaft - 1 - - 1
Negativ - - - - -
Resultat 14 1 - - 15

Tabelle 23: Datenubersicht der konventionell-zytologischen und der immunzytochemischen
Befunde zur Tumoridentifikation der Leber-FNP; weibliche Kohorte (n=15).

Die Auswahl der immunzytochemischen Marker zur Typisierung wurde ebenso wie
bei der mannlichen Kohorte sehr variabel und individuell gewahlt. In der Mehrzahl
der Proben konnte mittels Immunzytochemie ein Primarius bestatigend typisiert
werden (n=11), wahrend in 3 Proben nach immunzytochemischer Aufarbeitung die
Tumorzellen bei sicher positiver Mikroskopie nicht naher typisiert werden konnten.
Hierbei handelte es sich in einer Probe um ein vorbekanntes CUP-Syndrom mit kli-
nischem Verdacht auf eine Lebermetastase durch ein Kolonkarzinom. Der Marker
cdx2 zeigte sich in den stark nekrotischen Tumorzellen negativ. In einer weiteren
Probe bei klinisch bekanntem Ovarialkarzinom und chronischer Hepatitis wurde bei-
spielsweise das klassische Markerpanel zur Tumortypisierung, erganzt um HepPar-
1, einem Antikdrper zu Differenzierung von hepatischen Neoplasien, eingesetzt.
Das Farbeergebnis blieb bei deutlich positiver Mikroskopie fur alle Marker negativ,
sodass auch hier keine Tumortypisierung gelang. In dem dritten Fall waren klinisch
ein Mammakarzinom sowie ein malignes Melanom bekannt, entsprechend wurden
die Marker Mammaglobin, ER, PR, HMB45 und Melan A zur differentialdiagnosti-
schen Abklarung verwendet. Alle Marker zeigten keine Reaktion, sodass keine im-
munzytochemische Typisierung gelang und der Fall rein konventionell-zytologisch
betrachtet als Absiedlung eines malignen Tumors, am ehesten passend zu Zellen
einem malignen Melanom, abgeschlossen wurde.

Lediglich eine Probe bei klinischem Verdacht auf ein HCC und zweifelhafter Mikro-

skopie blieb nach Einsatz der Antikdrper CD31 und Ki67 mit erhdhter proliferativer
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Aktivitat bei wenig nachweisbaren suspekten Zellen mit ,dringendem Verdacht* auf

Tumorzellen zwar unklar, wurde aber in ihrer Aussagekraft zumindest verdichtet.

Insgesamt lieRen sich 11 der 14 Tumorinfiltrate typisieren (78,6%) und im ,dringend
verdachtigen® Fall der Tumortyp (HCC) vermuten. Drei Tumorfalle blieben offen.

Feinnadelpunktate der Lymphknoten (n=14)

Bei den FNP der Lymphknoten diverser Lokalisationen zeigte die konventionelle
Zytologie in 12 Proben ein positives Ergebnis fir Tumorzellen, 2 Proben zeigten
sich zweifelhaft (Tabelle 24).

Konventionell- zyto- Immunzytochemischer Befund Resultat
logischer Befund
Positiv Dringender zweifelhaft  negativ

Verdacht
Positiv 12 - - - 12
Dringender Verdacht - - - - -
Zweifelhaft - - 1 1 2
Negativ - - - - -
Resultat 12 - 1 1 14

Tabelle 24: Datenubersicht der konventionell-zytologischen und der immunzytochemischen
Befunde zur Tumoridentifikation der Lymphknoten FNP; weibliche Kohorte (n=14)

In 9 der 12 positiven Proben konnten nach Auswertung der immunzytochemischen
Farbereaktion ein Primarius zugeordnet werden (64,3%), wahrend in 3 Proben mit
positiver und 2 Proben mit zweifelhafter Mikroskopie die Immunfarbungen negativ
ausfielen und somit keine Typisierung gelang. In einer der ,zweifelhaften“ Proben
ergab sich anschlieRend DNA-bildzytometrisch keine DNA-Aneuploidie nachgewie-

sen und somit keine maligne Transformation dargestellt (,negativ®).
Feinnadelpunktate der Lunge, des Magens und des Pankreas (n=9)

Die konventionelle Zytologie zeigte in 7 Proben ein positives Ergebnis, ein Fall war

zweifelhaft, ein weiterer (aus dem Pankreas) zytologisch negativ (Tabelle 25).
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Zytologischer Be- Immunzytochemischer Befund Resultat

fund
positiv Dringender zweifelhaft  negativ
Verdacht
Positiv 7 - - - 7
Dringender Verdacht - - - - -
Zweifelhaft - - - 1 1
Negativ - - - 1 1
Resultat 7 - - 2 9

Tabelle 25: Datenubersicht der konventionell-zytologischen und der immunzytochemischen
Befunde zur Tumoridentifikation der Lungen-, Magen- und Pankreaspunktate FNP; weibli-
che Kohorte (n=9)

Bei den 3 Lungenproben war in der Anamnese jeweils ein Tumor, davon ein Kolon-
karzinom und 2 Mammakarzinome, vorbekannt. Bei der Patientin mit bekanntem
Kolonkarzinom wurde ein Adenokarzinom der Lunge diagnostiziert (positiv: CK7,
TTF-1; negativ: CK20, cdx-2), bei einer der beiden Patientinnen mit bekanntem
Mammakarzinom bestatigte sich eine entsprechende Metastase (Mammaglobin po-
sitiv, TTF-1 negativ). Der andere Fall blieb vom Tumortyp her offen, da Mamma-
und Lungenmarker negativ waren.

Bei den Pankreasproben wurde der einzige zytologisch ,positive” Fall* bei positiver
Immunfarbung fur Alpha-1-Antichymotrypsin und Anti-Alpha-1-Trypsin und negati-
ver Farbereaktion flr cdx2 einem primaren Pankreaskarzinom zugeordnet. Bei ei-
nem zytologisch ,zweifelhaften® Befund zeigte sich eine suspekte Lymphozytenpo-
pulation, die in der B- und T-Zell-immunzytochemie ein heterogenes Bild zeigte, das
als reaktives Zellbild und somit ,negativ® interpretiert wurde. Der dritte Fall wurde
trotz zytologischer Negativitat auf klinischen Wunsch weiter untersucht, weil eine
suspekte zystische Raumforderung Das Ergebnis der CEA-Immunzytochemie war
negativ, so dass sich auch immunzytochemisch kein Hinweis auf maligne Tumor-
zellen ergab.

Bei den drei Magenproben bestand klinischerseits die Frage nach einem GIST, in
einem Fall war ein GIST bereits vorbekannt. In 2 der 3 Proben konnte mittels c-kit-
und CD34-Positivitat ein GIST bestatigt werden, im dritten Fall waren diese Marker
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negativ, hingegen Aktin positiv, so dass Zellen eines Leiomyoms diagnostiziert wur-

den.

Zusammenfassend konnte somit in 6 der 7 positiven Falle (85,7%) eine Tumortypi-

sierung erfolgen, ein Fall blieb offen; zwei Falle erwiesen sich als tumorfrei.

Feinnadelpunktate der Kategorie ,,Sonstige* (n=3)
Von den Proben, welche hier unter ,Sonstige“ zusammengefasst sind, stammte eine
aus dem Peritoneum und 2 aus den Nebennieren. Alle 3 Proben zeigten eine posi-

tive Mikroskopie fur Tumorzellen (Tabelle 26).

Zytologischer Be- Immunzytochemischer Befund Resultat
fund
positiv Dringender zweifelhaft  negativ
Verdacht
Positiv 3 - - - 3
Dringender Verdacht - - - - -
Zweifelhaft - - - -
Negativ - - - - -
Resultat 3 - - - 3

Tabelle 26: Datenubersicht der konventionell-zytologischen und der immunzytochemischen
Befunde zur Tumoridentifikation der ,sonstigen“ Falle, weibliche Kohorte (n=3)

Bei der Probe des Peritoneums war ein Kolon- sowie Ovarialkarzinom vorbekannt.
Es wurde in dem Fall das klassische Markerpanel bei unklaren Ergussen eingesetzt.
Letztlich konnten Zellen des bekannten Ovarialkarzinoms bei immunzytochemi-
scher Expression fur CA125 und CK7 bestatigt werden. Bei den 2 Proben der Ne-
benniere war in einem Fall ein Mammakarzinom vorbekannt. Bei positiver Mikrosko-
pie konnte in beiden Fallen bei nur sehr wenig Zellmaterial mit Hilfe der Immunzy-
tochemie keine Tumorzelltypisierung vorgenommen werden. Entsprechend betrug
der Anteil typisierter Falle hier 33,3%.
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3.4.3.3 Zusammenfassender Uberblick der Resultate der immunzytochemi-
schen Untersuchung der Feinnadelpunktate

Die Auswertung der Feinnadelpunktate ist im Vergleich zu den anderen Proben si-
cherlich als eine besondere Kategorie anzusehen, da hier der Ort der Probenent-
nahmen nicht nur einer Region entspricht, sondern Punktate verschiedenster Loka-
lisationen untersucht wurden. Da entsprechend auch sehr breit gestreute Fragestel-
lung und Tumoranamnesen existierten, wurde der Einsatz der Immunzytochemie
hier weniger nach Panel-Vorgaben vorgenommen, sondern wurde sehr individuell

gewahlt.

Zusammengefasst konnten in den insgesamt 85 nach Morphologie und Immunzy-
tochemie ,positiven® Proben 64 (75,3%) immunzytochemisch tumortypisiert werden;
in drei weiteren Fallen (Lymphknotenpunktate Manner) konnten differentialdiagnos-
tische Eingrenzungen angeboten werden; nahme man diese Falle hinzu, dann ware
eine teilweise oder vollstandige Typisierung in 78,8% der Falle gelungen. In 18 Fal-
len war eine Typisierung nicht moéglich, dabei aus technischen Griinden (zu wenige
Praparate) in 7 Fallen (8,2% von 85) und aus inhaltlichen Griinden (nicht diagnosti-
sches Markerprofil) in 11 Fallen (12,9% von 85).

3.4.4 Auswertung der Aszitespunktaten

Insgesamt waren von den 376 untersuchten Fallen 62 Aszitespunktaten (16%).
Hierbei handelt es sich um 21 Patienten (21%) und 41 Patientinnen (79%). Nach
klinischer Angabe war in 20 Fallen (32%) bereits ein Tumor vorbekannt, in 15 Fallen
(24%) war kein Tumor vorbekannt, und in 27 Fallen (44%) bestand klinischerseits
ein Tumorverdacht (Abb. 28).

Im Folgenden werden die Daten zu den Aszitespunktaten sortiert nach Geschlecht

und Indikation der immunzytochemischen Untersuchung detailliert dargestellt.
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Tumor bekannt
20 (32%)

Vd.a.
27 (44%)
BVd.a. Tumor

B Tumor nicht bekannt

Tumor nicht B Tumor bekannt

bekannt
15 (24%)

Abb.28: Ubersicht der prozentualen Verteilung der 62 Aszitespunktaten fir Manner und
Frauen in die Kategorien: ,Tumor vorbekannt®, ,nicht vorbekannt® und ,Verdacht auf Tumor®

3.4.41 Immunzytochemische Untersuchung zur Tumoridentifikation — Aszi-
tespunktate bei Mannern

Unter den 21 Patienten befanden sich 11 zytologisch als ,positiv* beurteilte Proben,
ferner 4 als ,dringend verdachtig“ und 6 als ,zweifelhaft” eingestufte Proben. Zur
Tumoridentifikation bzw. zu dessen Ausschluss wurden an diesen 10 Fallen als di-
agnostische immunzytochemische Marker BerEP4 und HEA125 eingesetzt. In ei-
nem der ,zweifelhaft* deklarierten Befunde wurde bei klinisch vorbekanntem Pros-
tatakarzinom der Marker PSA und PSMA erganzend eingesetzt. Einen Uberblick
der Datenverteilung gibt Tabelle 27:

Zytologischer Be- Immunzytochemischer Befund Resultat
fund
Positiv dringender zweifelhaft ~ negativ
Verdacht
Positiv - - - - -
dringender Verdacht 3 - - 1 4
Zweifelhaft 3 2 - 1 6
Negativ - - - - 0
Resultat 6 2 0 2 10

Tabelle 27: Datenubersicht der konventionell-zytologischen und der immunzytochemischen
Befunde zur Tumoridentifikation der Aszitespunktate; mannliche Kohorte (n=10)
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Somit konnten in 6 von 10 zytologisch nicht eindeutigen Proben immunzytoche-
misch Tumorzellen identifiziert und in 2 weiteren Proben Tumorzellen ausgeschlos-
sen werden (Klarungsquote 80%). In 2 ,zweifelhaften Proben wurden nicht in aus-
reichendem Malde immunzytochemische Kriterien fir manifeste Tumorzellen erfullt,
so dass die Diagnostik nur mit einem ,dringenden Verdacht® auf Tumorzellen bei
nur wenig vorliegenden und immunzytochemisch positiv markierten Zellen abge-
schlossen werden konnte. Insgesamt wurden somit 90% der zytologischen Katego-
rien verandert. Fur Typisierungsuntersuchungen lagen in allen 10 Fallen zu wenige
Zellen vor. Die zytologische Untersuchung einer Wiederholungspunktion bei einem

der beiden Patienten ergab einen tumorfreien Stauungserguss.

3.44.2 Immunzytochemische Auswertung zur Typisierung epithelialer Tu-
moren — Aszitespunktate bei Mannern

Bei 11 der insgesamt 21 mannlichen Patienten konnten bereits mittels konventio-
neller Zytologie Tumorzellen bestatigt werden, sodass hier das immunzytochemi-
sche Markerpanel zur Tumortypisierung (CK7, CK5/6, CK20, cdx2, TTF-1) einge-
setzt wurde. In 7 der 11 Proben konnte mit dem klassischen Markerpanel eine ge-
naue Primariuszuordnung getroffen werden, eine Zusammenfassung tber die Enti-
taten findet sich im unten in Kapitel 3.4.4.5.

In 3 der 11 Proben wurden erganzende Marker eingesetzt. Hierbei wurde in einem
Fall bei klinischem Verdacht auf ein Malignom der Niere der Marker RCC hinzuge-
nommen (positiv), wodurch eine Peritonealkarzinose durch ein Nierenzellkarzinom
immunzytochemisch bestatigt werden konnte. In einem weiteren Fall bei vorliegen-
dem CUP-Syndrom wurden zur differentialdiagnostischen Abgrenzung zwischen ei-
nem Lymphom LCA und CD138 (jeweils negativ) und einem malignen Melanom
Melan A und HMB45 (jeweils positiv) angewandt, so dass ein malignes Melanom
vorlag. In einem dritten Fall konnte ein malignes Mesotheliom bei durch das ent-
sprechende Antikérperpanel (BerEP4, Calretinin, EMA, WT1) identifiziert werden.
In einem weiteren Fall wurden vor dem Hintergrund einer Zweitmeinung bereits kon-
ventionell und immunzytochemisch gefarbte Praparate eingesandt, an denen Tu-
morzellen eines Karzinoms bestatigt werden konnten; die auswarts gewahlten Mar-
ker CEA und TPA waren aber fir die Zuordnung zu einem Urothelkarzinom nicht

geeignet.
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Im Folgenden gibt die Tabelle 28 einen Uberblick tiber die 4 Falle und der immunzy-
tochemischen Auswertung sowie den abschliel3enden Diagnosen unter Berucksich-

tigung der erganzend eingesetzten Antikoérper. Fall 4 zeigt hierbei den Sonderfall.

Das Markerpanel zur Tumortypisierung wird, wie zuvor als ,P1“ gekennzeichnet.

Fall Tumor vorbe- Konventionelle  Immunzytochemi- Ergebnis
kannt? Zytologie sche Marker
1 Verdacht auf Kar- = Positiv P1 + RCC (+) Peritonealkarzi-
zinose bei Nie- nose bei Nieren-
renzysten zellkarzinom
2 Hepatische Positiv P1 + MelanA (+), Peritonealinfiltrat
Rundherde bei HMB45 (+) durch ein malig-
CupP nes Melanom
3 Verdacht auf Me- = Positiv P1 + BerEP4 (-), Tumorzellen ei-
sotheliom EMA (+), Calre- nes malignen Me-
tinin (+), WT-1 (+) sothelioms
4 Sonderfall — Positiv CEA (-) TPA () Morphologisch
Zweitmeinung: und immunzyto-
chemisch  eher

Externe Diag-
nose: Urothel-Ca
der Harnblase

ein Adenokarzi-
nom (G2) anderer
Lokalisation; kein

Urothelkarzinom

Tabelle 28: Ubersicht Uiber die Ergebnisse der immunzytochemischen Untersuchung unter
Berlcksichtigung erganzend eingesetzter Marker bei der Tumortypisierung; mannliche Ko-
horte der Aszitespunktate (n=4); (+) = immunzytochemisch positiv, (-) immunzytochemisch
negativ

Zusammengefasst konnten alle 10 aus dem eigenen Eingang stammenden ,positi-
ven“ Aszitesproben von Mannern mittels der Immunzytochemie tumortypisiert wer-
den. Ob dieses auch bei dem externen Fall mdglich gewesen ware, zu dem keine

eigenen Marker anwendbar waren, muss offenbleiben.
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3.4.4.3. Immunzytochemische Untersuchungen zur Tumoridentifikation — As-
zitespunktate bei Frauen

Bei den 41 Patientinnen lagen 32 ,positive“ Proben vor, ferner 9 Proben, bei denen
Tumorzellen zytologisch nicht eindeutig erkannt bzw. ausgeschlossen werden
konnte. Die Zytologie ergab hier 2 ,dringend verdachtige” und 7 ,zweifelhafte Be-
funde®, sodass auch hier zur Tumoridentifikation die Marker BerEP4 und HEA125
eingesetzt wurden. In jeweils einem Fall war aber bei nur sehr wenig vorliegendem
Zellmaterial nur die Anwendung eines der beiden Marker (in einem Fall BerEP4, im

anderen Fall HEA125) moglich gewesen (Tabelle 29).

Zytologischer Be- Immunzytochemischer Befund Resultat
fund
positiv dringender zweifelhaft  negativ
Verdacht
positiv - - - - 0
dringender Verdacht 2 - - - 2
zweifelhaft 2 1 1 3 7
negativ - - - - 0
Resultat 4 1 1 3 9

Tabelle 29: Datenubersicht der konventionell-zytologischen und der immunzytochemischen
Befunde zur Tumoridentifikation der Aszitespunktate; weibliche Kohorte (n=9)

Somit konnten in jeweils zwei konventionell-zytologisch zuvor dringend verdachtig
oder zweifelhaften Befunden Karzinomzellen abschlieend identifiziert werden. Hin-
gegen wurden in 3 zuvor zweifelhafte Proben keine Karzinomzellen gefunden. In
einer Probe bei klinisch bekanntem Mammakarzinom und der Bitte um Zweitmei-
nung fiel die immunzytochemische Reaktion mit dem Antikdrper HEA125 unspezi-
fisch aus, sodass der Befund ,zweifelhaft* blieb und eine Wiederholung empfohlen
wurde. In einer weiteren, als ,zweifelhaft® beurteilten Probe wurde nach der Im-
munzytochemie aufgrund zu geringer Zahl von auffalligen Zellen die Diagnose zwar
auf ,dringender Verdacht” verandert, ein eindeutiger Tumorzellnachweis im Sinne
einer ,positiven“ Diagnose gelang aber nicht. Insgesamt wurden 8 der 9 zytologi-
schen Einstufungen (88,9%) verandert.
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3.4.4.4 Immunzytochemische Auswertung zur Typisierung epithelialer Tu-

moren — Aszitespunktate bei Frauen

Bei den Frauen lagen 32 ,positive“ Proben vor, an denen mit dem klassischen
Markerpanel zur Tumortypisierung fur Frauen weiter untersucht wurde (siehe im
Detail Kapitel 3.4.4.5). In 4 Proben wurden zudem folgende erganzende Marker ein-
gesetzt: in 2 Fallen kamen bei Verdacht auf ein Pankreaskarzinom die Antikdrper
Alpha-1-Antitrypsin und Alpha-1-Antichymotrypsin zur Anwendung. In einem weite-
ren Fall bei Z.n. Mammakarzinom wurde als erganzender Marker Mammaglobin
eingesetzt und in einem letzten Fall bei V.a. Peritonealkarzinose wurde im Hinblick
auf ein mogliches Nierenzellkarzinom neben dem Antikérper RCC zusatzlich Vi-
mentin eingesetzt. Die Tabelle 30 gibt einen Uberblick liber die wesentlichen klini-

schen und morphologischen sowie immunzytochemischen Befunde dieser 4 Falle.

Fall Tumor vorbe- Konventionelle Immunzytochemi- Ergebnis
kannt? Zytologie sche Marker

1 V.a. Pankreas- Positiv P1 + Anti-alpha1- Zellen eines me-
oder Ovarialkarzi- Trypsin (+) + Al-  tastasierten Pan-
nom bei Peritone- pha-1-Antichymo- = kreaskarzinoms
alkarzinose typsin (+)

2 Z.n. Mammakar-  Positiv P1 + Mamma- Zellen eines me-
zinom; RF im Be- globin (-) bei tastasierten Ova-
cken CA125 (+) rialkarzinoms

3 Verdacht auf Pe-  Positiv P1+ RCC (-) + Zellen eines me-
ritonealkarzinose Vimentin (-), bei tastasierten Ova-

CA125 (+) rial-, DD Magen-/
Pankreas-Ca.
4 V.a. Pankreaskar- Positiv P1 +Anti-alpha1- = Zellen eines me-

zinom

Trypsin (+) + Al-
pha-1-Antichymo-
typsin (+)

tastasierten Pan-
kreas- DD Ova-
rial-karzinoms

Tabelle 30: Ubersicht Uiber die Ergebnisse der immunzytochemischen Untersuchung unter
Berucksichtigung ergdnzend eingesetzter Marker bei der Tumortypisierung; weibliche Ko-
horte der Aszitespunktate (n=4); (+) = immunzytochemisch positiv, (-) immunzytochemisch
negativ
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In 30 der 32 Proben (93,8%) konnte ein Primarius immunzytochemisch typisiert wer-
den. In den Fallen 3 und 4 der Tabelle 31 konnte der Primartumor immerhin diffe-

rentialdiagnostisch eingegrenzt werden.

3.4.4.5 Zusammenfassender Uberblick der Resultate der immunzytochemi-
schen Untersuchung der Aszitespunktate — mannliche und weibliche
Kohorte

Insgesamt wurden geschlechteribergreifend im Untersuchungszeitraum 62 Aszi-
tespunktate immunzytochemisch untersucht, bei denen zusammenfassend fol-
gende Ergebnisse hinsichtlich der Tumoridentifikation und Tumortypisierung im-

munzytochemisch erzielt wurden:

Identifikation epithelialer Tumorzellen (n = 19)

Von den 19 Fallen, die zytologisch als ,dringender Verdacht® oder ,zweifelhaft* ein-
geordnet wurden, verblieb nur einer nach der erganzenden Immunzytochemie in
seiner Kategorie:

Von den 6 ,dringend verdachtigen“ Aszitespunktaten wurden 5 als ,positiv“ interpre-
tiert, einer wurde als ,negativ“ eingeordnet.

Bei den 13 ,zweifelhaften“ Fallen wurden in finf Fallen Tumorzellen gefunden (,po-
sitiv’) und drei Falle als ,dringend verdachtig“ abgeschlossen. Die Ubrigen 4 Falle
wurden als ,negativ“ fur Tumorzellen beurteilt.

Die Immunzytochemie war somit in 18 der 19 Falle diagnostisch wegweisend

(94,7%) und trug hier essentiell zur morphologischen Diagnostik bei.

Typisierung epithelialer Tumoren (n = 43)

Die Ergebnisse der Tumortypisierung der 43 Falle lassen sich wie folgt Uber beide

Geschlechter zusammenfassen:

In 34 Fallen (79,1%) lieR sich ein Primartumor sicher zuordnen:

- 21 Falle (48,8% insgesamt; 65,6% der Falle von Frauen) wurden als Peri-

tonealkarzinosen eines Ovarialkarzinoms identifiziert,
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- 6 Falle waren den Karzinomen des Oberbauches (Magen / Pankreas) zuzu-
ordnen

- 2 Falle entstammten einem Lungenkarzinom,

- 2 weitere einem kolorektalen Karzinom.

- In jeweils einem Fall lagen ein Nierenzellkarzinom bzw. ein malignes Me-
sotheliom oder ein malignes Melanom vor; die letzteren beiden werden we-
gen des Einzelfallcharakters hier unter den epithelialen Tumoren belassen,

obwohl sie nicht-epithelialer Genese sind.

In weiteren 8 Fallen (18,6%) waren wesentliche differentialdiagnostische Eingren-
zungen maoglich:
- Bei 3 Fallen wurde eine Herkunft aus der Lunge oder dem Ovar diskutiert,
- in 2 Fallen kamen ein kolorektales Karzinom oder ein Ovarialkarzinom in Be-
tracht,
- in weiteren 2 Fallen ein Pankreaskarzinom oder ein Ovarialkarzinom und

- in einem Fall ein Primartumor in der Lunge oder im Oberbauch.

Nur der Konsilfall (2,3%) blieb (aus methodischen Griinden) offen, an ihm konnten,
wie oben in Kapitel 3.4.4.2 erwahnt, keine eigenen Marker mehr angewandt werden,

und die auswartige Diagnose erschien nicht plausibel.

3.4.5 Auswertung der Douglaspunktate

Im Folgenden sollen die vier Douglaspunktate (1,1% der 376 Falle) im Anschluss
an die Aszitespunktate kurz besprochen werden. Sie stammen im Grunde ebenfalls
aus dem Peritoneum, stellen also auch im weiteren Sinne Aszites dar und betreffen

in der Regel ganz ahnliche Erkrankungen.

3.4.5.1 Immunzytochemische Untersuchungen zur Tumoridentifikation -
Douglaspunktate

In drei Fallen zeigte die konventionelle Zytologie einen ,zweifelhaften“ Befund, so

dass das Markerpanel zur Tumoridentifikation (BerEP4, HEA125) eingesetzt wurde.
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Dabei wurden in einer Probe bei Vorliegen eines Borderline-Tumors des Ovars Tu-
morzellen nachgewiesen (,positiv¥). In einer zweiten Probe ergab sich bei nur sehr
geringer Zahl auffalliger Zellen ein ,dringender Verdacht® auf Tumorzellen, so dass
bei dieser Patientin, bei der ein Mammakarzinom bekannt war und bei der klinisch
eine Peritonealkarzinose angenommen wurde, kein eindeutiger Tumornachweis ge-
lang. Eine erneute Punktion wurde nicht vorgenommen. Die Probe der dritten Pati-

entin wies keine Tumorzellen auf und war somit nach Immunzytochemie ,negativ®.

3.4.5.2 Immunzytochemische Untersuchungen zur Tumortypisierung -
Douglaspunktate

Bei der vierten Patientin zeigte die konventionelle Zytologie ein positives Ergebnis,
sodass das klassische Markerpanel zur Tumortypisierung, erganzt um CA125, An-
wendung fand. Dabei konnte der klinische Verdacht eines Ovarialkarzinoms im-

munzytochemisch bestatigt werden.

3.4.5.3 Zusammenfassender Uberblick der Douglaspunktate

An allen drei Proben mit zweifelhafter konventioneller Zytologie ergab sich im-
munzytochemisch eine diagnostische Neubewertung (jeweils einmal positiv, drin-
gender Verdacht bzw. negativ). In einem einzigen ,positiven“ Fall war die immunzy-

tochemische Tumortypisierung erfolgreich.

3.4.6 Auswertung der bronchoalveoldaren Lavagen (BAL)

In dem vorliegenden Untersuchungsgut (n=376) wurden 12 (3%) bronchoalveolare
Lavagen immunzytochemisch untersucht. Hierbei handelte es sich um Proben von
acht (67%) Mannern und vier (33%) Frauen. In sechs Fallen (50%) war ein Tumor
vorbekannt, in drei Fallen (25%) war kein Tumor vorbekannt. In drei weiteren Fallen
(25%) ohne Tumoranamnese bestand eine klinische Verdachtsdiagnose auf ein
Malignom (Abb. 29):
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Vd.a. Tumor
3 (25%)
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umog \(/282?) o B Tumor vorbekannt

@ Tumor nicht vorbekannt
Tumor nicht
vorbekannt
3 (25%)

Bvd.a. Tumor

Abb. 29: Ubersicht der prozentualen Verteilung der 12 BAL fir Manner und Frauen in die
Kategorien: , Tumor vorbekannt®, ,nicht vorbekannt“ und ,Verdacht auf Tumor®

Der Einsatz bzw. die Auswahl der immunzytochemischen Marker wurde in diesem
Probengut, abhangig von den klinischen Angaben, nicht nur von dem Ergebnis der
konventionellen Zytologie, sondern auch vor allem in Abhangigkeit der zur Verfi-
gung stehenden Probenmenge (ausreichende Zellzahl, ausreichende Praparate-
zahl) individuell und gezielt gewahlt. Diese abweichende Vorgehensweise liegt auch
daran, dass es in den allermeisten Fallen um die Beurteilung dargestellten Epithel-
zellen ging, so dass das ubliche Panel zur Detektion epithelialer Tumorzellen (Be-
rEP4, HEA125) hier keinen Sinn machte.

3.4.6.1 Immunzytochemische Untersuchungen zur Tumoridentifikation -
BAL

Drei der 12 Proben, allesamt von Mannern, waren konventionell zytologisch negativ
(Falle 1 -3 in Tabelle 32), wurden aber bei bestehendem Tumorverdacht und bei
haufig sehr geringem Zellgehalt speziell immunzytochemisch weiter untersucht. Bei
einer Frau (Fall 4 in Tabelle 32) bestand eine zweifelhafte Zytologie bezogen auf
epithelial differenzierte Zellen, wahrend bei einer weiteren Frau (Fall 5) bei lediglich
2 abnormen Zellen konventionell-zytologisch der Zweifel auf einen Morbus Hodgkin
geauBert wurde. Einen Uberblick tUber Befunde der konventionellen Zytologie, der
immunzytochemischen Auswertung und des Endergebnisses gibt Tabelle 31:
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kleinzelliges Bron-
chialkarzinom

Fall Tumor vorbe- Konventionelle Immunzytochemi- Ergebnis
kannt? Zytologie sche Marker
1 Nein, negativ EGP-2 Regelhafte Bron-
(schwach+), TPA  chialschleimhaut
V.a. Bronchialkar- (+ in Bronchial- mit geringer ent-
zinom (Gutach- schleimhaut) zundlicher Kom-
ten) ponente.
2 Nein negativ CD1a (-), Keine Langer-
S-100 (-) hanszell-Histiozy-
V.a. Langerhans- tose
zell-Histiozytose
3 Nein negativ CD1a(-) Keine Langer-
hanszell-Histiozy-
V.a. Langerhans- tose
zell-Histiozytose
4 Nein zweifelhaft CK7 (+), CK10 (-) = Konventionell-zy-
tologisch verdach-
Computertomo- tig auf Zellen ei-
graphisch diffuse nes Plat-
Infiltrationen in tenepithelkarzi-
der Lunge mit noms.
Verdrangung der
Bronchien; Kili- Immunzytoche-
nisch Frage nach misch Zellen ei-
Adenokarzinom nes Adenokarzi-
noms
5 Ja, zweifelhaft (bei CD30 (-) Kein Nachweis ei-
sehr geringer Zell- nes Morbus Ho-
M. Hodgkin zahl) dgkins; eher eitri-
ges Sekret.
6 Nein, Dringender Ver- CD56 (-) Zellen eines klein-
dacht zelligen Karzi-
Verdacht auf noms nicht mit er-

forderlicher Si-
cherheit bestatigt;
Verdacht bleibt
bestehen

Tabelle 31: Kurzdarstellung der Ergebnisse der zytologisch und immunhistochemisch un-
tersuchten BAL-Proben zur Tumoridentifikation. (+) = positive immunzytochemische Reak-
tion, (-) = negative immunzytochemische Reaktion; n=6
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Fall 1 war der in Material und Methoden genannte Konsilfall, der sich auch immunzy-
tochemisch als negativ erwies. In den Fallen 2 und 3 konnte der Verdacht auf eine
Langerhanszell-Histiozytose nicht erhartet werden; im vierten Fall wurden die frag-
lichen Tumorzellen abschlie3end als Zellen eines Adenokarzinoms interpretiert und
in erster Linie einem Primartumor der Lunge zugeordnet. Fall 5 wurde nach der
immunzytochemischen Untersuchung abschlielend als negativ abgeschlossen.
Fall 6 wurde in seiner Wertung als ,dringend verdachtig” nicht verandert, auch wenn
sich immunzytochemisch bei CD56-Negativitat Zellen eines (kleinzellig-)neuroen-
dokrinen Karzinoms nicht beweisen lie3en.

Die relativ sparliche Wahl von Markern (im Vergleich zu den bei Ergussflissigkeiten
verwendeten Panels) ist Folge der begrenzten Zahl in der BAL nachweisbarer ver-
dachtiger Zellen bzw. Zellgruppen, durch die die Palette anwendbarer Marker be-

schrankt wurde.

3.4.6.2 Immunzytochemische Untersuchungen zur Tumortypisierung - BAL

Bei sechs Fallen wurde zytologisch ein positiver oder und bei einem ein dringend
verdachtiger Befund erstellt. Davon stammten vier Proben von Mannern (Falle 1 - 4
in Tabelle 33), drei von Frauen (Falle 5 - 7 in Tabelle 32).

Fall Tumor vorbe- Konventionelle Zy- Immunzytochemi- Ergebnis
kannt? tologie sche Marker
1 Ja, malignes Me-  Positiv BerEP4 (+), Zellen eines Bron-
lanom HMB45 (-) chialkarzinoms,
keine Melanom-
Verdacht auf Metastase

Bronchialkarzinom

2 Ja, Carcinoma in Positiv CK7 (+), CK10 (-) = Zellen eines
situ (CIS) der Adenokarzinoms
Lunge der Lunge
3 Nein, Positiv CD56 (+), Synap- | Zellen eines klein-
tophysin (+), Chro- zelligen Bronchial-
Verdacht auf mogranin A (-) karzinoms

Bronchialkarzinom

92



4 Nein Positiv CK7 (+), CK10 (-) | Zellen eines A-
denokarzinoms,
ausgehend vom
Bronchialsystem

5 Ja, Mammakarzi- = Positiv Ostrogen (-), Pro-  Keine differential-
nom, gesteron (-), diagnostische Ab-
Mammaglobin (-),  grenzung zwi-
Verdacht auf TTF-1 (-) schen Mamma-
Bronchialkarzinom und Bronchialkar-

zinom maoglich

6 Ja, Bronchialkarzi- Positiv CD56 (-), Chromo- = Kein Nachweis ei-
nom granin (-) nes kleinzelligen
Bronchialkarzi-
noms bei fehlen-
der Immunreak-
tion; keine Typisie-
rung moglich

Tabelle 32: Kurzdarstellung der Ergebnisse der konventionell-zytologisch und immunhisto-
chemisch zur Tumortypisierung untersuchten sieben BAL-Proben unter Berucksichtigung
der klinischen Angaben. (+) = positive immunzytochemische Reaktion, (-) = negative im-
munzytochemische Reaktion

Bei Fall 1 konnte die Differentialdiagnose Melanom vs. Bronchialkarzinom zuguns-
ten des Bronchialkarzinoms gelost werden. Auch in den Fallen 2 - 4 konnten die
Tumorzellen einem Bronchialkarzinom zugeordnet werden, und zwar zweimal ei-
nem Adenokarzinom und einmal einem kleinzelligen Karzinom. Dabei war bei Fall
4 bei nur wenigen Praparaten mit Tumorzellen keine TTF1-Immunzytochemie mog-
lich, und die Zuordnung zu einem Lungenkarzinom erfolgte morphologisch. In den
Fallen 5 und 6 blieb es bei Karzinomzellen, an denen aber keine Subtypisierung im

Sinne der Fragestellungen gelang.

3.4.6.3 Zusammenfassender Uberblick der Resultate der immunzytochemi-
schen Untersuchung der BAL

Somit konnten in dem Untersuchungsgut der BAL im Hinblick auf die Identifikation
von Tumorzellen mit Hilfe der Immunzytochemie drei zytologisch negative Diagno-
sen untermauert und damit abschlieRend gesichert werden. In einem zweifelhaften

Fall flhrte die Immunzytochemie zur Identifikation von Tumorzellen und somit zu
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einer positiven Enddiagnose. In einem weiteren Fall einer zweifelhaften zytologi-
schen Diagnose mit zwei auffalligen Zellen konnte ein Verdacht auf eine Lungenbe-
teiligung bei bekanntem nicht untermauert werden. Ein Fall eines dringenden Ver-
dachtes auf ein kleinzellig-neuroendokrines Lungenkarzinom (SCLC) konnte nicht
weiter geklart werden, so dass die Diagnose eines dringenden Tumorverdachtes
blieb.

Von den sechs zytologisch positiven Fallen konnten 4 immunzytochemisch einem
Primartumor zugeordnet werden; in zwei Fallen war eine nahere Typisierung bei nur
sehr geringer Tumorzellzahl und negativem Ausfall der Immunreaktionen nicht moég-
lich.

3.4.7 Auswertung der Liquorpunktate

FUnf der 376 Proben waren Liquorpunktate (1,3%). Eine Probe stammte von einem
Mann mit einer im selben Jahr kurz zuvor immunzytochemisch diagnostizierten Me-
ningeosis carcinomatosa, die anderen vier von Frauen, bei denen jeweils eine lym-

phatische Vorerkrankung bestand (zur Spezifizierung siehe Tabelle 33).

3.4.7.1 Immunzytochemische Untersuchungen zur Identifikation epithelialer
Tumorzellen - Liquorpunktate

Bei dem Patienten mit im selben Jahr immunzytochemisch diagnostizierter Menin-
geosis carcinomatosa wurde in einer Verlaufskontrolle bei negativer konventioneller
Zytologie sicherheitshalber das Markerpanel BerEP4 und HEA125 eingesetzt. Auch
das Ergebnis der immunzytochemischen Untersuchung ergab keine Hinweise auf

Tumorzellen mehr, so dass die negative Diagnose blieb.

3.4.7.2 Immunzytochemische Untersuchungen zur Identifikation und even-
tuellen Typisierung von lymphatischen Erkrankungen - Liquorpunk-
tate

Bei jeweils einer Patientin war das Liquorpunktat konventionell-zytologisch als zwei-
felhaft bzw. dringend verdachtig eingestuft worden, bei den ubrigen beiden als ne-

gativ. Aufgrund der bekannten lymphatischen Vorerkrankungen wurden jeweils die
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immunzytochemischen Marker CD20 und CD45RO angewandt. Der zytologisch

,zweifelhafte“ Befund konnte immunzytochemisch geklart werden, die Befunde

sprachen flr das Vorliegen einer Liquorbeteiligung bei klinisch bekanntem Non-Ho-

dgkin-Lymphom (,positiv“). Die als ,dringend verdachtig“ eingestufte Probe wurde

nach Immunzytochemie als virale Entzindung und somit als ,negativ® eingestuft.

Auch die beiden zwei zytologisch ,negativen® Proben wiesen keine Tumorzellen auf

und blieben negativ (Tabelle 33).

Fall Tumor vorbe- Konventionelle Immunzytoche- Ergebnis
kannt? Zytologie mische Marker
1 Ja Zweifelhaft CD20 (+) (60%) @ Positivitat abnor-
mer B-Lympho-
malignes  grof3- CD45RO (+) zyten;
zelliges NHL (40%)
.Befund  spricht
fur eine Liquorbe-
teiligung bei be-
kanntem NHL*
2 Ja Dringender Ver-  CD20 (-) Monomorphe T-
dacht Tell-Population,
CLL CD45R0O (+) damit eher virale
(100%) Meningitis; keine
CLL
3 Ja Negativ CD20 (-) T-Lymphozyten-
reiche  Pleozy-
B-Zell-Lymphom CD45RO0 (+) tose
(100%)
4 Ja Negativ CD20 (-) T-Lymphozyten-
reiche  Pleozy-
NHL CD45RO (+) tose
(100%)
Z.n. Chemothe-
rapie

Tabelle 33: Uberblick tiber zytologische und immunzytochemische Befunde im Rahmen
der Bearbeitung von Liquorzytologien bei vorbekannter lymphatischer Vorerkrankung
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3.4.8 Auswertung des Mundschleimhaut- und des Bindehautabstriches

In dem Untersuchungsgut waren nur zwei Abstriche (0,5%) von Oberflachen ent-
halten, und zwar jeweils einer von der Mundschleimhautabstich und einer von der
Bindehaut.

Bei einer Patientin mit dem Mundschleimhautabstrich bestand klinischerseits der
Verdacht auf einen Pemphigus vulgaris, eine blasenbildende Hauterkrankung aus
dem autoimmunem Formenkreis.

Die konventionelle Zytologie zeigte kein hierauf verdachtiges plattenepitheliales
Zellbild und keine vermehrten spezifischen Entziindungszellen, die auf einen Pem-
phigus vulgaris hinweisen konnten. Das Bild ahnelte zytologisch eher einem ,in Ab-
heilung begriffenen Ulkus®. Erganzend wurde immunzytochemisch ein Antikorper
gegen IgG eingesetzt. Dabei zeigten sich keine vermehrten Zellen IgG-positiver Ent-
zundungszellen. Daher lautete die abschlieRende Diagnose ,Pemphigus vulgaris
eher unwahrscheinlich®. Formal ware der Befund, auch wenn es gar nicht um Tu-

morzellen ging, als ,negativ“ abzuschliel3en.

Bei dem Patienten mit dem Bindehautabstrich war eine chronisch-lymphatische
Leukamie (CLL) vorbekannt. Die konventionelle Zytologie zeigte eine ,hamorrhagi-
sche Komponente und eine lymphofollikulare Hyperproliferation“. Erganzend wur-
den in dem Fall die immunzytochemischen Marker CD45RO und CD20 zur Beurtei-
lung des T-Zell und B-Zell-Verhaltnisses eingesetzt. Das Ergebnis brachte den
Nachweis eines B-Zell-Proliferates als Hinweis auf mogliche CLL-Infiltrate (,drin-

gender Verdacht").
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4, Diskussion

Adjuvante Methoden sind heute aus der Pathologie nicht mehr wegzudenken, un-
abhangig davon, ob es sich um die seit langem etablierten konventionellen Sonder-
farbungen (PAS, EvG, Eisen etc.), die Immunhistochemie / Immunzytochemie oder
molekulare Verfahren handelt. Dabei kommt der Immunhistochemie und Immunzy-
tochemie eine besondere Rolle zu, da mit ihrer Hilfe viele Falle Gberhaupt erst zu
einem sinnvollen und definitiven diagnostischen Abschluss gebracht werden kon-

nen.

Die hier vorliegende Arbeit befasst sich mit der Anwendung von diagnostischen Im-
munverfahren an zytologischen Praparaten, somit mit der Immunzytochemie, in Ab-
grenzung zu ihrer Anwendung an histologischen Schnitten, der klassischen Immun-
histochemie. Das Herausstellen dieses Unterschiedes ist wichtig, da beide Anwen-
dungsfelder zwar die gleichen Facher, namlich die Pathologie und die Neuropatho-
logie, betreffen, aber methodisch unterschiedlich sind. Wahrend die Immunhisto-
chemie an allen Instituten seit Jahren etabliert ist, wird die Immunzytochemie nicht
an vielen Standorten angewandt. Diese Tatsache, dass an vielen Einrichtungen auf
adjuvante Anwendungen an ErglUssen oder Punktaten verzichtet wird bzw. bislang
verzichtet werden muss, war die Motivation fur diese Arbeit, namlich am Beispiel
des groten deutschen universitaren Standortes fir nicht-gynakologische Zytologie

die Bedingungen und Moglichkeiten der Immunzytochemie darzustellen.

41 Immunanwendungen an Histologie und Zytologie - Gemeinsam-
keiten und Unterschiede

Die Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen Gewebe (Histologie) und Zellen
(Zytologie) haben nicht nur Konsequenzen flr die konventionelle Befundung, son-
dern setzen sich auch bezuglich méglicher immunhistochemischer und immunzyto-

chemischer Anwendungen fort.

Histologische Schnitte geben prinzipiell einen guten zweidimensionalen Uberblick

Uber ein dreidimensionales Gewebe und ermoglichen eine Beurteilung geometri-
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scher Zusammenhange zwischen z.B. einer epithelialen Oberflache und dem da-
runter liegenden Stroma im Hinblick z.B. auf Oberflachendefekte, Art und Ausdeh-
nung einer Entzindungsreaktion oder auf die eventuelle invasive Verbringung sus-
pekter epithelialer Zellen in das Stroma. Bezogen auf eine diagnostische Biopsie,
erfasst die Gewebsentnahme aber lange nicht immer die gesamte Struktur, so dass
man eine reprasentative Entnahme gerade bei sehr kleinen Stanzen nicht voraus-
setzen kann. AuRerdem entsteht eine gewisse Traumatisierung des Gewebes, ver-
bunden mit einem gewissen Operationsrisiko (Nachblutungen, Entziindungen etc.).
Zudem beschrankt sich die Histologie auf Prozesse mit soliden Anteilen und ist fur
die Bearbeitung von Korperflissigkeiten (Urin, Liquor, serdse Korperhohlener-

gusse) ungeeignet.

Zytologische Entnahmen gibt es auf zweierlei Art.

- Zum einen waren die Punktionszytologie von Raumforderungen (z.B. Fein-
nadelpunktion der Gl. parotis oder der Leber) und die Abstrichzytologie von
Oberflachen (z.B. Burstungen der Gallenwege oder Bronchien) zu nennen;
hier steht die Zytologie jeweils in gewisser Konkurrenz zur Histologie. lhre
Vorteile in diesem Zusammenhang sind, dass Entnahmen annahernd atrau-
matisch maoglich sind und Zellen von einer groReren epithelialisierten Ober-
flache abgestrichen werden kdnnen, wahrend sich die Biopsieentnahme auf
einen gewissen Bereich beschranken muss. Der Nachteil ist der fehlende
Bezug der gewonnenen Zellen zum Stroma, den der zytologisch tatige Pa-
thologe nicht rekonstruieren, aber sich in manchen Anwendungen aus zyto-
logischen Details ableiten kann (z.B. sogenannter ,schmutziger Hintergrund®,
Aspekte der Zellkohasion, Nachweis alteren Blutes).

Dabei ist die oben genannte ,Konkurrenz® zwischen bioptischer Entnahme
fir die Histologie und Punktion bzw. Abstrichentnahme fir die Zytologie in
vielen Fallen dadurch auflésbar, dass beide Methoden komplementar ange-
wandt werden. Diese Vorgehensweise ist beispielsweise in der Abklarung
pulmonaler Raumforderungen langst tblich, indem man Sekret absaugt oder
den Bronchus splt, dann von der bronchialen Oberflache eine Burstung vor-

nimmt und schliellich biopsiert.
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- Zum anderen mussen hier die oben bereits erwahnten FlUussigkeitsentnah-
men genannt werden. Von diesen sind von den Eingangszahlen her insbe-
sondere Ergusspunktate aus der Pleurahdhle und der Bauchhodhle sowie
Urinflissigkeiten (Spontanurin / Katheterurin) zu nennen. Andere Entnahmen
wie Liquor, Perikardflissigkeit oder Zystenpunktate (Schilddrise / Ovar) sind
deutlich seltener. Flussigkeitspunktate haben kein bioptisches Pendant, so-
fern man nicht offene Biopsien an der Pleura parietalis oder dem Peritoneum

etc. durchfihren mochte, sind also eine exklusive Domane der Zytologie.

Diese gewissen Unterschiede in der Materialart und auch der Materialverarbeitung
bedingen Unterschiede in den Immunanwendungen. Von einem histologischen
Block von z.B. 4 mm Starke stehen bei einer Schnittdicke von z.B. 4 ym theoretisch
1000 Schnitte zur Verfligung, so dass in aller Regel die Zahl der einsetzbaren Anti-
korper als unbegrenzt gelten kann, vorausgesetzt, die zu beurteilende Region ist
auf den Folgeschnitten noch ausreichend lange prasent. Von Feinnadelpunktaten
und Burstungen gibt es hingegen genauso viele Ausstriche, wie der Kliniker her-
stellt, und lange nicht auf jedem von ihnen missen ausreichend viele Zellen der zu
untersuchenden Zellpopulation fir Immunanwendungen liegen. Auch wenn man
mehrere Antikdrper auf einem zytologischen Praparat anwendet, indem man bei-
spielsweise mit einem DAKO-Pen das Praparat in verschiedene Abschnitte unter-
teilt, die man einzeln (dann aber nur manuell, nicht im Farbeautomaten) mit Antikor-
pern beschicken kann, bleibt die Zahl anwendbarer Antikorper stets beschrankt.
Gleiches gilt fur Flussigkeitspunktate - sofern die Praparate nicht ,randvoll® mit Tu-
morzellen sind, ist auch dort die Zellzahl auffalliger Zellen oft limitiert, was die Mog-

lichkeiten der Immunzytochemie begrenzt.

Aus diesem Dilemma gibt es zwei weiterhelfende Auswege. Zum einen kdnnte man,
was in manchen Einrichtungen propagiert, in anderen abgelehnt wird, Feinnadel-
punktate vom Kliniker nicht ausstreichen, sondern in ein flissiges Medium bringen
lassen, so dass dann eine Verarbeitung als Diinnschichtzytologie erfolgen kénnte.
Zum anderen ist bei allen Flussigkeiten die Herstellung von Zellblocken maoglich, bei
denen das zytologische Material nach Anreicherung durch Zentrifugation in einem

Proteinkoagulat eingeschlossen wird, aus dem dann wiederum ein Paraffinblock fur
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die histologische Weiterverarbeitung gewonnen wird - diese Methode hat sich fla-
chendeckend als zweites Standbein in der Zytologie durchgesetzt, war aber im Jahr
2009, auf das sich diese Arbeit bezieht, am Standort Dusseldorf aus hausinternen

Grinden nicht routinemalig etabliert, sondern Ausnahmen vorbehalten.

Die dargestellten Bedingungen und Moglichkeiten von Histologie und Zytologie zei-
gen, dass sich die Methoden beider Teilbereiche der Pathologie letzten Endes in
manchen Details unterscheiden. Die unterschiedlichen Anwendungsgebiete be-
grinden dabei aber, weswegen auch fir zytologische Praparationen Immunanwen-
dungen Sinn machen. Leider zeigte sich schon friih, dass eine einfache Ubertra-
gung von Antikorperkonzentrationen und Inkubationszeiten etc. aus der Immunhis-
tochemie nicht zu einem auswertbaren Farbeergebnis fuhrte. Dieses wurde unter
anderem darauf zurtickgefuihrt, dass in der Zytologie komplette Zellen untersucht
werden, die noch Uber erhaltene Gesamtstrukturen an Zellmembran, Zellkern und
Zytoplasma verfugen, wahrend in der Histologie alle diese Strukturen bereits ge-
schnitten sind und damit eine andersartige Penetration von Antikdrpern verwende-
ten Losungen bestand. Entsprechend war es schwierig, die Immunzytochemie tech-
nisch zu etablieren. Noch heute verzichten viele Institute darauf, sie neben der Im-
munhistochemie vorzuhalten, eben weil die notwendigen Modifikationen Zeit brau-
chen, personalintensiv sind und letztendlich fur nur wenige Falle vorgehalten wer-
den mussten. Von der Dimension muss man sich vorstellen, dass an tblichen gro-
Reren Einrichtungen das Verhaltnis von Histologie zu (extra-gynakologischer) Zyto-
logie etwa 15:1 bis Uber 20:1 betragt, so dass die Zytologie nicht nur im Bewusstsein
vieler Pathologen ein Schattendasein fuhrt (Biesterfeld und Maschek 2015), son-
dern auch in der Haufigkeit im Eingangsmaterial, an dem sie vielfach nicht mehr als
1.000 - 2.000 Falle pro Jahr stellt, also bezogen auf die gesamte Palette der Ein-
sendematerialien nicht mehr als 5 bis 10 Falle pro Tag.

4.2 Die Rolle der Zytologie und der Inmunzytochemie in der morpho-
logischen Diagnostik am Standort Dusseldorf

Das damalige Institut fir Cytopathologie am Universitatsklinikum Dusseldorf, heute
gefuhrt als eigenstandiger Funktionsbereich innerhalb des Instituts fur Pathologie,

stellt bezogen auf die oben geschilderten Verhaltnisse eine Ausnahme dar. Es
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wurde 1976 aus dem Institut fir Pathologie ausgegrindet und unter seinen Leitern
Pfitzer (1976-1994, zeitgleich ab 1987 Dekan), Bocking (1994-2009), Biesterfeld
(2009-2015) und aktuell Schramm (seit 2015) zum groften universitaren Schwer-
punkt im Bereich der extra-gynakologischen Zytologie ausgebaut bzw. weiterge-
fuhrt. Vorgehalten werden dort neben der konventionellen Zytologie auch die Im-
munzytochemie, die DNA-Bildzytometrie, die AgNOR-Histochemie, die Fluores-
zenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) und molekulare Verfahren, wobei die Hinzu-
nahme der multiplen adjuvanten Methoden insbesondere in die Amtszeit Bockings
fiel. Insgesamt werden im Jahr mehr als 10.000 Falle bearbeitet, die nicht nur aus
dem Universitatsklinikum Dusseldorf, sondern aus dem gesamten rheinischen
Grollraum stammen. Entsprechend macht es Sinn, an solch einem Schwerpunkt
einmal eine Zwischenbilanz zu der Frage zu ziehen, was die Immunzytochemie als
adjuvante Methode in einem definierten Zeitraum in der Routineanwendung leisten

kann. Hierflr wurde, als die Studie projektiert wurde, das Jahr 2009 ausgewahlt.
Bezogen auf die in Kapitel 3 getroffenen Unterteilungen soll zunachst die Verteilung
der Gesamteinsendungen in Beziehung zu den immunzytochemischen Anwendun-

gen gesetzt werden (Tabelle 34):

davon immunzytochemisch untersucht

Eingangsmaterialien Gesamtzahl (n/ %)

Pleurapunktate 1947 189 9,7%
Feinnadelpunktate 446 93 20,9%
Aszitespunktate 747 62 8,3%
Bronchialzytologien 3451 12 0,3%
Perikardpunktate 56 9 16,1%
Liquorpunktate 298 5 1,7%
Douglaspunktate 13 4 30,8%
Mundhéhlenabstriche 1777 1 0,1%
Bindehautabstriche 26 1 3,8%

Tab. 34: Datenlbersicht zum Eingangsmaterial des Instituts flir Cytopathologie und zu im-
munzytochemischen Anwendungen im Jahr 2009
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Die Zahlen zeigen, dass nicht alle Materialien in gleichem Male zu immunzytoche-
mischen Untersuchungen herangezogen worden sind, was letztendlich den Spezi-
fika der Fragestellungen und der Materialien geschuldet ist. Dazu zwei Beispiele
bezogen auf diametral verschieden haufig vorkommende Anwendungen: Bei Er-
gussflissigkeiten (aufsummierte Quote immunzytochemischer Anwendungen flr
Pleura-, Aszites-, Perikard- und Douglasflussigkeit: 9,6%) geht es haufig um die Si-
cherung von Tumorzellen eines Adenokarzinoms, wobei die Palette der Moglichkei-
ten der Tumorherkunft hier grof} ist - was sowohl begrindet, dass MaRnahmen zur
Tumorsicherung, als auch zur Tumortypisierung haufiger ergriffen werden mussen.
Bei Mundhohlenabstrichen, die nur in einem vom 1777 Fallen immunzytochemisch
adjuvant untersucht wurden, stellt sich zwar auch in nicht wenigen Fallen die Frage
nach einem Tumorgeschehen, aber beschrankt sich (von wenigen Ausnahmen ab-
gesehen) auf den Formenkreis der primaren, ortsstadndig entstandenen Plat-
tenepithelkarzinome und ihrer Vorstufen, wohingegen hier Adenokarzinome oder
Fernmetastasen anderer Tumoren praktisch keine Rolle spielen. Entsprechend hat

die Immunzytochemie hier keinen wesentlichen Platz.

Im Folgenden soll auf die verschiedenen Indikationen der Immunzytochemie einge-

gangen werden.

4.2.1 Immunzytochemische Anwendungen zur Tumoridentifikation

Da es bei dieser Fragestellung fast immer um eine epitheliale Tumorbildung geht,
ist es bei der Markerauswahl wichtig, moglichst spezifisch epitheliale Marker ver-
wenden zu konnen. Diese Feststellung klingt moglicherweise trivial, ist es aber in-
sofern nicht, als entsprechende spezifische Marker jedenfalls zum Teil zu der Zeit,
als diese Studie konzipiert wurde, noch recht neu waren. Inzwischen konnen sie als

etabliert gelten.

Der Mangel an spezifischen epithelialen Markern hat insbesondere in Ergussprapa-
rationen (Pleura, Aszites, Perikard, Douglasraum) in der Vergangenheit zu Proble-
men gefuhrt. Hier gilt es namlich in erster Linie, eine Abgrenzung zwischen orts-
standigen Mesothelien, Epithelien und Makrophagen herbeizufihren. Wahrend sich
Makrophagen inzwischen leicht Gber ihre CD68-, CD163- oder Lysozym-Positivitat
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identifizieren lassen, liel3en sich zumindest in der jungeren Vergangenheit Mesothe-
lien und Epithelien nicht leicht auseinanderhalten. Ubliche Zytokeratine sind namlich
bei beiden Zellarten positiv, auch im Mesothel, da dieses vom Mesoderm abstammt,
so dass sie nicht hilfreich sind. Die ersten ,Mesothelmarker” wiederum waren nicht
sehr spezifisch und werden heute nur noch als HilfsgroRen verwendet, z.B. HBME-
1, das in seinen ersten beiden Buchstaben nach seinem Entwickler, dem Immun-
histochemie-Pionier Hector Battifora, benannt ist. Auch ahnliche Marker wie Me-

sothelin sind inzwischen verlassen worden.

Etwa zu der Zeit, aus der die hier analysierten Immunanwendungen stammen, rich-
tete sich ein gewisses Augenmerk auf die Antikdrper der EpCAM-Gruppe, die je
nach Anbieter oder konkretem Klon als HEA125, BerEP4, MOC-31, ESA etc. firmie-
ren. Das Antikorper-Panel zur Tumoridentifikation war entsprechend im Jahr 2009
noch neu, und Ende 2009 lief im Institut fur Cytopathologie noch eine Validierungs-
studie mit der Industrie, mit der die Eignung einiger EpCam-Marker flr die klassi-
sche Zytologie (in Abgrenzung gegenuber Zellblocken) belegt wurde.

EpCam (epithelial cell adhesion molecule), nach dem der gleichnamige Antikorper
benannt ist, ist ein epitheliales Zelladhasionsmolekil bzw. Oberflachenprotein, das
an der baso-lateralen Zelloberflache verschiedener Epithelzellen, wie z.B. im Ma-
gen, dem Darmtrakt, den Gallengangen oder bespielweise in den Schleimhauten
der Bronchien und der Harnblase zu finden ist. Auf Tumorzellen, bei denen es sich
Ublicherweise um sich schneller teilende Zellen handelt, wird EpCam vermehrt ge-
bildet, sodass es auch auf der Zelloberflache von Epithelzellarten, die in der Regel
kein EpCam bilden, detektiert werden kann. Dieser Effekt ist beim Plattenepithel-
karzinom wesentlich. Die immunzytochemische Farbereaktion von EpCam-Antikor-

pern ware entsprechend baso-lateral/membranar zu erwarten.

Die EpCam-Antikérper sind auch jetzt im Jahr 2023, also 14 Jahre spater, in der
Zytologie und der Histologie von Korperhohlenergussen bzw. Korperhdhlenbiopsien
in sozusagen taglichem Gebrauch, gerade auch in paralleler Anwendung mit einem
der oben erwahnten Makrophagenmarker und mit Calretinin, dem derzeit anerkann-
testen Mesothelzellmarker. So weist es auch das in Kapitel 2.4.3 dargelegte Panel

aus, dessen Zusammensetzung immer noch aktuell ist.
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Die Leistungsfahigkeit des Panels sollte in der hier vorliegenden Arbeit nichtin Form
eines exakten Follow-Ups Uberpruft werden, sondern ist in der Literatur bereits ver-
schiedentlich analysiert worden. Dabei sind mehrere Konstellationen zu bedenken,
die beachtet werden mussen. Neben der klassischen Situation, dass Epithelzellen
(und damit auch epitheliale Tumorzellen) EpCAM-positiv und Calretinin-negativ sind
und die Mesothelzellen gegenlaufig farben, kdnnen sowohl bei Epithelzellen, als
auch bei Mesothelzellen Ko-Expressionen beider Marker vorliegen. AulRerdem kann
gegenuber den Erwartungen ein Markerverlust vorkommen, beispielsweise bei
schlechtem Zellerhalt. Auch Nacktkerne sind naturgemaf EpCAM-negativ, da diese

Marker an der dann nicht mehr vorhandenen Zellmembran binden.

In unserer Studie konnten 76 (84,4%) von 90 Fallen von Ergusspraparaten, in denen
an das Vorliegen von Tumorzellen gedacht worden war, durch Anwendung des
Markerpanels aus BerEP4, HEA125, Calretinin und CD68 gelost werden. Dabei er-
wiesen sich 46 Falle als reaktiv bzw. tumorfrei. 14 Falle blieben diagnostisch offen.
Insgesamt konnten somit durch das eingesetzte ,Grundpanel“ von den 23 ,dringend

verdachtigen® Fallen 19 geldst werden (83%).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte auch untersucht werden, inwieweit man die Vorge-
hensweise im Institut fur Cytopathologie als standardisiert ansehen kann. Eine ma-
ximale Standardisierung wirde bedeuten, dass alle ,dringend verdachtigen“ oder
,zweifelhaften Ergusspraparationen mit dem Markerpanel untersucht wirden, ,po-
sitive“ oder ,negative” aber nicht, da bei bereits klarer Festlegung in der konventio-
nellen Zytologie hierfur keine Indikation mehr besteht. Hieran wurde sich annahernd
vollstandig gehalten. Nur in wenigen Fallen wurde abweichend vorgegangen, also
beispielsweise auch eine BerEP4-Immunzytochemie bei positivem zytologischem
Befund durchgeflhrt. Aus der Retrospektive liefd sich eine Rationale hierfur in den

wenigen Fallen nicht mehr eindeutig erkennen.
Zusammenfassend haben die immunzytochemischen Untersuchungen rein zur Tu-

moridentifikation zu einer Anderung der Diagnosegruppe in 95% der untersuchten
Falle (90/95) geflhrt.
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4.2.2 Immunzytochemische Anwendungen zur Typisierung epithelialer
Tumoren und zur Abgrenzung gegeniiber malignen epithelialen
Mesotheliomen

Das 2009 eingesetzte grundlegende Markerprofil zur Tumortypisierung von Adeno-
karzinomen bestand aus zwei differentiellen Zytokeratinen (CK7, C20) und drei ,or-
gantypischen® Markern (cdx-2, TTF-1, CA125) und ist auch heute noch in Dussel-
dorf in Gebrauch, allerdings erganzt um einen weiteren ,organtypischen“ Marker,
namlich GATA-3, der 2009 hier noch nicht fur die Zytologie etabliert war. In Tabelle
35 sind nach der von Frisman ab ca. 2000 aufgebauten (Wheeler 2002) und inzwi-
schen vom Elsevier Verlag kostenpflichtig betriebenen Datenbank /Immunoquery
entsprechende Ubersichtsdaten fir die Expressionsmuster dieser Marker fiir A-
denokarzinome der Lunge, des Kolons und des Rektums, des Ovars und der

Mamma wiedergegeben (Immunoquery 2023).

Immunhistochemi-

Positivitat verschiedener Karzinome
scher Marker

Kolon und

Lunge Rektum Ovar Mamma
ok 97% 17% 96% 91%
2451 2501 362 2180
6% 86% 24% 3%
CK20 1475 3088 348 1707
a2 1% 87% 25% 0%
1125 7668 381 570
81% 4% 2% 1%
TTF1 9668 2347 172 1572
24% 17% 80% 14%
CA125 262 241 318 183
8% 0% 80% 1%
WT-1 699 11 100 658
5% 1% 0% 77%
GATA-3 743 498 39 5493

Tabelle 35: Datenubersicht zur typischen Markerexpression von Adenokarzinomen der
Lunge, des Kolons und des Rektums, des Ovars und der Mamma (Immunoquery 2023),
bezogen auf Marker zur Typisierung; angegeben sind der Anteil positiver Falle (in %, obere
Zeile linksblndig) und die Fallzahl, auf die sich die Angaben beziehen (untere Zeile rechts-
bundig).

Die Tabellendaten beziehen sich dabei auf zusammengefiihrte Daten von in der
Immunoquery dokumentierten Publikationen an histologischen Fallen. Sie dirfen
als gut begriindete Anhaltspunkte fur die Leistungsfahigkeit der Marker gelten, nicht

aber als allumfassende ,Wahrheit” - es geht in die Datensammlung nicht ein, ob
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beispielsweise ein Marker in einem Tumorgewebe viele oder wenige Tumorzellen
angefarbt hat, ebenso nicht, ob die Farbeintensitat stark oder schwach ist oder ob
das Farbemuster als homogen oder inhomogen gelten darf. Fur die Nutzbarkeit der
Datensammlung spricht die in aller Regel hohe Fallzahl. AuRerdem entsprechen die
Datenverteilungen den inzwischen uber die Jahre zusammengekommenen allge-

meinen Erfahrungen in der histopathologischen Befundung.

Ihre Anwendbarkeit in der Zytologie bedarf aber formal eigener Zahlen, also Vali-
dierungsstudien, in denen die an Histologie etablierten Antikorper an identischen
Fallen auch auf zytologische Fragestellungen angewandt worden sind. Dass man
dabei an Zellblocken im Vergleich zu Ausstrichen, also den beiden haufigsten heu-
tigen Praparationsmethoden der Zytologie, zu im Wesentlichen gleichartigen Aus-
sagen gelangt, wird implizit vorausgesetzt, wurde aber auch in einer aktuellen Stu-
die an 220 Ergusspraparaten aus der Gynako-Onkologie noch einmal bestatigt
(Rekhi et al. 2020). Bei Durchsicht der Literatur zeigt sich, dass solche methodi-
schen Studien im Prinzip fehlen. Stattdessen wird die Leistungsfahigkeit der Im-

munzytochemie am klinischen Ergebnis festgemacht.

Die verwendeten Markerpanel haben sich dabei im Laufe der Jahre verandert, ins-
besondere durch die Ersetzung friher, nicht sehr spezifischer Marker durch ,bes-
sere” Neuentwicklungen. Gemal einer Zusammenstellung von Ghosh et al. (1983)
sind erste Studien zur Immunzytochemie 1979/80 verdffentlicht worden, wobei
diese aber eher auf Einzelanwendungen von Markern als auf Panels beruhten. In
den frihen 90er Jahren war dann aber der Panelgedanke bereits umgesetzt. So
wurden beispielsweise ein Panzytokeratin, Vimentin, CEA und EMA verwendet, um
Zellinfiltrate von Adenokarzinomen in Ergussen zu identifizieren; in 39 von 46 Fallen
gelang die klinisch richtige Unterscheidung (84,8%) (Daste et al. 1991). Eine Studie
ein paar Jahre spater arbeitete mit einem Panel, das neben der Sonderfarbung
PAS-D die Antikorper CEA, EMA, B72.3, LeuM1 und Ber-Ep4 umfasste (Shield et
al. 1996), im Einzelfall erganzt um weitere. Bezogen auf ergusszytologische Prapa-
rate wurde die Immunzytochemie in 82% der Falle als hilfreich empfunden. Von
diesem Panel ist heute nur noch Ber-EP4 als EpCAM-Marker in regelhaftem Ge-

brauch.
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Die in Dusseldorf selber angefertigten wissenschaftlichen Studien in der Cytopatho-
logie gehen ebenfalls von einem Panelgedanken aus, mit dem versucht werden
sollte, moglichst breit und dennoch maoglichst spezifisch verschiedene Bereiche von
diagnostischen Mdoglichkeiten abzudecken, jedenfalls bei Ergussen. Hier wurde
schon relativ frih an einem Panel gearbeitet (Motherby et al. 1999) und das bis
heute in Anwendung befindliche Spektrum aus Calretinin (und anderen mesothelial
exprimierten Markern) und EpCAM (und anderen epithelial exprimierten Markern)
zur Abgrenzung zwischen mesothelialen und epithelialen Lasionen etabliert. An 141
Erglissen von malignen Mesotheliomen ergab sich eine Gesamttreffsicherheit von
97,1% (Onofre et al. 2008b).

Bezogen auf die Tumortypisierung ergab sich im Laufe der 2000er Jahre der ge-
wisse Luxus, dass organtypische Marker wie TTF-1, PAX-8, cdx-2, WT-1 oder
GATA-3 entwickelt wurden, so dass es auf diese Weise moglich wurde, eine mor-
phologische Verdachtsdiagnose auch immunzytochemisch zu untermauern. Dabei
soll aber extra darauf hingewiesen werden, dass schon die Morphologie allein hau-
fig eine Tumorzuordnung in der Zytologie ermoglicht. Dafur kennt der erfahrene Zy-
tologe z.B. die Morulabildung von Zellen eines invasiv-duktalen Mammakarzinoms
(NST), die massive Vakuolisierung und Psammonkdrperbildung beim Ovarialkarzi-
nom, das einzelzellige monotone Zellbild von invasiv-lobularen Mammakarzinomen
und das einzelzellige polymorphe Zellbild von diffusen Magenkarzinomen. Auch
kleinzelligen Bronchialkarzinome verfugen uber eine indikativ Zytologie. Treten sol-
che Zellbilder bei bekanntem Primarius dieser Art auf, so ist eine erganzende Im-
munzytochemie im Grunde entbehrlich. Fehlt ein Primartumor, so macht es auf je-
den Fall Sinn, die morphologische Tumorentitat immunzytochemisch zu hinterfra-
gen. Auf die drei grundlegenden Studien zur Tumortypisierung an CUP-Syndromen,
Lebermetastasen und Lymphknotenmetastasen mit Ergebnissen, die eine ldentifi-
kation des Primartumors in 85,4% bis 94,8% ermdglichten, war bereits oben in Ka-
pitel 1.1.4 hingewiesen worden (Pomjanski et al. 2005, Onofre et al. 2007, Onofre
et al. 2008a).

Ebenfalls mit diesem Panel gelang es in unserer ein Jahr umfassenden Betrachtung
der klinischen Zytologie als Routinemethode, 90 (74%) von 122 zur Tumortypisie-

rung untersuchten Falle komplett zu I16sen. In anderen Fallen wurden erganzend
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weitere Marker hinzugenommen, beispielsweise wenn bestimmte, nicht Uber das
Panel abgedeckte Entitaten wie ein Nierenzellkarzinom in die differentialdiagnosti-

schen Uberlegungen mit einging.

Auf erganzende Antikdrper, die nicht direkt mit einer Typisierung zu tun haben, son-
dern therapeutische oder prognostisch Abzweige ertffnen, konnte im Ergebnisteil
nicht eingegangen werden. Dies gilt insbesondere fur die vier bei Mammakarzino-
men (und ihren metastatischen Absiedlungen) auch an Zytologie moglichen Unter-
suchungen zum Ostrogen- und Progesteronrezeptor (ER, PR), zu Her-2/neu und zu
Ki-67; dieses Expressionsmuster geht regelhaft in Planungen adjuvanter Medikati-
onen ein. Es ist an zytologischen Praparaten mit hoher Konkordanz zur Histologie,
die inzwischen in der Regel bei 85% bis 95% liegt, an zytologischen Praparaten
bestimmbar (aktuell zusammengefasst von Pinto und Schmitt 2022). Ahnliches l&sst
sich auch fur p16 zeigen, dessen ,Blockpositivitat* im Plattenepithel einem Korrelat
fur eine HPV-Infektion, beispielsweise im HNO-Bereich oder an der Cervix uteri,
entspricht; auch hier erwiesen sich die Farbeergebnisse zwischen Histologie und

Zytologie als hoch korreliert (aktuell zusammengefasst von Doonan et al. 2022).

Die bisherigen Erorterungen waren den Adenokarzinomen gewidmet. Im Folgenden
soll kurz auf Plattenepithelkarzinome eingegangen werden. Insgesamt kamen sie in
unserem Patientengut nur selten vor. Dieses hat zum einen damit zu tun, dass sie
in Ergusspraparationen, die ja 70,7% (264/376) unserer Falle reprasentierten, oh-
nehin kaum auftreten, insbesondere fast nie im Aszites und in Douglaspunktaten.
Die einzige haufigere Entitat, die gelegentlich Anschluss an die Kérperhdhlen ge-
winnt, sind Plattenepithelkarzinome der Lunge in Bezug auf Pleurahdhle und Peri-
kard; dort sind sie dann aber in der Regel bereits morphologisch als plattenepitheli-
alen Ursprungs erkennbar und bedlrfen somit nur in den wenigen Fallen, in denen
man sich nicht zwischen einem Plattenepithelkarzinom und einem Adenokarzinom
entscheiden kann, einer erganzenden Untersuchung (z.B. mit CK7, p40 und TTF-
1). Gleiches gilt auch, wenn Plattenepithelkarzinome in Feinnadelpunktaten oder
Bronchialsekreten oder -lavagen auftreten. Zum anderen ist es so, dass sich inner-

halb der Plattenepithelkarzinome bislang weder immunhistochemisch, noch im-
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munzytochemisch Organzuordnen treffen lassen, also eine Unterscheidung zwi-
schen Primartumoren des oberen Aerodigestivtraktes, der Lunge, des HNO- oder

MKG-Bereiches bzw. des Genitale ohnehin nicht moglich sind.

In engem Zusammenhang mit der Karzinomdiagnostik steht, sofern die Frage nach
Malignitat (siehe auch Fu3note 1) geklart ist, die Mesotheliomdiagnostik. Der ent-
scheidende Aspekt hier ist, die mesotheliale Genese des Malignoms zweifelsfrei zu
belegen. Dies gelingt in Abgrenzung gegenuber einem Adenokarzinom uber die Ub-
liche Positivitat mesothelialer Lasionen mit Calretinin und WT-1 und Negativitat ge-
genuber EpCAM. Adenokarzinome haben klassischerweise ein gegenlaufiges Pro-
fil. AuRerdem wird Uber den Makrophagenmarker CD68 ausgeschlossen, dass man
irrtbmlich einen makrophagenreichen Erguss fur einen Erguss mit Tumorzellen halt.
Eine entsprechende Recherche ergab bezogen auf eine grof3e Zahl von Fallen ver-
schiedener Studien folgendes Bild (Tabelle 36). Leider bietet die Immunoquery, aus
der diese Daten stammen, keine Daten fur Adenokarzinome im Allgemeinen an,
weswegen wiederum typische Organtumoren stellvertretend erfasst wurden (Immu-

noquery 2023).

Immunhistochemi-

Positivitat verschiedener Karzinome
scher Marker

Meso- Kolon und

theliom Lunge Rektum Ovar Mamma

Calretinin 90% 14% 10% 20% 14%
2384 925 484 85 807

WT-1 80% 8% 0% 80% 11%
1546 699 11 100 658

EpCAM-Marker 12% 92% 92% 94% 45%
BerEP4 / HEA125 2087 974 211 135 1554

/
14% 0% 9% 0%

D68 7 25 43 33

Tabelle 36: Datenubersicht zur typischen Markerexpression von malignen Mesotheliomen
sowie von Adenokarzinomen der Lunge, des Kolons und des Rektums, des Ovars und der
Mamma, bezogen auf differentialdiagnostische Marker Immunoquery 2023); angegeben
sind der Anteil positiver Falle (in %, obere Zeile linksbundig) und die Fallzahl, auf die sich
die Angaben beziehen (untere Zeile rechtsbiindig).

Ein Immunprofil beispielsweise, das fir Calretinin und WT-1 positiv sowie fir
EpCAM negativ ist, ist mit einer mesothelialen Lasion, eine passende Morphologie

der Zellen vorausgesetzt, indikativ. Ebenso spricht jede deutlichere EpCAM-Expres-
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sion eher firr ein Adenokarzinom, das man dann aus morphologischen Uberlegun-
gen heraus mit weiteren Markern zu Typisierung beweisen kann. Einschrankend
muss hinzugefligt werden, dass sarkomatoide maligne Mesotheliome nicht selten
ihre Calretinin-Expression verlieren und somit nicht auf der Basis dieses Markers
identifiziert werden konnen (Johnen et al. 2017); andererseits treten diese Formen
von Mesotheliomen kaum in Erglssen auf (Galateau-Sallé 2006). Dass Calretinin
auch in einer Reihe anderer Tumoren (Sexcord-Stromatumoren, Tumoren der Ne-
bennierenrinde, Ameloblastome) exprimiert werden kann (Ordofiez 2014), spielt in

der klinischen Zytopathologie keine wesentliche Rolle.

In unserer Studie liel3en sich 21 von 22 Verdachtsfalle von malignen Mesotheliomen
immunzytochemisch untermauern (95,5%), lediglich ein Fall blieb schlussendlich

mit ,dringend tumorverdachtig” offen (4,5%).

4.2.3 Immunzytochemische Anwendungen zur Typisierung nicht-
epithelialer Tumoren

Bezuglich nicht-epithelialer Tumoren spielt die Zytologie keine grofte Rolle, ebenso

nicht die Immunzytochemie.

An den Oberflachen der Haut und der Schleimhaute ware an melanozytare Pro-
zesse, als Navi und maligne Melanome, zu denken. Sofern eine solche Lasion ero-
diert ist, also wundenartig nasst, ware prinzipiell eine Gewinnung zytologischen Ma-
terials durch einen Abstrich denkbar. In der Realitat des klinischen Alltags sind sol-
che Praparate aber extrem selten, da im Zweifelsfall die primare operative Entfer-

nung als konsentierte Methode der Wahl anzusehen ware.

Bei soliden Raumforderungen im Rahmen von Feinnadelpunktaten waren nicht-
epitheliale Lasionen schon eher denkbar. Neben Metastasen von malignen Mela-
nomen, die immer mit zu berucksichtigen waren, konnten prinzipiell auch alle Arten
mesenchymaler Tumoren, sowohl gutartige, als auch bdsartige, vorliegen. Hier

ware prinzipiell die Mdoglichkeit gegeben, durch geeignete Marker zumindest die
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Histogenese (neuronal, lipomatds, fibros, muskular...) der Tumorzellen einzugren-
zen. Sicherlich wird es auch méglich sein, bei hochmalignen Tumoren rein morpho-
logisch eine Zuordnung zu einem Sarkom in Abgrenzung gegenuber einer benignen
Tumorbildung zu treffen. Schwierig bis unmaoglich aber bleibt die zytologische und
immunzytochemische Einordnung der meisten Lasionen mit nur vergleichsweise
geringen Atypien als gutartig oder bosartig. Ausnahmen konnten Fibromatosen (Po-
sitivitat fur E-Cadherin) oder solide fiborose Tumoren (SFT, Positivitat fur STAT-6)
sein. Eine Anwendung an mesenchymalen Lasionen, die im Krankengut in Dussel-
dorf in seltenen Fallen vorkamen, allerdings nicht im hier analysierten Zeitraum
2009, waren transgastrale Punktate von Raumforderungen der Magenwand mit der
Frage nach einem GIST (DD: Leiomyom oder neurogener Tumor). Hier ware mit
einem Markerprofil, das eine Positivitat der Tumorzellen gegeniber (CD117) und
DOG-1 und eine Negativitat gegenuber Aktin, Caldesmon oder S-100 ausweist, eine
sichere Diagnose zu stellen.

Bei allen Mdglichkeiten, die die Zytologie theoretisch bietet, darf aber nicht Gberse-
hen werden, dass zytologische Proben aus mesenchymalen Lasionen selten blei-
ben und Stanzbiopsien oder offene Biopsien mit histologischer Aufarbeitung absolut

im Vordergrund der diagnostischen Vorgehensweise stehen.

Differentialdiagnostisch waren auch maligne Lymphome zu bedenken, sowohl in
Punktaten aus Raumforderungen, sondern mehr in Ergussen oder im Liquor. Auch
wenn sich zytologisch Fragen in Richtung eines malignen Lymphoms durchaus in
bestimmten Fallen beantworten lassen kdnnen, bleiben die Mdglichkeiten an Aus-
strichen eingeschrankt, da nicht selten eine Fulle von Antikdrpern angewandt wer-
den muss. Hier ergeben sich entsprechend Vorteile in der der Diagnostik durch His-
tologie bzw. bei Flissigkeiten durch Durchflusszytometrie. Allerdings zeigt eine Ar-
beit an zellreichen Zellblocken, dass, gutes Material vorausgesetzt, durchaus be-
reits solche zytologisch gewonnenen Minihistologien ausreichen, um sowohl eine
Lymphomdiagnose, als auch eine Lymphomtypisierung verlasslich hinzubekom-
men. In einer Studie an 103 Lymphomen und 74 reaktiven Veranderungen wurden
173 der 177 Falle richtig diagnostiziert (97,7%) und typisiert (Zhang et al. 2014).
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4.3 Resumée und Ausblick

Die hier dargestellte Studie an immunzytochemischen Anwendungen bezog sich
auf den definierten Zeitraum des Jahres 2009. Seitdem sind einige Jahre vergan-
gen, in denen sich in der Pathologie manches gewandelt hat. Dieses gilt ganz all-
gemein fur die zunehmende Bedeutung der molekularen Pathologie insbesondere
bei Lungenkarzinomen oder im Bereich der Weichteilsarkome. Dennoch sind auch
andere adjuvante Methoden wie die DNA-Bildzytometrie, histochemische Verfahren
oder immunologische Anwendungen sicherlich nicht am Ende ihrer Moglichkeiten
angewandt. Auch die Digitalisierung beginnt in der Pathologie Ful zu fassen, indem
verschiedene Institute Wege zur morphologischen Diagnostik am eingescannten
Schnittpraparat beschreiten. Im Folgenden soll auf einzelne Aspekte eingegangen

werden, die unser Themenfeld der Immunanwendungen in der Zytologie berihren.

Entwicklungen bei immunhistochemischen / immunzytochemischen Antikdrpern

Wenn man sich vor Augen fuhrt, wie viele neue Marker in den letzten 30 Jahren
wissenschaftlich erprobt bzw. in der Krankenversorgung diagnostisch eingesetzt
worden sind, dann mag es umso mehr Uberraschen, dass Panel von 2009 heute

noch als diagnostisch sinnvoll gelten kénnen.

Legt man die Panel zur Tumoridentifikation (BerEP4, HEA125, Calretinin, CD68)
und zur Tumortypisierung (CK7, CK20, cdx-2, TTF-1, CA125, erganzt um GATA-3)
zugrunde und fugt im Bedarfsfall PAX-8, WT-1, ER, PR und Her-2/neu hinzu, so
werden sich auch heute noch mit damals bereits etablierten Markern die allermeis-
ten Falle I6sen bzw. wenigstens sinnvoll eingrenzen lassen. ,Lésen“ hiele in die-
sem Zusammenhang eine exakte Zuordnung des Primartumors, ,sinnvoll eingren-
zen“ bedeutete beispielsweise, dass man als Pathologe bei einem Adenokarzinom
mit dem Immunphanotyp CK7+ / CK20- und einigen positiven Zellen fur cdx-2 dem
Kliniker eher eine Gastroskopie als eine Koloskopie als endoskopische Malinahme
empfiehlt, also seine naheliegende differentialdiagnostische Vorstellung, es han-
dele sich in erster Linie um ein Karzinom des Magens, der Gallenwege oder des
Pankreas, Uber einen Klartext-Kommentar auch in klinisch-bildgebende Empfehlun-

gen umsetzt.
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Aulerdem sollte man nicht zu schnell auf eine angebliche ,hochsensitive“ oder
,Spezifische“ Leistungskraft neuer Marker setzen. Immer wieder wurde Antikdrper
auf den Markt gebracht, die nach einer kurzen Phase wieder aus dem Bewusstsein
der Diagnostiker verschwunden sind, nachdem sich ihre Sensitivitdt und Spezifitat
als geringer herausgestellt hatte als urspringlich angenommen. Dies gilt nicht nur
fur Marker wie das historische NSE (,Neuronen-spezifische Enolase®), das das Wort
,Spezifisch® bereits im Namen tragt, sich aber spater als so ubiquitar verbreitet dar-
stellte, dass NSE jetzt im englischen Sprachraum als ,nearly stains everything*
Ubersetzt wird. Das neueste Beispiel fur einen in die Diagnostik vordringenden Mar-
ker ist das TRPS1, ein Marker, der wie GATA-3 Zellkerne von Mammakarzinomen
anfarbt und zwei Schwachen des GATA-3 auflésen soll, namlich dessen haufige
Negativitat in Triple-negativen Mammakarzinomen und die Positivitat auch im
Urothel. Diese kann willkommen sein, wenn ein Urothelkarzinom identifiziert werden
soll, ist aber nicht hilfreich, wenn Patientinnen ein Urothelkarzinom und ein Mamma-
karzinom haben bzw. wenn beide Tumoren vermutet werden. Man wird abwarten
mussen, ob die fur beide Marker gemachten Angaben zu Expressionsraten in ver-
schiedenen Tumorentitaten im taglichen Alltag auf Dauer bestatigt werden kdénnen
(GATA-3: Miettinen et al. 2014, TRPS1: Ai et al. 2021).

Uber die Diagnostik und Typisierung hinaus gehen seit 2009 entwickelte Markeran-
wendungen, die sich auf die immunologische Surrogatdarstellung molekularer pra-
diktiver, therapeutischer Eigenschaften beziehen und damit in den Formenkreis der
pradiktiven Medizin fallen, auch ,Theranostik“ genannt. Beispiele hierfur waren An-
tikorper gegen ALK und ROS-1, die bei Lungenkarzinomen nicht nur an Histologie,
sondern auch an Zytologie eingesetzt werden konnen. Ferner ware PD-L1 zu er-
wahnen, dessen Expression ausschlaggebend ist fur die Indikation, Immunthera-
peutika einzusetzen. Einer der drei Interpretationsmodi von PD-L1 (siehe hierzu
Schildhaus 2018) bezieht sich rein auf die Bindung an der Zellmembran der Tumor-
zellen (TPS) und kann an Zytologien bestimmt werden. Die anderen beiden setzen
die Bindung an den Tumorzellen mit derjenigen an begleitenden Entzindungszellen
in Beziehung (CPS) bzw. beurteilen, wie grof3 der geschatzte Flachenanteil immun-

reaktiver Entzindungszellen im Tumor ist (IC-Score); naturgemaf} kénnen diese, da
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bei der zytologischen Materialgewinnung bzw. -verarbeitung die Nachbarschaftsbe-
ziehungen zwischen den Zellen verloren gehen, nicht bestimmt werden.

Die Validierungsstudien zu ALK, ROS-1 und PD-L1 an zytologischem Material wur-
den kurzlich in einem offiziellen Review der IASLC (International Association for
Studies on Lung Cancer) unter Federflihrung einer in der wissenschaftlichen Zyto-
pathologie fihrenden Einrichtung, dem Institut fir Pathologie der Universitat Basel,
zusammengestellt (Jain et al. 2019). Aus ihnen leitet sich eine gute Ubertragbarkeit
der Farbergebnisse zwischen Histologie und Zytologie ab. Inzwischen wird ver-
sucht, Computer-gestlitzt und auf multimodalem Weg eine verlasslichere Bestim-

mung insbesondere an zytologischen Praparaten zu erreichen (Lozano et al. 2023).

Entwicklungen bei Praparationsmethoden

Was die Praparationsmethoden betrifft, so wurde in Dusseldorf im Jahr 2009 ganz
uberwiegend ,klassisch® vorgegangen. Damit ist gemeint, dass solides, nicht-flissi-
ges Feuchtmaterial von Punktaten oder Abstrichen von den klinischen Kollegen be-
reits auf Objekttrager aufgebracht und auch dort entweder luftgetrocknet oder durch
die moglichst sofortige Anwendung alkoholischer Sprays Alkohol-fixiert wird. Liegen
Fllssigkeiten vor, also Ergusse, Liquor, Zystenpunktate, Flissigkeiten der ableiten-
den Harnwege oder broncho-alveolare Sekrete, so werden diese je nach speziellen
Vorgaben entweder unfixiert oder in Alkohol-basierten Losungen fixiert an die Cyto-
pathologie Ubersandt und dort letztendlich nach Zentrifugation etc. in Sedimentaus-
striche Uberfuhrt.

Alternativ bzw. komplementar hierzu stehen die Methoden der Dinnschichtzytolo-
gie und der Zellblocktechnik zur Verfligung. Bei der Dunnschichtzytologie werden
Abstriche oder Feinnadelpunktate eben nicht vom Kliniker auf Objekttrager aufge-
bracht, sondern in kleine, gewerblich erhaltliche Gefalke Uberflhrt, die mit einer Fi-
xationslosung gefullt sind. Die weitere Praparategewinnung erfolgt dann in der Zy-
tologie nach standardisierten Verfahren (z.B. SurePath, ThinPrep). Bei der Zell-
blocktechnik wird nach Zentrifugation oder Sedimentierung der Unterstand im Ge-
fal mit Proteinen versetzt, die zur Koagulation gebracht werden. Das entstandene
gallertige Pellet wird dann wie ein fixiertes Gewebsstlck in einen Paraffinblock Gber-

fuhrt und mit den Ublichen Methoden der Histologie aufgearbeitet.
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Wahrend bei der Dunnschichtzytologie das morphologische Prinzip der Zytologie
gewabhrt bleibt, wird bei der Zellblocktechnik letztendlich Zytologie an histologischen
Schnittpraparaten betrieben. Auf die Vor- und Nachteile beider Methoden kann im
Rahmen dieser Arbeit nicht weiter eingegangen werden. Insgesamt aber liegen Zell-
blécke klar im Trend der Zeit und finden bereits in vielen Instituten Anwendung,
insbesondere auch in Osterreich und der Schweiz, wo die Zytologie einen viel ho-
heren Stellenwert geniel3t als in Deutschland. Die Anspruche an die Pathologie als
Gesamtfach sind in den letzten Jahren immer weiter gestiegen, insbesondere an
die Fulle der Anwendung von adjuvanten Methoden; will die Zytologie da mithalten,
ware sie gut beraten, eine routinemaRige Anwendung der Zellblocktechnik zu Uber-
legen, entweder als primare Methode oder komplementar zur konventionellen Zyto-
logie. Aufgrund der begrenzten Praparatezahl von Ausstrichpraparaten oder Sedi-
mentausstrichen wird man ansonsten immer wieder auf Situationen stof3en, in de-
nen sich spezielle Fragestellungen nicht beantworten lassen, weil die Praparate
hierfur nicht ausreichen. Der Zellblocktechnik kommt heute auch am Standort Dus-

seldorf ein deutlich hoherer Stellenwert zu als 2009.

Alles in allem Iasst sich sagen, dass das seinerzeit eingesetzte Arsenal an diagnos-
tischen Markern nach wie vor, von einzelnen Ausnahmen abgesehen, aktuell ist,
dass also die Erganzung der konventionellen Zytologie durch Immunzytochemie in
der Routinediagnostik auf im Wesentlichen den gleichen Markern beruht. Die Hin-
zunahme von pradiktiven Markern eroffnet bereits heute neue Chancen in der mor-
phologisch basierten Therapieplanung, die naturlich heute immer auch im Kontext
von molekularpathologischen Entwicklungen gesehen werden muss. Das hieraus
resultierende gestufte Modell des schrittweisen diagnostischen Vorgehens wird si-
cher auch in Zukunft modifiziert erhalten bleiben: Ohne konventionelle Morphologie
(Schritt 1) keine rein diagnostischen morphologischen Erganzungen (Schritt 2), und
ohne deren wegweisenden Ergebnisse keine pradiktiven surrogatmorphologischen
oder molekularen Folgeuntersuchungen (Schritt 3), die bekanntermalen gut an zy-
tologischem Material mdglich sind (aktuell zusammengestellt bei Fassunke et al.
2020). Dieses Modell ist sowohl in der Histologie, als auch in der Zytologie tragfahig
und inzwischen etabliert - im Jahr 2009, auf das sich unsere Untersuchung bezieht,

war allerdings der Aufbau des dritten Schrittes noch allgemein in den Anfangen.
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