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Einleitung

1 Einleitung

Noch vor rund 100 Jahren war das Lungenkarzinom eine seltene Erkrankung. So schrieb Eduard von
Rindfleisch in seinem Lehrbuch der pathologischen Gewebelehre: ,,.Die Lunge ist zur priméren
Geschwulstbildung ausserordentlich wenig geneigt™ (Rindfleisch 1869). Heute ist das Lungenkarzinom
eine der haufigsten Krebstodesursachen weltweit (Travis et al.. WHO 2004; Hirsch 2009; Rosell et al.
2012). In Deutschland gehort es zu den héufigsten natiirlichen Todesursachen (Heigener 2010). Die
Prognose dieser Tumorerkrankung ist schlecht, es sei denn der Tumor wird friih entdeckt. Aufgrund des
initial oft symptomarmen Verlaufs wird das Lungenkarzinom aber héaufig erst in den fortgeschrittenen
Stadien IIIb oder IV diagnostiziert (Hirsch 2009; Goeckenjan 2010; Heigener 2010; Rekhtman et al.
2011).

Zur Diagnose von Lungentumoren gibt es verschiedene Methoden: Ublich sind bildgebende Verfahren,
wie das Rontgen oder die Computertomographie des Thorax und endobronchialer Ultraschall (EBUS).
Endoskopische  Verfahren ermoglichen es, Lungenbiopsien, Bronchiallavagen (BL) und

bronchioalveolédre Lavagen (BAL) mit einem Bronchoskop zu gewinnen (Heigener 2010).

Entscheidend fiir die individuelle Therapiewahl ist die histopathologische Untersuchung des Tumors,
da sich die Behandlung des Lungenkarzinoms innerhalb der verschiedenen Tumorentititen
unterscheidet. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll der Nutzen zytologischer Proben fiir die

Lungenkarzinom-Diagnostik charakterisiert werden.

Die Etablierung von Untersuchungen an zytologischem Material aus der Lunge ist von grof3er
Relevanz, da zytologisches Material leicht gewonnen werden kann. Bei schwer kranken Patienten gibt
es oft Kontraindikationen gegen die Entnahme von transbronchialen Biopsien und erst recht gegen eine
Lungenlappenresektion im Rahmen eines groBeren operativen Eingriffs. In fortgeschrittenen Stadien
sind ca. 60 % der Patienten ohnehin nicht operabel (Rekhtman et al. 2011). Uberdies hinaus wird bei
einer Lungenbiopsie nur sehr wenig Material gewonnen, an dem eine Diagnose gestellt werden muss.
Eine zusdtzliche zytologische Untersuchung bietet eine Moglichkeit zur Absicherung der

histologischen Diagnose.

1.1 Bronchoskopie, Lungenzytologie und Lungenhistologie

Bronchoskopie

Sowohl histologische Proben (Biopsie) als auch zytologische Proben (BL/BAL) kénnen im Rahmen
einer Bronchoskopie gewonnen werden.

Die endoskopische Untersuchung der Lunge ldsst sich bis in das 19. Jahrhundert zuriickverfolgen, als

1



Einleitung

starre Lichtrohren genutzt wurden, um den Bronchialbaum zu untersuchen (Lee 2007).

Die erste Bronchoskopie fiihrte der deutsche Hals-Nasen-Ohren-Arzt Gustav Kilian mit einem
Gastroskop durch. Er entfernte damit am 18. Mérz 1897 einen Knochensplitter aus dem rechten
Hauptbronchus eines Schwarzwaldbauern (Nakhosteen 2009).

Ein weiterer Schritt in der Geschichte der Bronchoskopie war die FEinfilhrung des flexiblen
Bronchoskops 1966 durch Dr. Shigeto Ikeda (Nakhosteen 2009). Diese Technik verbreitete sich schnell
(Reynolds 1987).

Heute hat die Bronchoskopie einen zentralen Platz in der pneumologischen Diagnostik. Die Entnahme
von BL/BAL und transbronchialen Biopsien mit dem Bronchoskop ist inzwischen ein standardisiertes
Verfahren (Schumann 2004).

Absolute Kontraindikationen fiir eine Bronchoskopie an sich gibt es nicht; zu den relativen gehdren:
frischer Herzinfarkt, manifeste respiratorische oder schwere kardiale Dekompensation und pO2 unter
50 mmHg bzw. pCO2 iiber 50 mmHg (Nakhosteen 2009). Soll im Rahmen der Bronchoskopie aber
eine Biopsie entnommen werden, gibt es folgende absolute Kontraindikationen: pulmonal-arterielle
Hypertonie, therapierefraktire hidmorrhagische Diathese und nicht korrigierbare respiratorische
Insuffizienz (Nakhosteen 2009). Auch wenn die Bronchoskopie zur Gewinnung einer Biopsie eine
relativ gut vertrdgliche Untersuchung ist, ist sie dennoch invasiv. Bei sehr schlechtem
Allgemeinzustand eines Patienten, wie das bei Patienten mit fortgeschrittenem Lungenkarzinom oft der

Fall ist, ist eine Bronchoskopie nicht immer durchfiihrbar, da sie zu belastend wére (Hung et al. 2006).

Lungenzytologie

Die Charakterisierung zytologischer Untersuchungen ist Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit. An
Fliissigkeiten aus bronchoskopisch gewonnener Bronchiallavage (BL) oder bronchioalveoldrer Lavage
(BAL) erfolgen zytologische Untersuchungen (Nakhosteen 2009). Bei der BAL wird mehr Fliissigkeit
tiefer im Bronchialbaum instilliert (Becker 1990). So konnen auch peripher gelegene Lungenabschnitte
gespiilt werden. Aullerdem unterscheiden sich BL und BAL etwas in der diagnostischen Zielstellung.
Die BAL wird in erster Linie angewandt, um entziindliche Lungenerkrankungen zu diagnostizieren
(Becker 1990). Sekundér kann sie aber auch genutzt werden, um Material aus peripher gelegenen
tumorverddchtigen Arealen zu gewinnen. Insbesondere mit Anstieg der Inzidenz peripherer
Lungenkarzinome ist die Wertigkeit der BAL gestiegen (Koss und Melamed 2006). Die BL, bei der
etwas weniger Fliissigkeit instilliert wird, wird genutzt, um Material fiir eine zytologische
Tumordiagnostik zu gewinnen. Zur genauen Technik iiber die Gewinnung der zytologischen Proben fiir
die vorliegende Arbeit siche unter 3.1.1.

Fir diese Arbeit ist die Differenzierung zwischen BL und BAL letztlich nicht relevant. Beide
Verfahren werden im Rahmen einer Bronchoskopie zusammen mit einer Zangenbiopsie durchgefiihrt

und im hiesigen pathologischen Institut auf Tumorzellen untersucht.
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Zytologische Proben konnen bronchoskopisch gewonnen werden, aber auch durch Punktierung eines

Pleuraergusses.

Lungenhistologie

Zur histologischen Sicherung eines Lungenkarzinoms wird in der Regel eine Biopsie entnommen.
Hierfiir stehen verschiedene Methoden zur Verfiigung. Die Biopsie kann zum einen transbronchial mit
einem flexiblen oder starren Bronchoskop erfolgen. Hierbei wird mit einer Biopsiezange ein kleines
Stiick Gewebe entnommen. Zum anderen kann die Biopsie auch transthorakal durchgefiihrt werden und
zwar im Rahmen einer CT-gesteuerten Punktion unter sterilen Kautelen. Dann ist jedoch das
gleichzeitige Gewinnen von Bronchialfliissigkeit zur zytologischen Unteruschung nicht moglich,

auferdem besteht erhohte Gefahr fiir einen Pneumo- oder Hamatothorax (Heigener 2010).

1.2 Epidemiologie, Atiologie, Symptome, Diagnostik, Prognose und Privention des

Lungenkarzinoms

Epidemiologie

Der erste durch eine Obduktion gesicherte Fall eines primédren Lungenkarzinoms wurde 1871 von
Langerhans veroffentlicht (Dohm 2004). Damals war der Lungenkrebs noch eine seltene Erkrankung.
Mit der Zunahme des Tabakkonsums stieg auch die Inzidenz des Lungenkarzinoms, sodass dieses heute
die fiihrende Krebstodesursache weltweit ist (Travis et al.: WHO 2004; Goeckenjan 2010).

Die Inzidenz von Lungenkarzinomen in einer Bevdlkerung reflektiert das jeweilige Rauchverhalten
(Travis et al.: WHO 2004). 1980 lag der Schwerpunkt des Krankheitsgeschehens noch in den
Industrieléndern, heute hat er sich in die Lander der Dritten Welt verlagert. Ursache dafiir ist der
steigende Tabakkonsum in den Entwicklungslindern, der mit einer Zunahme der Inzidenz und
Mortalitét des Lungenkarzinoms verbunden ist (Becker 2010). Hinsichtlich der Geschlechterverteilung
zeichnet sich ab, dass die Inzidenz des Lungenkarzinoms bei Ménnern kontinuierlich sinkt, vermutlich
infolge des Riickgangs der Rauchprivalenz. Bei Frauen hingegen haben sich Inzidenz und Mortalitit in
den letzten dreilig Jahren fast verdoppelt (Goeckenjan 2010; Becker 2010).

Im Jahr 2010 starben in Deutschland 42.972 Menschen am Lungenkarzinom, 29.357 Maénner und
13.615 Frauen (Statistisches Bundesamt (Destatis) 2010). Damit steht der Lungenkrebs hierzulande an
vierter Stelle aller Todesursachen und ist die hdufigste Krebstodesursache bei Méannern sowie die
zweithdufigste Krebstodesursache bei Frauen nach dem Mammakarzinom. Im Jahr 2008 starben
weltweit 1,8 Millionen Menschen an Lungenkrebs. Das durchschnittliche 5-Jahres-Uberleben betrigt
fiir Patienten mit Lungenkarzinom in Deutschland ca. 15 % fir Ménner und 18 % fiir Frauen
(Goeckenjan et al.: S3-Leitlinie 2010). In den USA liegt das mediane 5-Jahres-Uberleben bei ca. 15 %,

in Europa bei etwa 10 % und in den Landern der Dritten Welt bei knapp 9 % (Becker 2010).
3
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Atiologie

Die Hauptursache fiir die Entstehung des Lungenkarzinoms ist das Rauchen. 85 % aller
Lungenkrebstodesfille sind auf Tabakkonsum zuriickzufiihren. Im Zigarettenrauch sind eine Vielzahl
an Karzinogenen und inflammatorischen Stoffen enthalten (Travis et al.: WHO 2004). Aber auch
Noxen, wie etwa polyzyklische Kohlenwasserstoffe, Asbest, Arsen, Chrom, Nickel, Dieselabgase u. a.
konnen Lungenkrebs verursachen. In 9-15 % der Lungenkrebstodesfille ist eine berufliche Exposition
gegeniiber Kanzerogenen ursdchlich. Bereits 1943 wurde der Lungenkrebs in Verbindung mit
Asbestose in die Liste der Berufskrankheiten aufgenommen. Auch die ionisierende Strahlung, die durch
den radioaktiven Zerfall von Radon entsteht, kann Lungenkrebs hervorrufen. So wird die natiirliche
Radonkonzentration in Wohnungen, unabhéngig von beruflicher Exposition, fiir bis zu 5 % der
Lungenkarzinome verantwortlich gemacht. In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass eine
hohe Schadstoffbelastung der AuBenluft das Risiko fiir Lungenkrebs erhoht. Aufgrund einer
multiplikativen Wirkung in Kombination mit Tabakkonsum ist das Risiko fiir Raucher besonders hoch
(Becker 2010; Goeckenjan 2010; Travis et al.: WHO 2004).

Des Weiteren wird auch eine genetische Disposition diskutiert. So fand man heraus, dass in den USA
Afroamerikaner héaufiger erkranken als die weiBle Bevolkerung, wahrend ,,Hispanics® und Asiaten

geringere Erkrankungsraten aufweisen (Parker et al. 1998; Haiman et al. 2006; Vallée 2007).

Symptome

Die Symptome, die das Lungenkarzinom verursacht, werden durch lokale Infiltration, Invasion in
umgebende Strukturen, paraneoplastische Syndrome und Metastasierung hervorgerufen. Im
Frithstadium kommt es nur selten zu deutlichen Symptomen, da das zundchst lokale Wachstum des
Lungenkarzinoms anfanglich unbemerkt bleibt (Goeckenjan 2010). Im Spétstadium kann es zu Husten,
Thoraxschmerz, Hdmoptysen, Dyspnoe infolge von Pleuraergiissen, Stenosen oder Atelektasen,
rezidivierenden Pneumonien (Retentionspneumonien) und B-Symptomatik (Gewichtsabnahme,
Nachtschweill und Fieber) kommen (Travis et al.: WHO 2004; Kirchbacher 2009). Teilweise fiihren
auch Symptome bzw. Syndrome, wie das Horner-Syndrom (Ptosis, Miosis und Enophtalmus) oder
Heiserkeit aufgrund einer Parese des Nervus laryngeus recurrens zum Verdacht auf das Vorliegen eines
Lungenkarzinoms (Kirchbacher 2009). Oftmals sind es erst Metastasen, die Symptome hervorrufen.
Dies gilt insbesondere fiir das Kleinzellige Lungenkarzinom (SCLC), hier finden sich oft
paraneoplastische und endokrine Syndrome, z. B. Myasthenien (Lambert-Eaton-Syndrom),
Dermatomyositis oder abnorme ACTH- und ADH-Spiegel. 10 % der SCLC-Patienten haben auBlerdem
eine obere Einflussstauung (Vena-cava-superior-Syndrom) (Travis et al.: WHO 2004).

Oft schon frithzeitig beginnt eine lymphogene Metastasierung des Lungenkarzinoms. Zunédchst werden
intrapulmonale Lymphknoten befallen, gefolgt von parabronchialen und hildren Lymphknoten.

Hamatogene Metastasen finden sich zu 25 % in der Leber, zu 20 % im Skelettsystem, zu 15 % in den
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Nebennieren und zu 10 % im Gehirn (Travis et al.: WHO 2004).

Diagnostik

Bei Verdacht auf ein Lungenkarzinom ist der erste Schritt meist eine Rontgenaufnahme des Thorax in
zwei Ebenen. Hierbei gilt aber zu beachten, dass Herde, die kleiner als zwei Zentimeter sind in ca. 50
% der Fille rontgenologisch nicht erkannt werden (Heigener 2010). Sensitivitit und Spezifitit der
Rontgendiagnostik sind relativ gering (Goeckenjan 2010). Dennoch eignet sich aufgrund der geringen
Strahlenbelastung ein Thorax-Rontgen auch zur Verlaufskontrolle der Tumorerkrankung, z. B. vor
einem neuen Chemotherapiezyklus (Heigener 2010).

Die CT (Computertomographie) des Thorax stellt das Lungenparenchym sehr genau dar und ermoglicht
eine GroBenbeurteilung der mediastinalen Lymphknoten (Heigener 2010). Durch die CT ist ein
genaues Staging des Lungenkarzinoms mdglich, dennoch ist die Spezifitét relativ gering, sodass auch
viele falsch positive Befunde erhoben werden (Goeckenjan 2010).

Immer mehr an Bedeutung fiir Diagnose und Staging des Lungenkarzinoms gewinnt die
Positronenemissionstomographie (PET). Sie basiert auf dem erhdhten Glucosestoffwechsel in malignen
Zellen, da sich hier der radioaktive Tracer 18F-Fluordesoxyglucose (FDG) anreichert. Die
Anreicherung kann mit Scannern detektiert werden (Heigener 2010). Gew6hnlich wird die PET mit
einer CT kombiniert. Studien belegen, dass die FDG-PET hinsichtlich des Lymphknotenstagings beim
Lungenkarzinom eine hohere Sensitivitit und Spezifitit hat als die CT (Goeckenjan 2010). Nachteile
der PET sind ihre derzeit noch limitierte Verfiigbarkeit und die hohen Kosten, die in Deutschland nicht
immer von der Krankenkasse getragen werden (Heigener 2010).

Endoskopische Verfahren wie die flexible oder starre Bronchoskopie und die Mediastinoskopie
ermdglichen die Entnahme von Biopsien aus dem Tumor, sodass ein genaues histologisches Staging
durchgefiihrt werden kann. Die Kombination der Bronchoskopie mit endoskopischen
Ultraschallverfahren erlaubt eine besonders gute Visualisierung der mediastinalen Lymphknoten
(Heigener 2010). Im Rahmen einer Bronchoskopie werden auch BL und BAL gewonnen, die

zytologisch untersucht werden.

Prognose

Die Prognose des Lungenkarzinoms ist nach wie vor schlecht, die Mortalitét ist hoch. Die mediane 5-
Jahres-Uberlebenszeit liegt bei 9-18 % fiir Lungenkarzinome insgesamt (Goeckenjan et al.: S3-Leitlinie
2010; Becker et al. 2010). Sowohl beim SCLC als auch beim NSCLC (Nicht-kleinzelligen Karzinom)
hiangt die Prognose iliberwiegend vom Stadium der Erkrankung bei Erstdiagnose ab. Patienten in
Stadium I und II konnen haufiger kurativ behandelt werden als Patienten in Stadium III und IV (Raab
und Silverman 1994). Aufgrund der geringen Symptome im Frithstadium wird das Lungenkarzinom

aber meistens erst im spaten Stadium diagnostiziert und ist dann nicht mehr heilbar (Heigener 2010).
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Préavention

Die wichtigste Primidrpriavention ist die Reduzierung des Tabakkonsums, wodurch vermutlich ein
groferer Effekt erzielt werden konnte als durch jeglichen diagnostischen und therapeutischen
Fortschritt (Goeckenjan 2010). In den 1970er und 1980er Jahren wurden Studien zur
Sekundérpridvention des Lungenkarzinoms durchgefiihrt. Jihrliche Thoraxiibersichtaufnahmen und
Sputumuntersuchungen fiihrten jedoch nicht zur Senkung der Lungenkrebsmortalitét in der gescreenten
Gruppe (Goeckenjan 2010). Seit 2007 werden nun Probanden fiir eine neue Studie zur
Sekundarpravention rekrutiert, nimlich die LUSI-Studie (Lungenkrebs-Screening-Interventionsstudie),
die im Rahmen einer Zusammenarbeit zwischen den Abteilungen Krebsepidemiologie und Radiologie
des deutschen Krebsforschungszentrums sowie der Thoraxklinik in Heidelberg zustande gekommen ist.
In der LUSI-Studie soll gepriift werden, ob eine jahrliche Mehrschichtcomputertomographie (MSCT)
als Lungenkrebsscreening geeignet ist. Die Screening-Probanden werden in zwolfmonatigen
Abschnitten insgesamt vier Mal mit MSCT untersucht, die Kontroll-Probanden fiillen jéhrlich einen

Fragebogen aus (Becker 2010). Die Ergebnisse dieser Studie stehen noch aus.

1.3 Einteilung des Lungenkarzinoms nach WHO-Klassifikation, TNM-Stadien, UICC-Stadien
und histologisches Grading

Die WHO teilt das Lungenkarzinom nach histologischen Kriterien ein. Es gibt vier Hauptentititen:
Kleinzelliges Lungenkarzinom (SCLC), Plattenepithelkarzinom (PECA), Adenokarzinom (AC), hierzu
gehort auch das Adenokarzinom in situ (AIS, frithere Bezeichnung: bronchioalveoldres Karzinom), und
GroBzelliges Karzinom (LC). Letztere drei sind Subentitdten der Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinome
(NSCLC). AuBlerdem existieren neuroendokrine Tumoren und weitere seltene Karzinome (Travis et al.:
WHO 2004).

SCLC machen ca. 20 % aller Bronchialkarzinome aus. Die restlichen 80 % verteilen sich auf die
verschiedenen Subentititen des NSCLC. Die Inzidenzen der Subgruppen des NSCLC unterscheiden
sich in Abhéngigkeit vom Geschlecht, dem Rauchverhalten und der ethnischen Zugehorigkeit. Sie
veriandern sich kontinuierlich. Vor rund 30 Jahren hatte das PECA die hochste Inzidenz, mittlerweile
hat das AC aufgeholt und ist momentan das am haufigsten diagnostizierte NSCLC (Travis et al.: WHO
2004).

Grundlage der Stadieneinteilung (Staging) der NSCLC ist das TNM-System, welches anerkannten
Regeln der UICC (Union internationale contre le cancer) folgt. Wie in den Tabellen 1 und 2 ersichtlich

erfolgt die Zuordnung in die Stadien I bis IV anhand der Faktoren Tumorausmall (T0-4),
Lymphknotenbefall (N1-3) und Vorhandensein von Fernmetastasen (MO0-1) (Wittekind 2010). Beim
Kleinzelligen Lungenkarzinom (SCLC) kann auch das TNM-System zur Stadieneinteilung genutzt

werden, gewdhnlich erfolgt jedoch die Einteilung in ,,Limited Disease” (auf einen Hemithorax
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begrenzt, eventuell mit regiondren Lymphknoten-Metastasen, dquivalent zu TNM-Stadium [-III) und

»Extensive Disease” (Ausbreitung iiber einen Hemithorax hinaus, dquivalent zu TNM-Stadium IV)

(Travis et al.: WHO 2004; Kirchbacher 2009).

UICC-TNM-KIlassifikation des Lungenkarzinom (7. Auflage, giiltig seit 2010)

Tx

Primartumor nicht beurteilbar, radiologisch und bronchoskopisch nicht sichtbar, aber
positive Zytologie (Sputum etc.)

T1
Tla
T1b

Tumor bis 3 cm, Hauptbronchus frei
Lésion bis 2 cm
Léasion > 2 c¢cm bis 3 cm

T2

T2a
T2b

Tumor >3 cm < 7 cm mit
- Befall von Hauptbronchus > 2 ¢cm von der Carina oder
- Infiltration viszeraler Pleura
- Atelektase oder partielle obstruktive Entziindung
Lasion>3 cm<5cm
Lision > 5cm <7 cm

T3

Tumor grofer als 7 cm oder
Tumor jeder GroBe mit Infiltration von
Brustwand,
Zwerchfell,
Nervus phrenicus
- mediastinaler Pleura oder
- parietalem Perikard
Befall des Hauptbronchus <2 cm von der Carina, Atelektase oder obstruktive Entziindung
der ganzen Lunge
(ehem. T4)

T4

Tumor jeder GroBe mit Infiltration von
- Mediastinum,
- Herz,
- groBlen Gefalle,
- Trachea,
- N. laryngeus recurrens
- Osophagus,
- Wirbelkorpern oder
- Carina
Tumorherde in anderen ipsilateralen Lungenlappen (ehem. M1)

NO

Keine regionédren Lymphknotenmetastasen

N1

Befall ipsilateraler peribronchialer/ hildarer Lymphknoten

N2

Befall ipsilateraler mediastinaler/ subkarinaler Lymphknoten

N3

Befall kontralateraler mediastinaler, hilérer, ipsi- oder kontralateraler Skalenus- oder
supraklavikuldrer Lymphknoten

MO

Keine Fernmetastasen

Mla

MIlb

Tumor mit malignem Pleura- oder Perikarderguss
Tumorherde in anderen kontralateralen Lappen
Andere Fernmetastasen

Tabelle 1: TNM-Klassifikation des Lungenkarzinoms

(Travis et al.: WHO 2004; Goeckenjan et al.: S3-Leitlinie 2010; Wittekind 2010)
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Stadieneinteilung des Lungenkarzinoms nach UICC-TNM-Klassifikation

. . Tumor auf Schleimhaut begrenzt, kein
Stadium 0 Tis NO MO Lymphknotenbefall, keine Fernmetastasen
Stadium JA | Tlab NO MO Lungentumor ohne Lymphknotenbefall
Stadium IB T2a NO MO und ohne Fernmetastasen

. Tla,b
Stadium ITA T2ab NO-1 MO

;gb Lungentumor mit begrenztem
Stadium 1IB | T3 (m. Herd | NO-1 MO Lymphknotenbefall ohne Fernmetastasen
im gleichen
Lappen)
T1,2,3,4
T3 (m. Herd
im gleichen

. Lappen) Lungentumor mit fortgeschrittenem

Stadium IITA T4 (m. Herd NO-2 MO Lymphknotenbefall oder groferer Ausdehnung
in anderem ohne Fernmetastasen
Lappen
ispilateral)

Stadium I1IB | Jedes T N2-3 MO

Stadium IV Jedes T Jedes N | Mla,b Lungentumor mit Fernmetastasen

Tabelle 2: Stadieneinteilung nach UICC-TNM-Klassifikation

(Goeckenjan et al. 2010; Travis et al.: WHO 2004)

Neben dem Staging nach TNM-Klassifikation gibt es noch eine histologische Beurteilung der
Tumordifferenzierung, das Grading (Graduierung des Tumors). Beim Grading wird die Ahnlichkeit der
Tumorzellen mit gesunden Organzellen verglichen. Dies gibt Aufschluss iiber die Bosartigkeit eines
Tumors. Folgende Grading-Stadien kdnnen mikroskopisch bestimmt werden: G1 (gut differenziert, d.h.
dem Ursprungsgewebe noch sehr dhnlich, weniger aggressiv), G2 (mdBig differenziert), G3 (schlecht
differenziert) und G4 (undifferenziert, d. h. kaum Ahnlichkeit mit Ursprungsgewebe, sehr aggressiv)
(Travis et al.: WHO 2004).
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1.4 Morphologische Charakterisierung der hiufigsten Typen des Lungenkarzinoms

Die Validierung zytologischer Untersuchungen an Material aus BL und BAL ist ein thematischer

Schwerpunkt der

vorliegenden Arbeit.

Voraussetzung  hierfiir

sind Kenntnisse

uber die

morphologischen Charakteristika des Lungenkarzinoms, auf deren Basis die Diagnose gestellt wird und

die Zuteilung zu einer Tumorentitdt erfolgt — sowohl zytologisch als auch histologisch.

Zytologische Charakterisierung

Zellform/
Tumorentitiit Kern Zytoplasma | Besonderheiten
Wachstum
) rundlich,
klein,
. ,nuclear
Wachstum in _ kaum
SCLC moulding’, Quetschartefakte
Strangen / vorhanden
Nukleolen
Verbédnden ) )
nicht sichtbar
spindelig,
polymorph,
kaulquappen- ) ) evtl. Verhornung,
Plattenepithelkarzinom _ hyperchro- eosinophil
formig, ) Nekrosen
) matisch
relativ grof3
blaschen-
relativ grof3, formig, evtl. Schleim-
Adenokarzinom lockere Haufen exzentrisch, | meist reichlich vakuolen im
oder Verbénde, grofle Zytoplasma
Nukleolen
mono- bis
. polymorph, .
relativ grof3, _ breiter
, _ unterschiedl.
GroBzelliges Karzinom | einzeln oder in N Zytoplasma-
grof3,
lockeren Haufen _ saum
deutliche
Nukleolen

Tabelle 3: Zytologische Charakterisierung des Lungenkarzinoms

(Feichter und Dalquen 2000; Travis et al.: WHO 2004; Koss und Melamed 2006)
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Kleinzelliges Karzinom (SCLC)

Die Tumorzellen des SCLCs wachsen meist in Stringen. Aufgrund ihrer hohen Artefaktanfilligkeit
erscheinen sie im selben Tumor histologisch und zytologisch in verschiedener Grofle. Die Kerne der in
Haufen und Verbédnden liegenden Zellen schmiegen sich eng an- und ineinander, was als so genanntes
»huclear moulding™ imponiert. Die Kerne sind rundlich bis haferkornartig eingedellt (,,0at cell
carcinom®) und mehr oder weniger hyperchromatisch; Nukleolen sind nicht zu sehen. Zytoplasma ist
nur spérlich vorhanden (Feichter und Dalquen 2000; Koss und Melamed 2006). Die genannten
zytologischen Charakteristika des SCLCs werden in Abbildung 1 und 2 verdeutlicht.

Abbildung 1: SCLC (Papanicolaou 40x) Abbildung 2: SCLC (Papanicolaou 100x)
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Die hdufigsten NSCLC sind das Plattenepithelkarzinom, das Adenokarzinom und das
GroBzellige Karzinom (Travis et al.. WHO 2004).

Plattenepithelkarzinom (PECA)

Das PECA zeichnet sich durch atypische Plattenepithelien aus, die je nach Differenzierungsgrad
verhornen konnen. Die Tumorzellen liegen vereinzelt, liberwiegend aber in Verbénden vor. Thre Form
ist rundlich, spindelig oder - wie in Abbildung 5 ersichtlich - kaulquappenférmig. Das Zytoplasma der
Tumorzellen ist eosinophil, die Kerne sind polymorph wie Lavabrocken und das Chromatin ist

hyperchromatisch. Der Hintergrund des PECAs ist oft schmutzig und entziindlich. Zahlreiche Nekrosen

sind ein indirekter Tumorhinweis (Feichter und Dalquen 2000; Koss und Melamed 2006).

. T A -

Abbildung 3: PECA (Papanicolaou 20x) Abbildung 4: PECA (Papanicolaou 100x)

Abbildung 5: PECA (Papanicolaou 100x): Abbildung 6: PECA (Papanicolaou 40x)
Kaulquappenzelle links unten
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Adenokarzinom (AC)

Beim AC liegen die relativ groBen Tumorzellen je nach Differenzierungsgrad in lockeren Haufen,
Verbidnden oder einzeln vor. Im Zytoplasma finden sich manchmal Schleimvakuolen (siehe hierzu
Abbildung 8). Die Kerne sind meist bldschenformig, exzentrisch gelegen und haben deutliche
Nukleolen. ACs konnen solide, tubuldr oder papilldr aufgebaut sein, was auf ihre Abstammung vom
Driisenepithel kleiner Bronchien und Bronchiolen hinweist (Feichter und Dalquen 2000; Koss und

Melamed 2006).

8
<
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Abbildung 7: AC (Papanicolaou 20x) Abbildung 8: AC (Papanicolaou 100x) mit
Schleimvakuolen

Abbildung 9: AC (Papanicolaou 40x)
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GroBzelliges Karzinom (LC)

Die Zellen des LCs sind grofer als die des SCLCs und haben einen breiteren Zytoplasmasaum. Die
Tumorzellen liegen einzeln oder in lockeren Gruppen, ihre Kerne sind monomorph bis polymorph,
hyperchromatisch und von unterschiedlicher Gréfle. Die Nukleolen sind in der Regel gut sichtbar und
teilweise multipel vorhanden. Zytoplasma gibt es meist reichlich. Schleimbildung oder Verhornung
finden sich nicht. Das LC ist ein anaplastischer, wenig differenzierter Tumortyp und oft schwer zu

diagnostizieren (Feichter und Dalquen 2000; Koss und Melamed 2006).

Abbildung 10: LC (Papanicolaou 20x) Abbildungl1: LC (Papanicolaou 100x)
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Histologische Charakterisierung

Tumorentitit Histologische Charakteristika

zentrale Lage in groen Bronchien, relativ kleine

Tumorzellen, wenig kohisiv, Quetschartefakte,
SCLC palisadenartiges Wachstum entlang kleiner
Blutgefale,

hohe Mitoserate

zentrale Lage in groen und mittleren
Bronchien, unterschiedliche

Differenzierungsgrade: hoch differenziert mit
Interzellularbriicken, zwiebelschalendhnlichen
Plattenepithelkarzinom ) ) )

Hornperlen und gleichférmig atypischen

Epithelkomplexen oder undifferenziert mit

ausgedehnten Nekrosen bis hin zu Pseudozysten

(Tumorkavernen), knotenférmiges Wachstum

periphere Lage, Unterscheidung in azinére,
papilldre, solide und Schleim bildende Formen,
ausgedehnte zentrale Vernarbung,
Adenokarzinom knotenférmiges Wachstum, Besonderheit:
Adenokarzinom in situ (AIS) mit
tapetenformiger Auskleidung der Alveolarraume

durch das Karzinom

geringe Differenzierung, es fehlen eindeutige
Grofizelliges Karzinom glanduldre oder plattenepitheliale Strukturen,

charakteristisch sind Zellen mit groBem Zellkern

Tabelle 4: Histologische Charakterisierung des Lungenkarzinoms

(Travis et al.: WHO 2004)

1.5 Therapie des Lungenkarzinoms

Die genaue zytologische und histologische Klassifizierung des Lungenkarzinoms ist von elementarer
Bedeutung fiir die Wahl der Therapie, da sich aufgrund neuer Erkenntnisse die therapeutischen
Strategien innerhalb der verschiedenen Tumorentititen mehr und mehr unterscheiden (Travis et al.:

WHO 2004).

Zunéchst einmal ist hier die Differenzierung zwischen SCLC und NSCLC wichtig.
14
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Beim SCLC stehen Bestrahlung und Chemotherapie an erster Stelle (Kirchbacher 2009).

Beim NSCLC ist die therapeutische Methode der Wahl die chirurgische Entfernung des Tumors, sofern
dieser operabel ist. Der Standardeingriff ist heute die Lobektomie, die die Pneumektomie abgelost hat
(Goeckenjan 2010). Keil- oder Segmentresektionen zeigen funktionelle Vorteile, haben aber eine
hohere Rezidivrate (Goeckenjan 2010). Zusitzlich zur Lobektomie wird heute standardmédfig eine
systematische Lymphadenektomie durchgefiihrt, um das Rezidivrisiko zu verringern. In Abhangigkeit
vom Tumorstadium schlie8t sich an die Operation eine Chemo- und/oder Strahlentherapie an
(Kirchbacher 2009). Beim nicht operablen NSCLC stehen Radio- und Chemotherapie mit palliativer
Zielsetzung zur Verfiigung. Bei der Radiotherapie ist die Standarddosis 60-70 Gy, die Bestrahlung
erfolgt 3D-konformal (Goeckenjan 2010). Die Standardchemotherapie ist eine Kombination von
Cisplatin oder Carboplatin mit Vinorelbin, Gemcitabin, Docetaxel oder Pemetrexed (Goeckenjan
2010). Eine Kombination von Chemotherapie und Radiotherapie verbessert die mediane Uberlebenszeit
und das Langzeitiiberleben (Goeckenjan 2010). Dennoch sind die Erfolge der konventionellen Therapie
des NSCLC, insbesondere in fortgeschrittenen Erkrankungsstadien, begrenzt, die Chemotherapie
erreicht oft nur marginale Effekte (Paez et al. 2004; Kobayashi et al. 2005; Engelman et al. 2005).

Lange Zeit gab es nur die genannten Therapieoptionen, in den letzten Jahren sind einige neue,
vielversprechende Therapiestrategien fiir das NSCLC hinzugekommen. Sodass neben der
Differenzierung von SCLC und NSCLC die Subklassifizierung von NSCLC an Bedeutung gewonnen
hat. Eine personalisierte Therapie riickt immer mehr in den Vordergrund. Aktuell wird intensiv nach
Markern gesucht, die das Ansprechen auf eine Therapie vorhersagen kdnnen. Die Therapie soll
individuell auf die Tumor-Charakteristika des einzelnen Patienten abgestimmt werden, damit dieser mit
moglichst groBer Wahrscheinlichkeit auch von der Therapie profitiert (Kerr 2012).
Immunhistochemische Antikérper wie TTF1 (Thyroid Transcription Factor 1) oder p63 sind schon
langer bekannt. Ihre Expression weist auf den Ursprung des Tumorgewebes hin und erleichtert so eine
genauere Subklassifizierung der NSCLC (Kerr 2012). Mehr hierzu unter Kapitel 5.2.1.2. Neuer sind
molekulare Marker. So sind z. B. aktivierende Mutationen im EGFR-Gen Prédiktoren fiir das
Ansprechen auf eine Therapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren (TKIs). Die Behandlung mit TKIs ist eine
relativ neue, molekulare Therapiestrategie, die meist vertrdglicher ist als eine herkémmliche
Chemotherapie und das progressionsfreie Uberleben signifikant verlingert (Heigener 2010; Cappuzzo
et al. 2010; Rosell et al. 2012). Zu den héaufigsten, wenn auch insgesamt selten auftretenden
Nebenwirkungen der TKI-Therapie gehoren Diarrhd, Hautexantheme und Miidigkeit (Cappuzzo et al.
2010; Rosell et al. 2012). In einer multizentrischen, offenen, randomisierten Phase-III-Studie
(EURTAC-Studie) von Rosell et al. wird empfohlen den TKI Erlotinib sogar als Erstlinientherapie fiir
europdische Patienten mit fortgeschrittenem EGFR-Mutation-positiven NSCLC einzusetzen (Rosell et

al. 2012). Mehr hierzu unter 1.6 und 5.2.2.
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Auch fiir konventionelle Chemotherapeutika gibt es mittlerweile Vorhersagewerte wie z. B. die
gesteigerte Aktivitit des Enzyms Thymidylat-Synthase. Diese Uberaktivitit ist ein potentieller
Biomarker fiir eine Therapie mit Pemetrexed, einem Folsdure-Antagonist, dessen Hauptangriffspunkt
die Thymidylat-Synthase ist. Ist die Enzymaktivitit gesteigert, was vor allem in SCLC und PECA der

Fall ist, wird von der Therapie mit Pemetrexed eher abgeraten (Kerr 2012).

1.6 Der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor

Neben der Validierung von BL/BAL ist die EGFR-Mutationsanalyse an zytologischem Material aus

Pleuraergiissen ein Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit.

Das Gen fiir den Epidermal-Growth-Factor-Rezeptor (EGFR) ist auf dem Chromosom 7p12 lokalisiert.
Der EGFR gehort zur Familie der ErbB-Rezeptoren, zu der noch drei weitere Rezeptoren zédhlen (ErbB-
2, -3 und -4 bzw. HER2, 3 und 4) (Heukamp et al. 2011). Der EGFR ist aus drei Abschnitten aufgebaut:
einer extrazelluliren Doméne zur Ligandenbindung, einer transmembranen Domédne und einer
intrazelluldren Domine mit Tyrosinkinase-Aktivitit (Rude Voldborg et al. 1997). Liganden der ErbB-
Rezeptoren sind Wachstumsfaktoren wie der epidermale Wachstumsfaktor (EGF), der transformierende
Wachstumsfaktor a (TGF-a) oder auch Neuroreguline (Gazdar 2009; Heukamp et al. 2011).

EGFR vermitteln verschiedene intrazelluldre Signalkaskaden, die =zu Zellproliferation,
Zelldifferenzierung, Angiogenese und verminderter Apoptose fithren, sie sind in Abbildung 12

zusammengefasst (Soh et al. 2007).
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Abbildung 12: Signalwege des EGF-Rezeptors
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Die Aktivierung des EGFR durch Ligandenbindung fiihrt zur Homodimerisierung des Rezeptors mit
einem anderen EGFR oder zur Heterodimerisierung mit einem anderen Mitglied der ErB-Rezeptor-
Familie (Gazdar 2009). Infolge der Dimerisierung kommt es zur dreidimensionalen Rotation des
EGFR, wodurch die Aktivierung der Tyrosinkinase durch Autophosphorylierung ermdglicht wird
(Heukamp et al. 2011). Die aktivierte Tyrosinkinase ist Startpunkt der verschiedener Signalkaskaden
(Kumar et al. 2008; Lurje und Lenz 2009; Gazdar 2009).

Zu den wichtigsten gehort der Ras/Raf/MAPK-Signalweg: Rekrutiert durch das SH2-Adaptor-Protein
Grb2 vermittelt der Ras-GDP/GTP-exchange-factor Sos die Aktivierung von Ras. Ras aktiviert Raf,
welches die Aktivierung einer MAPK induziert (Rude Voldborg et al. 1997). Aktivierte MAPK
phosphorylieren und regulieren spezifische intranukledre Transkriptionsfaktoren, die die Zellmigration
und -proliferation induzieren (Lurje und Lenz 2009).

Ein weiter Signalweg ist der PI3K/Akt/mTOR-Signalweg: Nach Tyrosinkinase-vermittelter
Aktivierung von PI3K katalysiert dessen p110-Untereinheit die Phosphorylierung von PIP2 zu PIP3.
PIP3 aktiviert die Serin-/Threonin-Kinase Akt, die als Protoonkogen die Apoptose hemmt und mTOR
aktiviert. mTOR ist eine weitere Serin-/Threonin-Kinase, die Zellwachstum, Proteinsynthese und
Transkription reguliert (Lurje und Lenz 2009).

Bei einem dritten Signalweg werden Jak-vermittelt STAT-Proteine aktiviert, die in den Nukleus

translozieren und dort die Expression bestimmter Zielgene induzieren (Lurje und Lenz 2009).

EGFR werden an der Oberfliche der meisten normalen Zellen exprimiert. In vielen soliden Tumoren,
wie etwa im Glioblastom, kolorektalen Karzinom, Mammakarzinom und Ovarialkarzinom lie} sich
eine verstirkte EGFR-Expression nachweisen (Rude Voldborg et al. 1997; Sharma et al. 2007). So
wurde eine Uberexpression an EGFR auch bei 60-90 % der Patienten mit NSCLC gefunden (Engelman
et al. 2005; Han et al. 2011). Die reine Uberexpression des EGFR und auch die Gen-Amplifikation
korrelieren jedoch nicht mit einem verbesserten Ansprechen auf Tyrosinkinaseinhibitoren (Paez et al.
2004; Marchetti et al. 2005). Nur aktivierende EGFR-Mutationen in der Tyrosinkinase-Doméne des
Rezeptors sind mit einem besseren Ansprechen auf eine molekulare Therapie assoziiert, sie finden sich
allerdings nur in 5-20 % der NSCLC bzw. der NSCLC-Entitiat Adenokarzinom (Heukamp et al. 2011).
90 % aller aktivierenden EGFR-Mutationen befinden sich auf den Exons 18-21 des EGFR-Gens
(Heukamp et al. 2011). Mutationen in diesen Genabschnitten fithren zu gesteigerter Aktivitit der
Tyrosinkinase und so zu Zellproliferation, verminderter Apoptose und gesteigerter Angiogenese
vermittelt durch oben genannte Signalwege. Dies ist eine Grundlage des Tumorwachstums (Tapia et al.
2009). Viele Studien haben gezeigt, dass aktivierende EGFR-Mutationen besonders haufig bei
weiblichen, nichtrauchenden Patienten mit der NSCLC-Subentitidt Adenokarzinom gefunden werden
(Kosaka 2004; Paez et al. 2004; Pao et al. 2004; Marchetti et al. 2005; Mitsudomi et al. 2005;
Shigematsu und Gazdar 2006; Sharma et al. 2007; Wu et al. 2008; Jian et al. 2010).
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Der EGFR kann medikamentos durch zwei unterschiedliche Strategien gehemmt werden.

Zum einen durch monoklonale Anti-EGFR-Antikorper, wie z. B. Cituximab und Panitumumab. Diese
binden an die extrazellulire Domine des EGFR an der Oberfliche von Tumorzellen und verdringen
spezifische Liganden, sodass der EGFR nicht mehr aktiviert wird. Monoklonale Anti-EGFR-Antikorper
kommen u. a. in der Therapie des kolorektalen Karzinoms zum Tragen, sie werden intravends
verabreicht (Anderson et al. 2001; Heukamp et al. 2011).

Eine andere Moglichkeit ist die kompetitive Inhibition der ATP-Bindung an die intrazelluldre
Tyrosinkinase-Domine des EGFR, sodass der Rezeptor nicht mehr posphorylliert und die intrazellulére
Signalkaskade nicht ausgeldst wird. Die derzeit dafiir zur Verfiigung stehenden TKIs, Gefitinib
(ZD1839, Iressa®, AstraZeneca) und Erlotinib (OSI-774, Tarceva®, Roche), kdnnen per os
eingenommen werden und blockieren die Tyrosinkinase reversibel (Anderson et al. 2001; Marchetti et
al. 2005; Zhang et al. 2008; Heukamp et al. 2011). Irreversible Inhibitoren befinden sich derzeit in
klinischen Studien (Sharma et al. 2007). Durch Blockade der Tyrosinkinase-Aktivitit werden
verschiedene Signalwege, die zu Tumorwachstum (Zellmigration und -proliferation) fithren, blockiert,
Apoptose wird ausgelost (Marchetti et al. 2005; Lurje und Lenz 2009).

Mehrere Studien zeigen, dass Adenokarzinom-Patienten mit einer somatischen EGFR-Mutation von
einer Therapie mit TKIs profitieren (Pao et al. 2005; Kimura et al. 2006a; Boldrini et al. 2007). Das
Ansprechen auf die Therapie zeigt sich durch Verbesserung der Symptome und auch durch
radiologische Regression (Cavalli et al. 2006). Eine Studie von Han et al. belegt eine signifikant
langere Zeit bis zu einem Progress und ein signifikant ldngeres Gesamtiiberleben fiir Patienten, die eine
EGFR-Mutation haben und mit dem TKI Gefitinib behandelt werden (Han et al. 2005). Dies eroffnet

eine neue Therapieoption auch in fortgeschrittenem Erkrankungsstadium.

Ublicherweise erfolgt eine EGFR-Mutationsanalyse an Lungengewebematerial (Biopsie oder OP-
Resektat). Es stellt sich die Frage, ob eine EGFR-Mutationsanalyse auch an zytologischem Material aus
Pleuraergiissen moglich ist. Dies bote eine gute Alternative, fir die Patienten, die eine invasivere
Untersuchung (Biopsie, OP) nicht verkraften wiirden 2z B. aufgrund eines schlechten

Allgemeinzustandes (Hung et al. 2006).

Pleuraergiisse sind ein hdufiges Ereignis im Rahmen einer Lungenkrebserkrankung, ca. 15 % der
Patienten haben bereits bei Erstdiagnose einen Pleuraerguss und 50 % entwickeln einen im Laufe der
Erkrankung (Cavalli et al. 2006; Zhang et al. 2008). Besonders hdufig treten Pleuraergiisse bei
Adenokarzinomen auf, da diese peripher wachsen und die Pleurahdhle leicht infiltrieren kénnen (Hung
et al. 2006; Zhang et al. 2008). In Adenokarzinomen finden sich auch am haufigsten aktivierende
EGFR-Mutationen, was den Nutzen von Pleuraerguss-Material zur EGFR-Mutationsanalyse
unterstreicht (Wu et al. 2008). Ein Pleuraerguss bereitet dem Patienten Beschwerden wie Dyspnoe,
Thoraxschmerz und Husten, sodass allein schon zur Linderung der Beschwerden der Pleuraerguss in

der Regel behandelt werden muss und sonographisch-gesteuert apunktiert wird (Soh et al. 2006; Zhang
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et al. 2008). Das gewonnene Material wird in der Pathologie zunichst zytologisch untersucht. Nach
langerem Liegen oder durch Zentrifugation des eiweireichen Pleuraerguss-Materials entsteht ein
Fibrinprézipitat, die sog. Flocke. Dieses Prézipitat kann in Paraffin eingebettet, gefiarbt und
mikroskopisch untersucht werden. Fiir diese Studie wurden die Fibrinprizipitate fiir eine EGFR-

Mutationsanalayse aufgearbeitet.
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2  Ziele der Arbeit

Das Lungenkarzinom ist eine sehr hdufige Erkrankung. Wenn Symptome auftreten, ist die Krankheit
meist schon fortgeschritten. Der Zustand des Patienten kann so schlecht sein, dass es nicht moglich ist,
eine Gewebeprobe bronchoskopisch oder operativ zu gewinnen. Zytologische Proben dagegen lassen

sich weniger invasiv gewinnen.

Das Ziel dieser Arbeit ist den Nutzen zytologischer Untersuchungen in der Diagnostik des

Lungenkarzinoms zu charakterisieren.
Zwei verschiedene Gesichtspunkte sollen in dieser Arbeit erortert werden:

» Die zytologischen Untersuchungsmethoden an Material aus BL/BAL sollen validiert werden,
indem deren Sensitivitdt, Spezifitdt sowie positiver und negativer pradikativer Wert bestimmt
werden. Hieraus ergibt sich eine Qualitétssicherung in der Zusammenarbeit des Instituts fiir
Pathologie und der Klinik fiir Pneumologie der Universitit Rostock. Die hier iibliche simultane
Gewinnung und Untersuchung von zytologischen und histologischen Proben ist ein
standardisiertes Verfahren, dessen Nutzen charakterisiert werden soll. Eine sich ergebende
Frage ist, wann der richtige Zeitpunkt fiir die Entnahme der BL/BAL ist: vor der Biopsie,
danach oder davor und danach.

Auflerdem soll gepriift werden, wie gut eine Subklassifizierung Nicht-kleinzelliger
Lungenkarzinome an zytologischem Material gelingt, da dies aufgrund neuer Entwicklungen in

der Therapie von groBer Relevanz ist.

» In einer kleinen Anzahl ausgewdhlter Félle von Adenokarzinomen der Lunge wurde eine
Mutationsanalyse des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor-Gens an Material aus
Pleuraergiissen durchgefiihrt. Dass dies prinzipiell moglich ist zeigen bereits einige Studien vor
allem aus Asien. In Deutschland allerdings ist dieses Verfahren noch wenig etabliert. Es soll
gezeigt werden, dass die EGFR-Mutationsanalyse an zytologischem Material eine wenig
invasive und grundsdtzlich aufschlussreiche Methode zur Diagnosesicherung ist, die eine

weitere Therapieoption fiir Patienten mit fortgeschrittenem Adenokarzinom der Lunge erdftnet.
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3  Material und Methoden

3.1 Validierung der Zytologie

3.1.1 Gewinnung der Proben in der Klinik fiir Pneumologie

Die Proben, die als Grundlage dieser Arbeit dienten, stammen aus der Klinik fiir Pneumologie der
Universitéit Rostock. Dort wurden sie im Rahmen einer Bronchoskopie gewonnen. Bei ca. einem Drittel
aller Patienten, die bronchoskopisch untersucht werden, besteht der Verdacht auf ein Lungenkarzinom.
Dieser Verdacht ergibt sich zumeist aus einer bildgebenden Untersuchung oder entsprechender
Symptomatik. Andere hdufige Indikationen fiir eine Bronchoskopie sind der Erregernachweis bei
Patienten mit pulmonalem Infekt, die Diagnostik interstitieller ~Lungenerkrankungen sowie der

Verdacht auf Sarkoidose, Lymphozytose oder exogen-allergische Alveolitis.

Ablauf der Untersuchung: Zur Vorbereitung inhaliert der Patient eine Losung aus dem [32-
Sympathomimetikum Salbutamol und Lidocain zur Betdubung der Schleimhiute. Auf Wunsch des
Patienten werden wihrend der Untersuchung 3-5 mg Midazolam zur Beruhigung intravends
verabreicht. Wéhrend der gesamten Untersuchung wird Sauerstoff iiber eine Nasensonde verabreicht,
um eine gute Sauerstoffsittigung sicherzustellen. AuBerdem werden Blutdruck, Puls und
Sauerstoffséttigung per Monitor iiberwacht.

Das Bronchoskop wird iiber die Nase, alternativ iiber den Mund, eingefiihrt und in die Bronchien
vorgeschoben. Direkt zu Beginn der Untersuchung wird nochmals eine lokale Anédsthesie mit Lidocain
von Kehlkopf, Trachea sowie linkem und rechtem Bronchialsystem iiber das Bronchoskop verabreicht.
Bei Husten- oder Wiirgereiz wéhrend der Untersuchung kann dies wiederholt werden.

Der nun folgende Untersuchungsablauf ist abhéngig von der Indikationsstellung.

Besteht der Verdacht auf ein Lungenkarzinom, das bioptiert werden soll, erfolgt ein standardisierter
Ablauf. Zundchst wird eine BL durchgefiihrt. Hierfiir wird das Bronchoskop nicht ganz so tief
vorgeschoben, die Bronchien werden sozusagen nur angespiilt. Die applizierte Natriumchlorid (NaCl) -
Losungsmenge ist nicht festgelegt. Der Riickfluss wird {iber das Bronchoskop gewonnen. Nach der
ersten BL erfolgt die Biopsie. Hierbei werden mit einer Biopsiezange mehrere Gewebeproben aus dem
Tumor entnommen. Zentrale Tumoren sind meist gut endoskopisch sichtbar und leicht zu bioptieren.
Peripher gelegene Tumoren kdnnen nicht immer gut gesichtet werden. Die Biopsie erfolgt dann unter
rontgenologischer Durchleuchtung, aber dennoch mehr oder weniger blind, sodass die Wertigkeit der
BL steigt, da diese auch weniger zentral gelegene Tumoren komplett umspiilt. Nach der Biopsie erfolgt
eine weitere BL.

Bei Verdacht auf eine interstitielle Lungenerkrankung, zum Erregernachweis sowie bei Verdacht auf
einen peripher gelegenen Tumor wird zumeist eine BAL durchgefiihrt. Hierfiir wird das Bronchoskop

soweit in die Bronchien vorgeschoben, bis der Durchmesser der Bronchien ein tieferes Eindringen
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verhindert und die Bronchien durch das Bronchoskop verschlossen werden (Wedge-Position).
AnschlieBend wird eine festgelegte Menge von 100 ml NaCl 0,9 % in 20 ml Aliquoten appliziert und
der Riickfluss iiber das Bronchoskop aspiriert. Die Menge der zuriickflieBenden Fliissigkeit betrigt
meist 50-60 ml. Vor oder nach BAL findet oftmals auch eine Zangenbiopsie statt.

Nach der Untersuchung sollte der Patient noch kurz liegen. Im Falle einer peripher durchgefiihrten
Zangenbiopsie muss zwei bis drei Stunden nach der Untersuchung ein Rontgenbild des Thorax
angefertigt werden, um die Entwicklung eines Pneumothorax auszuschlieBen. Der Pneumothorax ist die

héufigste Komplikation von Biopsien, insbesondere bei peripherer Lokalisation.

3.1.2  Datenerhebung

Fiir diese Arbeit wurden alle zytologischen Untersuchungen gesammelt, die simultan mit einer Biopsie
im Zeitraum von September 2008 bis Oktober 2010 stattfanden.

Grundlage der Datenerhebung war das Computerprogramm Pathix. In Pathix werden alle
Untersuchungen des pathologischen Instituts elektronisch gespeichert. Hier sind Daten zum Patienten,
Informationen, die auf dem Einsendezettel der Klinik stehen und die Diagnose des Pathologen
einsehbar.

Aus der Pathix-Datenbank wurden Fille heraus gesucht, in denen eine Lungenbiopsie erfolgt war (dies
ergab sich meist aus den Einsendeinformationen des Klinikers). War dies der Fall, galt es zu priifen, ob
simultan zu der Biopsie eine Zytologie entnommen und eingeschickt wurde. Traf dies auch zu, wurde
der Fall anonymisiert in die Datenbank fiir diese Arbeit aufgenommen. So konnten nach und nach alle
histologischen Sendungen im genannten Zeitraum elektronisch gesichtet und die passenden Félle in
einer Excel-Tabelle gesammelt werden.

In diese Tabelle flossen folgende Informationen ein: Ifd-Nummer, E-Nummer, Z-Nummer, Alter,
Geschlecht, klinische Angaben, endoskopische Angaben, histologische Diagnose, verschliisselte
histologische  Diagnose, zytologische  Diagnose, verschliisselte  zytologische  Diagnose,
Informationsgewinn durch zusétzliche histologische Stufen, angewendete immunhistochemische
Verfahren und Diagnose nach ICD-O.

Es ergab sich eine Rohdatenliste. Aus der Rohdatenliste wurden doppelte und dreifache
Untersuchungen entfernt, sodass pro Fall (Patient) nur eine Untersuchung blieb. In der Regel belief3
man die letzte Untersuchung.

Histologische und zytologische Diagnosen wurden verschliisselt, in dem man eine ,0° fiir keinen
Tumornachweis oder eine ,1° fiir Tumornachweis vergab.

Das Ergebnis der histologischen Untersuchung wurde als Goldstandard gesetzt, mit dem das Ergebnis
der zytologischen Untersuchung verglichen wurde. So konnte jede zytologische Diagnose als ,richtig
positiv, ,richtig negativ, ,falsch positiv’ oder ,falsch negativ‘ eingeordnet werden. Anhand der

ermittelten Werte erfolgte die Berechnung von Sensitivitit, Spezifitdt, positivem und negativem
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pradiktiven Wert der zytologischen Diagnose, um deren Treffsicherheit hinsichtlich der
Tumordiagnostik beurteilen zu kdnnen.
Sowohl die histologisch als auch die zytologisch malignen Proben wurden durch Zuordnung zu einer

Lungenkarzinom-Entitét klassifiziert.

3.1.3 Endoskopisch sichtbare und nicht sichtbare Tumoren

Fiir alle Falle der Datenbank erfolgte eine Bestimmung anhand der endoskopischen Angaben auf den
Einsendeformularen, ob bei der bronchoskopischen Untersuchung ein Tumor endoskopisch sichtbar
war oder nicht. Ein Tumor wurde als endoskopisch sichtbar eingestuft, wenn es bronchoskopisch
direkte Tumorzeichen gab, wie z. B. eine endoluminale Raumforderung, ein exophytisches
Tumorwachstum oder eine Schleimhautinfiltration. Indirekte Tumorzeichen, wie Stenose der Ostien
durch Kompression von auflen oder fehlender Nachweis einer endoluminalen Raumforderung, sind als
endoskopisch nicht sichtbar festgelegt worden. AnschlieBend wurde ausgewertet, ob das
Vorhandensein eines sichtbaren Tumors in Zusammenhang mit dem Ergebnis der histologischen und
zytologischen Diagnose steht.

Analog zu anderen Studien lassen sich endoskopisch sichtbare Tumoren als zentral und endoskopisch
nicht sichtbare Tumoren als peripher im Bronchialsystem gelegen definieren (Buccheri et al. 1991;

Kawaraya et al. 2003).

3.1.4 Nachverfolgung der zytologisch falsch positiven Fille

Fir die Fille, die zytologisch falsch positiv waren, wurde mit Hilfe von Pathix gepriift, ob im
Nachhinein eine zusétzliche Untersuchung wie eine Re-Biopsie, Re-Lavage, CT-gesteuerte transkutane
Punktion der Lunge, Punktion anderer Organe oder Pleuraergusspunktion stattfand. Die Resultate

dieser Untersuchungen verglich man mit den Ergebnissen der primér durchgefiihrten Bronchoskopie.

3.1.5 Vergleich der zytologischen Diagnose vor und nach Biopsie

In allen Féllen, bei denen eine zytologische Untersuchung (BL/BAL) vor und nach der
Biopsieentnahme durchgefiihrt wurde, wurde das Ergebnis der zytologischen Diagnose (positiv oder
negativ) vor der Biopsie mit demjenigen danach hinsichtlich Ubereinstimmung verglichen. Die
Differenz der Ergebnisse vor und nach Biopsie wurde auf Signifikanz gepriift. Zur Signifikanzpriifung
ist ein Chi-Quadrat-Test bzw. der exakte Test nach Fisher durchgefiihrt worden; das Signifikanzniveau

wurde auf p < 0,05 % festgelegt.
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3.1.6 Reevaluation

Alle falsch positiven und falsch negativen Fille wurden zusammen mit einer zytopathologisch sehr
erfahrenen Fachirztin fiir Pathologie reevaluiert. Hierfiir wurden die Préparate erneut mikroskopisch
gesichtet und ohne Kenntnis der vorherigen Diagnose neu bewertet.

Fiir die ermittelten Werte nach Reevaluation wurden analog Sensitivitit, Spezifitit, positiver und

negativer pradiktiver Wert bestimmt.

3.1.7 Statistische Definitionen

In dieser Studie wurden Sensitivitdt, Spezifitit, positiver und negativer pradiktiver Wert der

zytologischen Untersuchung bestimmt.

Der Sensitivitdt und Spezifitit liegt der Zusammenhang zu Grunde, dass ein positives Testergebnis
richtig positiv oder falsch positiv sein kann. Ebenso kann ein negatives Testergebnis richtig oder falsch
negativ sein.

Die Sensitivitdt gibt an, wie viele der betroffenen Patienten ein positives Testergebnis haben; die
Spezifitit, wie viele der Gesunden ein negatives Testergebnis haben.

Sie lassen sich durch folgende Formeln berechnen:

oneinioieze - TP
ensitivitit = TP+ FN
oonirinr = TN
zifitdt = ————
pezifitat = o

(TP = true positive (richtig positiv), FN = false negative (falsch negativ), TN = true negative (richtig
negativ), FP = false positive (falsch positiv)

Weder Sensitivitdt noch Spezifitit beantworten jedoch die Frage, wie grof3 die Wahrscheinlichkeit ist,
dass ein Untersuchter mit einem positiven Testergebnis auch wirklich erkrankt ist, bzw. mit einem
negativen Ergebnis wirklich gesund ist. Um diese Aussage treffen zu kdnnen, bedarf es der positiven

und negativen pradiktiven Werte, die sich mit folgenden Formeln berechnen lassen:

TP
Positiver pradiktiver Wert = TP+ FP
Ceoativer oradikeioer Wert — TN
Negativer pradiktiver Wert = TN T EN

Sensitivitdt und Spezifitat sind Eigenschaften eines Tests. Positiver und negativer pradiktiver Wert
hingegen sind abhéngig von den Eigenschaften eines Tests, aber auch von der Préivalenz einer

Krankheit (Motulsky 1995).
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3.2 EGFR-Mutationsanalyse im Pleuraerguss

3.2.1 Patienten-DNA

In die Analyse eingeschlossen wurden 14 Fibrinprazipitate (Flocken) von Adenokarzinom-Patienten
mit malignem Pleuraerguss. Die Pleuraergiisse wurden im Zeitraum 2009 bis 2011 in der Klinik fiir
Pneumologie abpunktiert und anschlieend in das hiesige Institut fiir Pathologie zur Untersuchung
eingesendet. Im Institut fiir Pathologie wird das Pleuraerguss-Material standardméfig aufgearbeitet,
indem zwei bis vier Ausstriche zur zytologischen Untersuchung angefertigt und mit Papanicolaou
gefarbt werden. AuBlerdem wird das Fibrinprézipitat, welches bei langerer Liegezeit oder ggf. durch
Zentrifugierung des Pleuraergussmaterials ausfillt, in Paraffin eingebettet. Die eingebetteten Flocken
kénnen mit HE (H#@matoxylin-Eosin) gefarbt und mikroskopisch untersucht werden. Fiir die
Untersuchung wurde Zellmaterial vom Fibrinprézipitat-Paraffinblock mit dem Mikrotom geschnitten

und in ein Tube gefiillt. Die DNA wurde aus den in Paraffin eingebetteten Fibrinprazipitaten extrahiert.

Abbildung 13: Entstehung der Flocke Abbildung 14: Flocke vor Paraffineinbettung
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Abbildung 15: eingebettete Flocke Abbildung 16: Flocke durch das Mikroskop (HE 20x)

3.2.2 Entparaffinierung

Das Gewebe wurde mit 1 ml Xylol entparaffiniert und anschlieend mit Ethanol rehydriert.

3.2.3 DNA-Gewinnung

Der Verdau erfolgte je nach Gewebemenge mit 20-30 ul Proteinase K (20 mg/ml) (Roche Diagnostics,
Mannheim) iiber Nacht bei 56 © C im Wasserbad, anschlieend Hitzeinaktivierung bei 95 °C. Die DNA

wurde mit dem Wizardkit (Promega, Mannheim) aus dem Verdau extrahiert.

Im Anschluss wurde die DNA spektrophotometrisch vermessen.

324 PCR

Primersequenzen und Amplikongréfen

18 (234 bp)
18F: GCATGGTGAGGGCTGAGGTGA

18R: CCCCACCAGACCATGAGAGGC

19 (158 bp)

19F: TGCCAGTTAACGTCTTCCTTC

19R: GTTTCTGCTTTGCTGTGTGG

20 (268 bp)

20F: CCACCATGCGAAGCCACACTGA

20R: GAGATACGGGGAGGGGAGATAAGGA
21 (264 bp)

21F: AGCTTCTTCCCATGATGATCTGTCC
21R: GACACCAGGGACCAGGCTGCC

Tabelle 5: Primersequenzen und Amplikongrofien
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Die PCR wurde in einem Ansatz von 25 pl durchgefiihrt.
Reaktionsansatz: DNA: 50-70 ng
Primer (Biomers, Ulm): 10 pmol
Polymerase AmpliTaq Gold (Biosystems, Darmstadt): 1 U
5 x Puffer
dNTPs (1,25 mM)

Magnesiumchlorid (25 mM)

Von den 25 pl Gesamtvolumen wurden 10 pl fiir die Gelelektrophorese und 15 pl fiir einen Verdau

genutzt.

Cyclerprogramm:

Initial 10 min. bei 95 °C

35 Zyklen: 30 sek. bei 95 °C
30 sek. bei 61°C
40 sek. bei 42 °C

Final 5 min. bei 72 °C

Abkiihlung auf 4 °C

Zur Kontrolle der PCR wurde eine Gelelektrophorese mit 2 % Agarosegel durchgefiihrt, anschlieSend

wurden die PCR-Produkte mit 3 pl FastAP thermosensitiver Alkalinephosphatase (1 U/ul) und 1,5 pl

Exonuklease 1 (20 U/ul) (Fermentas, St. Leon-Rot) aufgereinigt. Danach folgte eine Hitzeinaktivierung

fiir 15 min bei 85 °C.

3.2.5 Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde in einem Ansatz von 10 ul durchgefiihrt.

Reaktionsansatz: PCR-Produkt: 1-2 pl (je nach Stérke der Bande im Gel)
Primer: 10 pmol
BigDye Terminator v 1.1 ready reaction mix: 2 pl

5 x Sequencing Puffer: 2 pl

Cyclerprogramm: Initial 3 min. bei 94 °C
24 Zyklen: 30 sek. bei 94 °C
Final 4 min. bei 60 °C
Abkiihlung auf 4 °C

27



Material und Methoden

Anschlieend wurde die Sequenzierreaktion mit dem BigDye X Terminator Purification Kit (Applied
Biosystems, Darmstadt) aufgereinigt. Die genetische Analyse erfolgte mit dem Genetic Analyzer 3500
(Applied Biosystems, Darmstadt). Die erhaltene Gensequenz wurde mit dem SeqScape-Programm am

Computer ausgewertet.
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Abbildung 17: Ergebnis der direkten Sequenzierung (Nukleotidsequenz des EGFR-Gens (Ausschnitt))
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4 Ergebnisse

4.1 Validierung der Zytologie mit der Histologie als Referenz

Fiir den Zeitraum September 2008 bis Oktober 2010 konnten 276 Untersuchungen, von 251 Patienten,
ermittelt werden, bei denen eine BL oder BAL zusammen mit einer transbronchialen Biopsie
durchgefiihrt wurde. Da einige Patienten mehrfach untersucht wurden, blieben nach Abzug der

doppelten bzw. dreifachen noch 251 Fille, die in die Statistik einbezogen wurden.

In 186 der 251 Fille gab es eine BL/BAL vor und nach Entnahme einer Biopsie. In sechs Fillen fand
nur eine BL/BAL davor und in 59 Féllen nur danach statt. War innerhalb der 186 doppelten
Untersuchungen eine BL/BAL positiv und eine negativ, galt dieser Fall als zytologisch positiv,

bedeutet maligne.

4.1.1  Alters- und Geschlechterverteilung

Von den 251 waren 94 Patienten weiblich (37%) (Altersspanne: 33-85 Jahre) und 157 méannlich (63%)
(Altersspanne: 16-88 Jahre). Das mediane Alter ménnlicher und weiblicher Patienten zusammen

genommen betrug 68 Jahre.

Von den 251 Féllen hatten 146 (58 %) ein positives histologisches Ergebnis, dies bedeutet eine maligne
oder malignitétssuspekte Diagnose nach Untersuchung einer transbronchialen Biopsie. 105 Falle (42%)
waren in der Histologie negativ. Von den 146 Patienten mit einem positiven Ergebnis waren 47
weiblich (50 % aller Frauen, Altersspanne: 41-85 Jahre) und 99 ménnlich (63 % aller Ménner,
Altersspanne: 16-88 Jahre). Das mediane Alter der Patienten mit positiver Histologie betrug 69 Jahre.
Zur Altersverteilung siehe Tabelle 6 und Abbildung 18.

Altersverteilung
Altersgruppen Insg. Insg. W Insg. M pos. pos. Pos.
Histo Histo W | Histo M
<40J. 9 3 6 2 0 2
41 -50J. 28 17 11 11 7 4
51-60J. 52 20 32 32 13 19
61-70J. 62 19 43 39 9 30
71-80 J. &5 29 56 50 14 36
>80 J. 15 6 9 12 4 8

Tabelle 6: Altersverteilung
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Abbildung 18: Altersverteilung

4.1.2 Endoskopische Befunde

In 236 von 251 Fillen konnte bestimmt werden, ob ein Tumor durch das Bronchoskop sichtbar war
oder nicht. In 15 Féllen lagen keine endoskopischen Angaben vor. In 123 von 236 Fillen (52 %) war
ein Tumor endoskopisch sichtbar, in 113 von 236 Fillen (48 %) nicht.

Treftersicherheit in Abhéngigkeit von endoskopischer Sichtbarkeit eines Tumors fiir alle Fille:

Endoskopisch sichtbare Endoskopisch nicht sichtbare
Tumoren Tumoren

Insgesamt 123 113

Davon histologisch positiv 102/123 (83 %) 34/113 (30 %)

Davon zytologisch positiv 87/123 (71 %) 21/113 (19 %)

Tabelle 7: Trefferquote bei endoskopisch sichtbaren und nicht sichtbaren Tumoren insgesamt

Treffersicherheit in Abhéngigkeit von endoskopischer Sichtbarkeit eines Tumors fiir alle Fille, in

denen eine BL/BAL vor und nach der Biopsie stattgefunden hat und die positiv in der Histologie

waren:
Positiv in Histologie | Davon Zytologie vor | Davon Zytologie nach
Biopsie positiv Biopsie positiv

Endoskopisch

92 68/92 (74 %) 72/92 (80 %)
sichtbare Tumoren
Endoskopisch nicht

24 10/24 (42 %) 15/24 (63 %)
sichtbare Tumoren

Tabelle 8: Trefferquote bei endoskopisch sichtbaren und nicht sichtbaren Tumoren fiir alle Fille mit doppelter Zytologie und
positiver Histologie
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Endoskopische Sichtbarkeit der histologisch positiven Félle unabhéingig von der Zytologie:

Histologisch Davon Davon Fehlende

positive Fille endoskopisch endoskopisch endoskopische

insgesamt sichtbar nicht sichtbar Angaben
Fallanzahl 146 102 (70 %) 34 (23 %) 10

Tabelle 9: Endoskopische Sichtbarkeit der positiven Histologien

Endoskopische Sichtbarkeit der zytologisch positiven Fille unabhéngig von der Histologie:

Zytologisch Davon Davon Fehlende

positive Fille endoskopisch endoskopisch endoskopische

insgesamt sichtbar nicht sichtbar Angaben
Fallanzahl 116 87 (75 %) 21 (18 %) 8

Tabelle 10: Endoskopische Sichtbarkeit der positiven Zytologien

4.1.3 Diagnostizierte Tumorentititen

In 146 Féllen konnte ein maligner Tumor histologisch diagnostiziert werden. Von diesen waren 108
Félle auch zytologisch maligne (74 %).

Von den 146 malignen Féllen wurden 95 als NSCLC, 36 als SCLC, einer als pulmonales B-Zell-
Lymphom und zehn als Metastasen diagnostiziert. In vier Féllen war das Zellmaterial zwar
tumorverdichtig, konnte aber nicht ndher klassifiziert werden.

Die 95 histologischen NSCLC liefen sich in 89 Féllen subklassifizieren. 67 der histologischen NSCLC
lieBen sich auch zytologisch diagnostizieren. Siehe Abbildung 19 und Tabelle 11.

M Histologie

Zytologie

Abbildung 19: Tumorentitdten histologisch und zytologisch
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Tumorentitit Histologisch Zytologisch
Nicht-kleinzellige Lungenkarzinome
(NSCLC) insgesamt . o7
NSCLC-NOS (not otherwise
specified) 6 3 (davon 1 AC)
Plattenepithelkarzinom (PECA) 50 31
Adenokarzinom (AC) 22 12
GroBzelliges Karzinom (LC) 11 0
Atypisches Karzinoid 2 1
Pleomorphes Karzinom 3 0
Adenosquamoses Karzinom 1 0
Kleinzellige Lungenkarzinome
(SCLO) 36 18
Pulmonales B-Zell-Lymphom 1 0
Metastasen anderer Tumoren
(1 malignes Malignom,
2 Mammakarzinome, 5
2 Osophaguskarzinome, 0 (aber Primarius zytologisch
1 klarzelliges Nierenkarzinom, nicht sicher zuordbar, 3
1 Oropharynxkarzinom, klassifizierbar in PECA/AC)
1 kolorektales und 2 gastrointestinale
Karzinome)
Tumorverdéchtig - nicht ndher
Wlassifizierbar 4 3 (davon zytologisch 1 AC)

Tabelle 11: Ermittelte Tumorentitditen

4.1.4 Nachverfolgung der acht zytologisch falsch positiven Fille

In drei Fallen ergab eine im Nachhinein durchgefiihrte CT-gesteuerte transkutane Punktion der Lunge
doch eine maligne Diagnose (1x NSCLC-NOS, 1x SCLC, 1x LC). Somit war die zytologische
Diagnose, was die Malignitdt betraf, im Gegensatz zur primdren histologischen Diagnose richtig.
Allerdings erbrachte die Zytologie im Fall des SCLC atypische Plattenepithelien und im Fall des
GrofBzelligen Karzinoms lediglich atypische, aber nicht genauer klassifizierbare Zellen. Das NSCLC-
NOS war auch zytologisch ein nicht sicher subtypisierbares NSCLC.

Eine zusitzliche Punktion der Leber ergab in einem weiteren Fall Metastasen eines SCLC, wodurch die
maligne zytologische Diagnose bestitigt wurde. Allerdings favorisierte die Zytologie in diesem Fall die

Diagnose Adenokarzinom und nicht SCLC.
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In einem Fall zeigte sich in einer spéteren Re-Biopsie mit gleichzeitiger Re-BL ein entziindliches Bild,
sodass dieser Fall tatséchlich falsch positiv zu sein scheint.

In drei Fillen war eine zusétzliche Untersuchung nicht evaluierbar.

Nach der Nachverfolgung blieben also vier Félle, die falsch positiv bzw. nicht {iberpriifbar waren.

Die Rate der falsch positiven Ergebnisse sinkt somit von 3 % auf 1,6 %.

4.1.5 Trefferquote der BL/BAL vor bzw. nach Biopsieentnahme

Neben dem Vergleich der histologischen und zytologischen Diagnosen wurde auflerdem die
zytologische Diagnose der BL/BAL vor der Biopsie mit der Diagnose nach der Biopsie (Zytologie 1
und 2) verglichen und das Ergebnis auf Signifikanz gepriift.

Diese doppelte BL/BAL wurde in 186 von 251 Féllen durchgefiihrt.

Von diesen 186 Fillen wurde in 126 Fillen ein maligner Tumor histologisch gesichert. Ein positives
histologisches Ergebnis gilt als MaBstab fiir die Beurteilung der Treffsicherheit von BL/BAL.

Vor der Biopsie war die BL/BAL in 89 von 126 Fillen (71 %) auch zytologisch positiv und nach der
Biopsie in 105 von 126 Fillen (83 %).

Um den Unterschied zwischen den Diagnosen von Zytologie 1 und 2 auf Signifikanz zu priifen wurde
der Chi-Quadrat-Test bzw. der exakte Test nach Fisher durchgefiihrt mit einem statistischen
Signifikanzniveau von p < 0,05. Fiir die Treffsicherheit der BL/BAL vor bzw. nach Biopsie, 71 %
versus 83 %, lieB sich ein p-Wert von 0,03 ermitteln. Damit ist Treffsicherheit der BL/BAL nach
Biopsie signifikant hoher.

4.1.6 Sensitivitdt und Spezifitit der zytologischen Untersuchung

Zytologisch (in BL/BAL) konnten 116 Fille als positiv und 135 als negativ diagnostiziert werden.
Unter Festlegung der histologischen Diagnose als Goldstandard liel sich das Ergebnis der
zytologischen Untersuchung mit dem der histologischen vergleichen und als richtig positiv (TP), falsch

positiv (FP), richtig negativ (TN) oder falsch negativ (FN) bezeichnen.

Folgende Werte konnten bestimmt werden:
TP FP TN FN
108 (43 %) 8 (3 %) 97 (39 %) 38 (15 %)
Tabelle 12: TP, FP, TN, FN der zytologischen Untersuchung
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Fiir das Ergebnis der zytologischen Untersuchung lieen sich somit anhand der in Kapitel 3.1.7

erlduterten Formeln berechnen:

Sensitivitit 74 %
Spezifitit 92 %
Positiver pridiktiver Wert 93 %
Negativer pradiktiver Wert 72 %

Tabelle 13: Sensitivitdt, Spezifitdt, PPW, NPW der zytologischen Untersuchung

In den insgesamt 46 falsch negativen und falsch positiven Féllen wurde eine erneute mikroskopische
Sichtung der Priparate zur Reevaluation durchgefiihrt. Nach der Reevaluation verblieben alle acht
falsch positiven Fille falsch positiv. Von den falsch negativen blieben nur noch fiinf von 38 falsch
negativ, 33 stellten sich in der Reevaluation doch als positiv dar. Ein Fall wurde aus der Statistik
ausgeschlossen, da das Material nicht représentativ war. Dadurch ergaben sich nach Reevaluation
folgende Werte:

TP FP TN FN

140 8 97 5
Tabelle 14: TP, FP, TN, FN der zytologischen Untersuchung nach Reevaluation

Es lielen sich fiir die Situation nach Reevaluation analog berechnen:

Sensitivitit 97 %
Spezifitit 92 %
Positiver pridiktiver Wert 95 %
Negativer pridiktiver Wert 95 %

Tabelle 15: Sensitivitit, Spezifitit, PPW, NPW der zytologischen Untersuchung nach Reevaluation
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4.2 EGFR-Mutationsanalyse im Pleuraerguss

Patienten-Nr. Alter | Geschlecht Ergebnis der EGFR-Mutationsanalyse
1 86 W Deletion Exon 19 (K745_A750del)
2 82 W WT(Q787Q)

3 49 M WT(Q787Q)
4 60 M WT(Q787Q)
5 61 M WT(Q787Q)
6 66 W WT(Q787Q)
7 77 M WT
8 69 M WT(Q787Q)
9 67 W WT
Punktmutationen in Exon 20
10 77 w
(V769M, G779F)
11 78 W WT
12 69 W WT
13 83 w Deletion Exon 19 (L747 S752del)
14 48 M WT

Tabelle 16: Ergebnisse der EGFR-Mutationsanalyse

In allen 14 Fillen konnte eine komplette EGFR-Mutationsanalyse durchgefiihrt werden. Die
untersuchte DNA stammte von acht weiblichen und sechs ménnlichen Patienten. Das mediane Alter der
Patienten betrug 67 Jahre (Altersspanne: 48 bis 86 Jahre).

In elf der 14 Fille konnte keine relevante Mutation im EGFR-Gen gefunden werden, allerdings lag in
sechs der elf Fille die Punktmutation Q787Q vor, die jedoch die Aminoséduresequenz des EGFR-Gens
nicht veréndert und deswegen keinen Einfluss auf die Aktivitdt des EGFR hat. In drei Féillen konnte
eine EGFR-Mutation nachgewiesen werden, einmal sogar zwei Mutationen in einem Fall. Alle drei

Fille stammten von weiblichen Patienten.

Abbildung 20: Sequenzierung Exon 19 Deletion
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5 Diskussion

5.1 Methodendiskussion

5.1.1 Validierung der Zytologie

Aus dem Zeitraum September 2008 bis September 2010 wurden alle Fille zusammen getragen, bei
denen simultan eine Histologie (Gewebeprobe aus der Lunge) und eine Zytologie (BL/BAL) gewonnen
wurden. Anschliefend wurden doppelte Untersuchungen aus der Datensammlung herausgenommen,
sodass pro Fall eine Untersuchung blieb. Belassen wurde in der Regel die zweite Untersuchung, die
dann oftmals eine positive histologische Diagnose erbrachte. Re-Bronchoskopien finden meist nur dann
statt, wenn der starke klinische Verdacht auf das Vorliegen eines Lungenkarzinoms vorliegt, die erste
Bronchoskopie aber nicht diagnostisch war. Hierin liegt unsere Entscheidung begriindet, die zweite
positive Untersuchung in die Statistik aufzunehmen.

Nachteil der genannten Vorgehensweise ist einerseits, dass es sich um eine retrospektive Untersuchung
handelt und andererseits, dass die Studie nicht verblindet war. Der untersuchende Pathologe war bei
Diagnose der Zytologie oft bereits in Kenntnis der Histologie, sodass ein bestimmtes Ergebnis erwartet
und die Diagnose nicht v6llig unvoreingenommen gefallt wurde.

Ein positiver Aspekt dieser Studie ist, dass ein homogenes Patientenkollektiv untersucht wurde. Alle
Untersuchungen stammen aus einem Zentrum, der Klinik fiir Pneumologie und dem Institut fiir
Pathologie der Universitit Rostock. Das Besondere an der hiesigen Lungenkarzinomdiagnostik ist, dass
es sich um einen standardisierten Prozess handelt, bei dem Histologie und Zytologie simultan innerhalb
einer bronchoskopischen Untersuchung gewonnen werden. Das Gewinnen der Proben und deren
Untersuchung liegen in den Hinden einer kleinen Anzahl von Arzten. Auch die pathologischen
Beurteilungskriterien der Proben am hiesigen Institut sind homogen und standardisiert, sodass die

Ergebnisse verschiedener untersuchender Pathologen vergleichbar sind.

5.1.2 EGFR-Mutationsanalyse im Pleuraerguss

Es wurden 14 Fibrinprazipitate aus Adenokarzinomen herausgesucht, deren Material geeignet flir eine
Mutationsanalyse war. Dies traf zu, wenn moglichst wenig Entziindungszellen und moglichst viele
Tumorzellen mikroskopisch erkennbar waren. An diesen 14 Fibrinprazipitaten wurde eine molekulare
EGFR-Mutationsanalyse, bestehend aus enzymatischer DNA-Extrahierung, Polymerasekettenreaktion
zur Amplifikation der DNA und Sanger-Sequenzierung (direkte Sequenzierung), durchgefiihrt. Die
Proben stammten allesamt aus Adenokarzinomen, die bereits histologisch oder zytologisch gesichert
waren. Die Entscheidung, nur ACs zu untersuchen, beruhte auf den Ergebnissen verschiedener Studien,

die zeigen, dass eine EGFR-Mutation, die mit positivem Ansprechen auf TKIs assoziiert ist, eher in
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Adenokarzinomen und kaum in anderen Subentitdten der NSCLC zu erwarten ist (Wu et al. 2008; Jian
et al. 2010).

Nachteilig war, dass es zum Zeitpunkt der Studie noch kein Laser-Capture-Mikrodissektionsgerét zur
Anreicherung der Proben mit Tumorzellen am Institut fiir Pathologie gab. Das zu untersuchende
Material wurde per Hand vom Objekttrager gekratzt (manuelle Mikrodissektion), weshalb nicht so
hohe Reinheitswerte der Tumorzellen wie im Wege der Laser-Mikrodissektion erreicht werden
konnten. Dennoch war die Tumorzellzahl in den Proben ausreichend, um eine Sequenzierung
durchzufiihren und auch eine Studie von Boldrini et al. konnte zeigen, dass die manuelle
Mikrodissektion suffizient ist (Boldrini et al. 2007).

Die hier angewandte Methode der direkten Sequenzierung wird nicht von allen Autoren als geeignete
Methode zur EGFR-Mutationsanalyse an zytologischem Material gesehen, da die normalen Zellen in
den relativ heterogenen zytologischen Proben die Detektion der Mutation beeintrdchtigen konnen
(Kimura et al. 2006b; Jian et al. 2010). Einige Studien zeigen, dass es sensitivere Methoden gibt, z. B.
Scorpion ARMS, Light Cycling PCR oder SSCP Assay (Marchetti et al. 2005; Kimura et al. 2006b;
Jian et al. 2010). Der Nachteil dieser Methoden ist, dass sie nicht die Exone 18-21 des Kinase-Gens
komplett auf das Vorhandensein einer Mutation untersuchen, sondern jeweils nur fiir die in der
jeweiligen Studie gesuchten Mutationen konstruiert sind. Meistens sind dies die Inframe-Mutation
E746 _A750del in Exon 19 und die Punktmutation L858L in Exon 21 (Malapelle et al. 2011; Kerr
2012). Diese zwei Mutationen machen zwar 90 % aller Mutationen aus, neuere Studien finden aber
immer mehr klinisch relevante Mutationen, z. B. die Punktmutation T790M auf Exon 20, die mit einer
Resistenz fiir TKIs assoziiert ist (Gazdar 2009). Die direkte Sequenzierung ist derzeit der Goldstandard
in der EGFR-Mutationsanalyse, weil sie die einzige Methode ist, die alle Mutationen detektieren kann
(Smouse et al. 2009; Malapelle et al. 2011). Unsere Studie und auch andere konnten zeigen, dass sich
eine EGFR-Mutationsanalyse zuverldssig mit direkter Sequenzierung durchfiihren lasst (Hung et al.
2006; Wu et al. 2008).

Die Anzahl der untersuchten Fille in der vorliegenden Arbeit war gering und die Studie retrospektiv.
Das Ziel war, zunichst experimentell eine neue Untersuchungsmethode an der Universitit Rostock
einzufithren. Die Beschrankung auf die geringe Zahl ermoglichte eine ziigige Durchfiihrung der
Untersuchung, sodass Ergebnisse nach kurzer Zeit zur Verfligung standen. Zum Zeitpunkt der
Erstellung dieses Manuskripts hat die EGFR-Mutationsanalyse an Material aus malignen
Pleuraergiissen bereits Einzug in den klinischen Alltag der Universitdt Rostock gehalten und erdffnet
Patienten = mit  fortgeschrittenem  Adenokarzinom eine neue  Therapiestrategiec  mit

Tyrosinkinaseinhibitoren.
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5.2 Ergebnisdiskussion

5.2.1 Validierung der Zytologie

5.2.1.1 Gesamttreffsicherheit der Zytologie

Die vorliegende Arbeit ermittelte eine Gesamttrefferquote fiir die Zytologie von 74 % hinsichtlich
Malignitét (unter Festlegung der Histologie als Referenz).

Dies bedeutet, dass in 74 % der Fille die Diagnose der Zytologie mit der der Histologie korrelierte.
Ahnliche Ergebnisse finden sich auch in der Literatur. So publizierten Naryshkin et al. eine
Ubereinstimmung von Histologie und Zytologie in 74,6 % und Mak et al. in 76 % (Mak et al. 1990;
Naryshkin et al. 1992).

52.1.2 Falsch positive Zytologie-Diagnosen hinsichtlich Malignitét

116 zytologische Proben wurden als maligne diagnostiziert, 108 davon waren auch histologisch positiv.
Acht Fille waren allerdings histologisch negativ und miissen unter Festlegung der Histologie als
Referenz als falsch positiv konstatiert werden. Somit ergibt sich eine Rate falsch positiver zytologischer
Ergebnisse von 3 %. Durch eine Nachverfolgung konnten vier der acht Fille als tatséchlich maligne
identifiziert werden, sodass vier falsch positive Félle verbleiben. Dies entspricht einer Rate von 1,6 %.
Diese Werte liegen etwas iiber den in der Literatur publizierten Werten, dort wird iiberwiegend eine
Rate falsch positiver zytologischer Ergebnisse von 1 % angegeben (Thivolet-Béjui 1997; Policarpio-
Nicolas und Wick 2008), bei Piaton nur 0,08 % (Piaton et al. 1995). Ein méglicher Grund fiir die etwas
hohere Rate am hiesigen Institut ist, dass in dieser Arbeit auch zytologisch suspekte Félle als maligne

definiert wurden.

Warum ein eigentlich benigner Befund als maligne verkannt wird ist abhdngig vom vermuteten

Tumortyp, was im Folgenden aufgefiihrt wird.

Fallstricke bei der Diagnose Adenokarzinom

Hier sind an erster Stelle entziindlich-reaktive Verdnderungen des Bronchialepithels zu nennen
(Crapanzano et al. 2011; Idowu und Powers 2012).

Aber auch atypische epitheliale Zellen nach Radiatio, durch physikalische Schidden oder durch
ungeniigende Fixierung bzw. Konservierung konnen irritierend sein (Policarpio-Nicolas und Wick

2008; Idowu und Powers 2012).
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Ebenso konnen chronische Lungenerkrankungen wie Silikose und Pneumonie oder eine
Lungenarterienembolie zu reaktiven Zellatypien fiihren, die maligne anmuten kénnen (Thivolet-Béjui
1997).

Ein weiterer moglicher Fallstrick sind Zellverdnderungen, die durch Aspiration von Nahrungsresten
hervorgerufen werden (Policarpio-Nicolas und Wick 2008).

Besondere Probleme ergeben sich bei der Diagnose des Adenokarzinoms in situ (AIS, frithere
Bezeichnung: bronchioalveoldres Karzinom). Das AIS ist schwer zu unterscheiden von der Typ-2-
Pneumocyten-Hyperplasie, insbesondere bei zytologischen Proben aus dem tiefen Respirationstrakt
(Thivolet-Béjui 1997; Crapanzano et al. 2011). AuBerdem kdnnen Entziindungen und Verletzungen zu
reaktiven Verdnderungen fithren, die dem AIS stark dhneln, z. B. virale Infektionen, chronisch
interstitielle Pneumonitis, Fibrose, Lungenarterienembolie, Asthma bronchiale und Zustand nach
Radiatio (Thivolet-Béjui 1997). Diese reaktiven Verdnderungen haben, wie das AIS, meist einen
entziindlichen Hintergrund und atypische Epithelien mit oftmals fehlenden Zilien. Die Kerne und das
Zytoplasma zeigen Atypiezeichen. Ein wichtiger Unterschied ist aber, dass es beim AIS in der Regel
zweli getrennte Zellpopulationen gibt, eine benigne und eine maligne. Bei reaktiven Verédnderungen und
Typ-2-Pneumocyten-Hyperplasie zeigt sich eher ein polymorphes Zellbild mit normalen Zellen und
Zellen in allen moglichen Atypiestadien (groBe Variationen hinsichtlich Kernform und
Zytoplasmabeschaffenheit) (Crapanzano et al. 2011).

Auch die Verwechslung mit einem sehr seltenen pulmonalen Hamartom ist denkbar. Das Hamartom hat
zytologisch bis zu vier Komponenten in unterschiedlicher Verteilung: epitheliale Zellen,
mesenchymales Gewebe, Knorpel und fibromyxoides Stroma. Das Fehlen von Knorpel bzw. der
fibromyxoiden Komponente des Hamartoms oder das Vorherrschen von Epithelzellen konnen zur
Verwechslung mit einem Adenokarzinom fiithren, auflerdem kann die fibromyxoide Komponente
Mucin dhneln, was zur Diagnose eines mucindsen Adenokarzinoms verleiten kann (Policarpio-Nicolas

und Wick 2008; Crapanzano et al. 2011).

Fallstricke bei der Diagnose Plattenepithelkarzinom

Zellatypien  durch  Pilzinfektion, insbesondere  Aspergillus  fumigatus, kdénnen  ein
Plattenepithelkarzinom vortiuschen. Aspergillome kdnnen bereits radiologisch mit Tumorkavernen des
Plattenepithelkarzinoms verwechselt werden (Policarpio-Nicolas und Wick 2008; Crapanzano et al.
2011).

Andere Fallstricke sind Degeneration bzw. reaktive Verdnderungen des metaplastischen
Plattenepithels; hier bereitet vor allem ein stark nekrotisches Zellbild Probleme bei der Diagnostik, da
das Plattenepithelkarzinom typischerweise auch Nekrosen zeigt (Crapanzano et al. 2011).

Auch reaktive Zellverdnderungen durch eine Tracheostoma-Anlage konnen irreleiten. Diese
Verdnderungen kdnnen auch an weiter vom Tracheostoma entfernt liegender Schleimhaut und auch

noch Jahre nach der Entfernung des Tracheostomas auftreten (Policarpio-Nicolas und Wick 2008).
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Fallstricke bei der Diagnose Kleinzelliges Karzinom

Die Reservezell-Hyperplasie, die vor allem bei chronischen Erkrankungen der Lunge wie
Bronchiolotitis oder Bronchiektasen auftritt, kann leicht mit einem SCLC verwechselt werden.
Weiterhin sind hier die follikuldre Bronchitis und Lymphome zu nennen (Koss und Melamed 2006;

Policarpio-Nicolas und Wick 2008; Crapanzano et al. 2011).

52.13 Falsch negative Zytologie-Diagnosen hinsichtlich Malignitat

In 38 Féllen (14 %) war die Zytologie negativ, obwohl die Histologie positiv war. Diese Félle sind
demnach falsch negativ.

Als Griinde fiir falsch negative Ergebnisse werden in der Literatur hauptsichlich Fehler bei Entnahme
und Aufarbeitung der Proben angegeben (Crapanzano et al. 2011). Dem konnen wir uns anschlieen.
Offenbar werden nicht immer Tumorzellen mit der Lavagefliissigkeit erfasst. Ein
Plattenepithelkarzinom, das stark nekrotisch und akut entziindlich erscheint, kann zytologisch und auch
radiologisch als Lungenabszess verkannt werden (Saad und Silverman 2009).

Auch pulmonale Karzinoide werden hiufig iibersehen, was auf die blanden Zellen und die meist

geringe Tumorgréfle zuriickzufiihren ist (Saad und Silverman 2009).

52.1.4 Sensitivitét, Spezifitit, positiver und negativer pradiktiver Wert der Zytologie

Die vorliegende Arbeit berechnete folgende Werte: Sensitivitdt 74 %, Spezifitdt 92 %, Positiver
pradiktiver Wert 93 % und Negativer pradiktiver Wert 92 %.

Die von uns ermittelte Sensitivitdt der Zytologie iibertrifft die in der Literatur publizierten Werte. So
fanden Kvale et al. eine Sensitivitit von 65 % und Bhat et al. von nur 36 % (Kvale et al. 1976; Bhat et
al. 1990). Griinde dafiir konnten sein, dass diese Studien iiber 20 Jahre alt sind und sich die Zytologie
in den letzten Jahrzehnten deutlich weiterentwickelt hat. Leider lieBen sich keine aktuellen
vergleichbaren Studien finden, vermutlich weil heute in zytopathologisch-arbeitenden Zentren oft
Feinnadelaspirationen (FNA) der BL/BAL vorgezogen werd, da diese meist mehr Material liefern. Zum
anderen konnten die guten Ergebnisse auch auf das standardisierte Verfahren der Probengewinnung
und Probenuntersuchung am Universitdtsklinikum Rostock zuriickzufiihren sein.

Eine andere dhnliche Studie aus dem hiesigen Pathologieinstitut untersuchte eine grofere Fallzahl und

kam zu vergleichbaren Ergebnissen (Zimpfer et al. 2012).
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5.2.1.5 Zytologische Subklassifizierung der NSCLC

Der Erfolg der zytologischen Subklassifizierung hdngt vom Tumortyp ab. Folgende Quoten konnte die

vorliegende Arbeit verzeichnen:

NSCLC-Subentitit Zytologische Trefferquote
Plattenepithelkarzinom 62%
Adenokarzinom 55%
GroBzelliges Karzinom 0%
Atypisches Karzinoid 50% (insgesamt nur 2 gefunden)
Pleomorphes Karzinom 0%
Adenosquamoses Karzinom 0%

Tabelle 17: Zytologische Treffsicherheit fiir die verschiedenen NSCLC-Subentitditen

An dieser Stelle ist anzumerken, dass die WHO-Einteilung eine Empfehlung zur histologischen
Klassifikation von Lungenresektaten ist. Da sich die Mehrheit der Patienten aber mit unresektablen
Krankheitsstadien présentiert stehen in der Regel nur kleine Biopsieproben oder Zytologien fiir die
pathologische Diagnostik zur Verfiigung. Dies wird in der WHO-Klassifikation nicht beriicksichtigt
(Nicholson et al. 2010; Kerr 2012). Im Zuge neuer minimal-invasiver Biopsiemethoden werden die
Proben immer kleiner, die Herausforderung fiir den Pathologen hingegen immer grofler, da mehr und
mehr Untersuchungen, wie z. B. auch molekulare Analysen, am wenigen Material gefordert werden
(Travis et al. 2010; Kerr 2012).

In dieser Studie wurden 95 NSCLC histologisch gesichert, von denen 89 histologisch subklassifiziert
werden konnten. Von diesen 95 NSCLC konnten 67 auch zytologisch gesichert werden, eine
Subklassifizierung wurde allerdings nur in 44 Fillen (66 %) angegeben. Die restlichen 23 wurden als
nicht weiter subtypisierte NSCLC (NSCLC-NOS) bezeichnet.

Neue Therapiestrategien unterscheiden sich innerhalb der NSCLC-Subentitdten mafigeblich. Dies
beruht auf Erkenntnissen, die so neu sind, dass sie im Untersuchungszeitraum der vorliegenden Studie
noch nicht die gleiche Relevanz fiir die Diagnosestellung hatten wie heute. So muss diskutiert werden,
ob es auch in mehr als 44 von 67 Fillen moglich gewesen wire, eine Subtypisierung durchzufiihren,
dies aber nicht getan wurde, weil es zum damaligen Zeitpunkt nicht notig war. Bis dato geniigte in der
Regel die Unterscheidung von SCLC und NSCLC fiir die Therapiewahl. Aktuell reicht diese Einteilung
nicht mehr aus (Kerr 2012).

Die Mdéglichkeit an zytologischen Proben eine Subklassifizierung von NSCLC durchfiihren zu kdnnen,

wird kontrovers diskutiert. Ein hdufiges Argument dagegen ist, dass die Zerstreuung der Zellen im
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Ausstrich und das Fehlen der Gewebsarchitektur ein korrektes Subklassifizieren behindern (Sigel et al.
2011). Trotz nicht vorhandener konventioneller Architektur gibt es aber auch in der Zytologie strenge
morphologische Kriterien, die zu einer richtigen Diagnose fithren. Tatsdchlich bietet die Zytologie
sogar einige Vorteile gegeniiber histologischen Proben. Zum einen ist die zumeist fiir Zellausstriche
verwendete Papanicolaou-Féarbung sehr sensitiv fiir das Plattenepithelkarzinom und macht bereits eine
minimale Verhornung sichtbar. Dieses kann eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung nicht leisten. Zum
anderen bilden sich in Zellausstrichen charakteristische morphologische Muster aus, die auf einen
Tumortyp hinweisend sein konnen. In histologischen Proben sind diese typischen Muster nicht zu
finden. AuBBerdem gibt es bei zytologischen Proben keine Artefakte durch Formalin-Fixierung, die bei
der Diagnostik Schwierigkeiten bereiten konnen (Mazzone et al. 2002; Rekhtman et al. 2011).

Ein weiterer Kritikpunkt ist die geringe Zellzahl in zytologischen Proben, die weitere
immunhistochemische Untersuchungen oder molekulare Analysen erschwert, da hierfiir mehr Gewebe
benoétigt wird als bei einer konventionellen morphologischen Diagnostik allein (Rekhtman et al. 2011;
Kerr 2012). In der Tat ist die Zellularitét in zytologischen Proben, vor allem in BL/BAL, oftmals eher
gering. Feinnadelaspirate erreichen aber eine Zellzahl, die mit kleinen Biopsien vergleichbar ist, wenn
nicht gar héher (Mazzone et al. 2002). AuBlerdem konnen aus zytologischen Proben, bei denen Zellen
in Suspension vorliegen, in Paraffin eingebettete Zellblocke hergestellt werden, wie auch in dieser
Studie die Fibrinpréazipitate aus Pleuraergiissen. An solchen Zellblocken lassen sich durchaus

immunhistochemische Untersuchungen und molekulare Analysen durchfiihren (Rekhtman et al. 2011).

Fallstricke bei der Unterscheidung von Plattenepithelkarzinom und Adenokarzinom

Diese beiden Tumortypen haben unterschiedliche und klar abgrenzbare Charakteristika. Zeigen sie aber
eine schlechte Differenzierung, koénnen sie vor allem in zytologischen Proben leicht verwechselt

werden (Travis et al. 2010; Idowu and Powers 2012;).

Abbildung 22: undifferenziertes PECA (Papanicolaou 100x)
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Abbildung 22 verdeutlicht wie &hnlich sich schlecht differenzierte Adenokarzinome und
Plattenepithelkarzinome sein konnen. Morphologische Charakteristika des Plattenepithelkarzinoms,
wie Spindel-, Kaulquappenzellen oder Verhornung, sind hier nicht zu sehen. Hingegen wirken die
Zellen blaschenartig, die Kerne liegen zum Teil exzentrisch, sodass man an ein Adenokarzinom denken
konnte. Letztlich sind die Zellen bzw. Zellkerne zu polymorph fiir ein Adenokarzinom, sodass davon

auszugehen ist, dass es sich um ein wenig differenziertes Plattenepithelkarzinom handelt.

Bei der Unterscheidung von Plattenepithel- und Adenokarzinomen bietet eine histologische
Untersuchung (Biopsie) den Vorteil, dass die Zellen im Verband gesehen werden und so auch
Interzellularbriicken deutlich werden, die charakteristisch fiir das Plattenepithelkarzinom sind.
AuBlerdem lédsst sich durch Immunhistochemie die Expression bestimmter Proteine nachweisen,
wodurch der Ursprung des Gewebes identifiziert werden kann. So wird der Transkriptionsfaktor TTF1.
héufiger in Adenokarzinomen exprimiert und das Stammzellregulatorgen P63 héufiger in
Plattenepithelkarzinomen. TTF1 und P63 konnen also die Unterscheidung zwischen PECA und AC
erleichtern (Travis et al. 2010; Nicholson et al. 2010; Kerr 2012). Sie sind jedoch nicht diagnostisch, da
sie auch in vielen anderen Tumortypen exprimiert werden und es Ausnahmen gibt bei denen z. B. p63
auch in Adenokarzinomen exprimiert wird (Nicholson et al. 2010; Crapanzano et al. 2011; Sigel et al.
2011; Kerr 2009, 2012). Durch eine einfache PAS-Farbung kann auflerdem Mucin in
schleimproduzierenden Adenokarzinomen identifiziert werden (Nicholson et al. 2010). Mucindse

Adenokarzinome sind jedoch in der Minderheit (Kerr 2012).

Insbesondere die Unterscheidung zwischen Plattenepithelkarzinom und Adenokarzinom ist im Zuge der
Entwicklung neuer Therapiestrategien von gro3er Relevanz. Der Trend geht immer mehr in Richtung
der personalisierten Therapie des Lungenkarzinoms (Kerr 2012). So konnte in verschiedenen Studien
gezeigt werden, dass eine bestimmte Subgruppe von Lungenkarzinomen, Adenokarzinome mit
aktivierender EGFR-Mutation, positiv mit dem Ansprechen auf Tyrosinkinaseinhibitoren assoziiert
sind (Sharma et al. 2007; Wu et al. 2008). Diese Mutation findet sich aber quasi nie in
Plattenepithelkarzinomen. Eine groBe Studie der International Association for the Study of Lung
Cancer (IASLC) empfiehlt deswegen eine EGFR-Mutationsanalyse grundsétzlich nur an
Adenokarzinomen und NSCLC-NOS durchzufiihren (Travis et al. 2011). Weiteres hierzu unter 5.2.2.
Dariiber hinaus sind bestimmte neue Medikamente wie Bevacicumab (VEGF-Inhibitor) oder
Pemetrexed (Folsdure-Antagonist) fiir Plattenepithelkarzinome kontraindiziert bzw. nicht geeignet.
Bevacizumab wird im Zusammenhang mit der Entstehung lebensbedrohlicher pulmonaler Blutungen
gesehen und Pemetrexed scheint im PECA im Gegensatz zum AC kaum effektiv zu sein (Kerr 2009;
Travis et al. 2010, 2011; Sigel et al. 2011).

Die Unterscheidung von Plattenepithelkarzinom und Adenokarzinom kann also fiir den einzelnen

Patienten von vitaler Bedeutung sein.
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Schwierigkeiten bei der Diagnose Adenokarzinom

Neben der Verwechslungsgefahr von Adenokarzinom und Plattenepithelkarzinom ist auBerdem zu
beriicksichtigen, dass das Adenokarzinom generell mehr Schwierigkeiten bei der zytologischen
Diagnostik bereitet. In der vorliegenden Arbeit konnten Adenokarzinome zytologisch weniger sicher
diagnostiziert werden als Plattenepithelkarzinome, 55 % versus 62 %. Auch in der Literatur zeigt sich
ein dhnliches Verhiltnis: Lam et al. ermittelten eine Treffsicherheit von 87 % versus 92 % und Mak et
al. 54 % versus 80 % fiir Adenokarzinom bzw. Plattenepithelkarzinom (Lam et al. 1983; Mak et al.
1990). Griinde, weshalb das Adenokarzinom mehr Schwierigkeiten bei der Diagnose bereitet als das
Plattenepithelkarzinom, liegen vermutlich in der Natur dieser Tumorentitit. Auch histologisch ist es
oftmals schwierig zu diagnostizieren. Das Adenokarzinom ist ein sehr inhomogener und facettenreicher
Tumortyp, es gibt verschiedene Muster und Wuchsformen. Zu nennen sind hier azinidre, solide,
papillire und mucinése Adenokarzinome sowie das Adenokarzinom in situ (ehemals
bronchioalveoldres Karzinom), welches multipel in der Lunge auftritt und die Alveolarwéinde
tapetenartig auskleidet. Die verschiedenen Muster sind haufig in einem Tumor kombiniert.
Gelegentlich finden sich in einem Adenokarzinom auch plattenepitheliale Komponenten, was leicht zu
Verwechslungen fithren kann (Kerr 2009; Travis et al. 2010). Die geringe GroBe von Biopsien stellt
also bei der Diagnostik des Adenokarzinoms ein besonderes Problem da. Nicht immer wird die ganze
Architektur eines Tumors dargestellt, weil das Adenokarzinom in sich eben oft inhomogen ist (Kerr

2009).

Wie viele der histologisch und zytologisch nicht subklassifizierbaren NSCLC tatsdchlich
Adenokarzinome waren, lief} sich im Rahmen dieser Studie nicht eruieren, da leider nicht fiir alle Fille

eine Nachverfolgung durch Untersuchung eines OP-Resektats oder einer Autopsie moglich war.

Fallstrick bei der Unterscheidung von pulmonalen Adenokarzinomen und Metastasen extrapulmonaler

Adenokarzinome

Insbesondere wenn sich ein extrapulmonales Adenokarzinom mit Metastasen in der Lunge
erstmanifestiert, kann es versehentlich als priméres pulmonales Adenokarzinom verkannt werden; hier
sind vor allem das kolorektale Karzinom und das Nierenzellkarzinom zu nennen. In diesen Féllen sind
erginzende immunhistochemische Untersuchungen sinnvoll, um den Primarius zu identifizieren (Idowu
und Powers 2012). Wir konnten pulmonale Metastasen eines klarzelligen Nierenzellkarzinoms und
eines kolerektalen Karzinoms histologisch sichern. Zytologisch konnten wir diese Metastasen leider
nicht diagnostizieren. Die zytologische Probe des kolorektalen Karzinoms zeigte Zellen eines
Adenokarzinoms, dessen Primarius nicht identifizierbar war. Die zytologische Probe des

Nierenzellkarzinoms war falsch negativ und zeigte nur ein entziindliches Zellbild.
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Schwierigkeiten bei der Diagnose Grofzelliges Karzinom

Die schlechtesten Ergebnisse bei der zytologischen Subklassifizierung hat das Grofizellige Karzinom.
Wir konnten kein einziges zytologisch sichern, und auch in der Literatur erreicht die zytologische
Treffsicherheit fiir das GroBzellige Karzinom kaum 40 % (Lam et al. 1983; Mak et al. 1990). Dieser
Sachverhalt ist laut Raab et al. am ehesten auf die zumeist geringe Differenzierung der Grof3zelligen
Karzinome zuriickzufithren (Raab und Silverman 1994). Es muss hier allerdings erwéhnt werden, dass
in der Literatur empfohlen wird, die Diagnose ,GroBzelliges Karzinom* generell nicht an kleinen
Proben, wie BL/BAL oder transbronchialer Biopsie, zu stellen (Travis et al. 2011; Kerr 2012). In dieser
Studie wurde die Diagnose GroBzelliges Karzinom nie an zytologischem Material gestellt und an
histologischem Material nur, wenn bei entsprechender groBzellig-anaplastischer Morphologie nicht ein
Adenokarzinom immunhistochemisch zu sichern war. In der klinischen Praxis am hiesigen Institut fiir
Pathologie wird vorsichtshalber auch an Grofizelligen Karzinomen eine EGFR-Mutationsanalyse

durchgefiihrt, um keine entdifferenzierten Adenokarzinome zu verpassen.

In sechs von 95 Féllen (6 %) gelang keine histologische Subtypisierung der NSCLC. Die Rate sowohl
histologisch als auch zytologisch nicht-subklassifizierbarer NSCLC liegt in dieser Studie somit bei 5 %.
Laut Literatur liegt die Grauzone nicht subklassifizierbarer NSCLC bei 40-50 %. Eine Rate von 5 %
soll angestrebt werden, was allerdings an den zumeist sehr kleinen Biopsie- und Zytologieproben
schwierig ist (Kerr 2009; Travis et al. 2010). In der vorliegenden Arbeit war die Rate nicht-
subklassifizierbarer NSCLC also gering. Aus unserer Sicht konnte dies erreicht werden, weil sich die
simultanen histologischen und zytologischen Untersuchungen ergénzen. Hinzu kommt ein Zugewinn
durch die Doppeluntersuchung der Zytologie (vor und nach Biopsie), der im Falle dieser Arbeit
statistisch signifikant war. Auch Franke et al. empfehlen die Durchfiihrung mehrerer zytologischer
Untersuchungen, um die Aussagekraft der gesamten bronchoskopischen Untersuchung zu steigern

(Franke et al. 2006b).

Zusétzliche zytologische Proben konnen die Sicherheit der Diagnose erhdhen und die
Subklassifizierung der NSCLC erleichtern. Sie stellen deshalb eine wichtige Ergdnzung zur Biopsie da.
In der vorliegenden Studie gab es sogar einen Fall, der histologisch als NSCLC-NOS diagnostiziert

wurde, aber zytologisch als Adenokarzinom zu subklassifizieren war.

5.2.1.6 Treffsicherheit der Zytologie vor und nach Biopsie

Der richtige Zeitpunkt der Durchfiihrung der BL/BAL, also der Entnahme der Zytologie, wird
kontrovers diskutiert (Mazzone et al. 2002). Im Jahr 2001 publizierte das British Thoracic Society

Bronchoscopy Guidelines Committee in ihren ,Guidelines on flexible Bronchoscopy‘, dass die beste
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Reihenfolge der Probenentnahme wahrend der Bronchoskopie nicht gesichert ist und weiter Studien

dariiber nétig sind. Bis heute ist diese Frage nicht abschlieBend geklart.

Die vorliegende Arbeit ermittelte eine Treffsicherheit der Zytologie (BL/BAL) vor Entnahme der

Biopsie von 71 % und danach von 83 %.

Die Priifung auf Signifikanz mit Fishers-Exact-Test oder Chi-Quadrat-Test ergab einen p-Wert von
0,03. Somit ist der Unterschied der Treffsicherheit der Zytologie vor und nach Biopsie signifikant.

Einige Studien haben den gleichen Sachverhalt untersucht (Siehe Tabelle 18). Zusammenfassend
kamen diese Studien alle zu dem Ergebnis, dass die Treffsicherheit der Zytologie nach Entnahme der
Biopsie etwas hoher lag. Im Gegensatz zur vorliegenden Studie war der Unterschied zwischen der

Zytologie vor bzw. nach Biopsie jedoch nie signifikant (van der Drift et al. 2005; Sompradeekul et al.

2006; Lee et al. 2007).

Trefferquote bzw.

Trefferquote bzw.

36 % fiir endoskopisch

nicht sichtbare Tumoren

42 % fir endoskopisch

nicht sichtbare Tumoren

Studie p-Wert
Sensitivitit vor Biopsie | Sensitivitit nach Biopsie
Van der Drift et al. 2005 | 72 % fiir endoskopisch | 74 % fiir endoskopisch
sichtbare Tumoren sichtbare Tumoren
0,37

42 % fiir endoskopisch

nicht sichtbare Tumoren)

63 % fiir endoskopisch

nicht sichtbare Tumoren)

Sompradekul et al. 2006 37,8 % 37,8 % nicht angegeben
Fernandez-Villar et al.

53,7 % 57,7 % 0,6
2006
Lee et al. 2007

57,3 % 55,8 % 0,88
Vorliegende Studie 71 % (74 % fur 83 % (80 % fiir

endoskopisch sichtbare, | endoskopisch sichtbare, 0.03

Tabelle 18: Vergleich Trefferquote der BL/BAL vor und nach Biopsie

Als hauptsdchlicher Grund, weshalb die Zytologie nach der Biopsie eventuell bessere Ergebnisse

erreicht, wird angegeben, dass bei der Manipulation durch die Biopsie mehr Tumorzellen freigesetzt
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werden, die dann mit der BL/BAL erfasst werden (Chaudhary et al. 1978; Lundgren et al. 1983; Lee et
al. 2007). Wirklich bestétigt wurde diese Annahme bisher aber nicht. Eine gegenldufige These besagt,
dass die Zytologie vor der Biopsie eigentlich erfolgreicher sein miisste, da es durch die Biopsie zu
Blutungen kommen kann und das Blut die zytologische Probe schlechter auswertbar macht (Mazzone

et al. 2002; Fernandez-Villar et al. 2006).

Auch in der vorliegenden Arbeit wurde festgestellt, dass die Zytologie nach der Biopsie oft blutiger war
als die vor der Entnahme. Dennoch wurde eine hohere Trefferquote fiir die zweite Zytologie ermittelt,
was aus unserer Sicht durchaus auf das vermehrte Vorhandensein von Tumorzellen in den Proben

zurickzufiihren sein kann.

Wann nun letztlich der beste Zeitpunkt fiir die Entnahme der Zytologie ist, scheint nicht unbedingt
entscheidend zu sein. Es stimmen aber alle aufgezeigten Studien iiberein, dass die hochste
diagnostische Ausbeute erreicht wird, wenn sowohl eine zytologische Probe vor der Biopsie, als auch
danach entnommen und untersucht wird. So konnte beispielsweise eine Studie von Fernandez-Villar
keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich des Zeitpunkts der Zytologie feststellen, jedoch erzielten
die Zytologien 1 und 2 zusammen (davor und danach) eine signifikant hdhere diagnostische Ausbeute
von 69,3 %, als jede fiir sich allein (Zytologie 1: 53,7 %, p=0,001 und Zytologie 2: 57,7 %, p=0,004)
(Fernandez-Villar et al. 2006).

5.2.1.7 Trefferquote in Abhingigkeit von der Lokalisation der Lision

Eine weitere Fragestellung lautet, ob die Trefferquote der Zytologie und auch der Biopsie davon
abhingig ist, ob der Tumor endoskopisch sichtbar ist. Endoskopisch sichtbare Tumoren sind zumeist
zentral im Bronchialssystem gelegen. Peripher gelegene Tumoren zeigen iiberwiegend keine

endobronchialen Verédnderungen.

Periphere Léasionen werden in der Regel unter Rontgendurchleuchtung bioptiert, dennoch ist die
Treffsicherheit zumeist geringer als bei bronchoskopisch sichtbaren Tumoren (Wong et al. 1999 ;

Mazzone et al. 2002 ; Franke et al. 2006 a).

Die vorliegende Studie ermittelte eine histologische Trefferquote fiir endoskopisch sichtbare Tumoren
von 83 % und fiir endoskopisch nicht sichtbare Lasionen von 34 %. In der Zytologie (Zytologie vor und
nach Biopsie zusammen gerechnet) wurde eine diagnostische Ausbeute von 71 % fiir endobronchiale

Tumoren und 19 % fiir periphere Lasionen berechnet.

Diese Werte finden sich auch in der Literatur, hier wird eine bioptische Trefferquote fiir endobronchial
sichtbare Tumoren von ca. 90 % angeben (Wong et al. 1999; Mazzone et al. 2002; Franke et al. 2006a).

Fiir periphere, nicht sichtbare Tumoren schwankt die diagnostische Ausbeute zwischen 27 % und 87 %
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(Wong et al. 1999; Mazzone et al. 2002; Franke et al. 2006a). In einer zusammenfassenden Studie von
Schreiber und McCrory wurde fiir endobronchiale Tumoren eine mittlere diagnostische Ausbeute von
74 % in der Histologie und 48 % in BL/BAL angegeben. Fiir periphere Lésionen betrug die mittlere
diagnostische Ausbeute in der Histologie nur 46 %, fiir BL/BAL allerdings 43 % (Schreiber und
McCrory 2003). Eine dhnliche Studie von Mazzone et al., in der ebenfalls die Ergebnisse mehrere
Studien zusammengefasst wurden, gibt eine durchschnittliche Treffsicherheit der Zytologie von 68 %

fiir zentrale und von 28 % fiir periphere Lésionen an (Mazzone et al. 2002).

Neben der Trefferquote beider Zytologien zusammen (vor und nach Biopsie) wurde in dieser Arbeit
auerdem die diagnostische Ausbeute fiir jede Zytologie einzeln berechnet: Fiir die Zytologie vor der
Biospie konnte eine Treffsicherheit von 74 % fiir endoskopisch sichtbare und 42 % fiir endoskopisch
nicht sichtbare Tumoren ermittelt werden. Analog dazu ergab die Zytologie nach der Biopsie eine
Treffsicherheit von 80 % fiir endoskopisch sichtbare und 63 % fiir endoskopisch nicht sichtbare
Tumoren. Eine Studie von van der Drift et al. bestitigt diese Ergebnisse. Auch hier finden sich hohere
zytologische Trefferquoten fiir endoskopisch sichtbare Tumoren und hohere Trefferquoten fiir die
Zytologie nach Biopsie (van der Drift et al. 2005). Interessant ist aber, dass in beiden Studien die
Zytologie nach Biopsie die Trefferquote fiir endoskopisch nicht sichtbare Tumoren deutlich aufwertet

(36 % versus 42 % bei van der Drift et al., 42 % versus 63 % in der vorliegenden Studie).

Diese Ergebnisse stiitzen die These, dass insbesondere bei peripheren Malignomen eine zusitzliche
zytologische Untersuchung die diagnostische Sicherheit relevant verbessert (Mazzone et al. 2002;

Wong et al. 1999; Franke et al. 2006a).

Es wird deutlich, dass die Zytologie wertvolle Beitrdge zur Diagnosesicherung von Lungenkarzinomen

liefert.

In einigen Studien werden sogar bessere Trefferquoten und eine hohere Sensitivitét als fiir die Biopsie
postuliert (Chaudhary et al. 1978; Koss et al. 1992; Piaton et al. 1995; Nicholson et al. 2010).
Allerdings betrifft dies eher Punktionszytologien wie Feinnadelaspirationen als BL/BAL. Mak et al.
ermittelten in ihrer Studie sogar, dass die Zytologie in einigen Féllen das einzige positive Ergebnis

erbrachte und diagnostisch aussagekriftiger war als die Histologie (Mak et al. 1990).

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Gewinnung zytologischer Proben eine BL oder eine BAL
durchgefiihrt. Andere zytologische Untersuchungsmethoden sind die genannte Feinnadelaspiration, der
Biirstenabstrich, die Katheteraspiration, die Sputumzytologie oder die transbronchiale Nadelaspiration.
Die verschiedenen Methoden unterscheiden sich geringfiigig in ihrer Treffsicherheit und Sensitivitét
(Franke et al. 2006a). Auch die Erfahrenheit des Zytopathologen hat Einfluss auf Sensitivitdt und
Spezifitit der zytologischen Untersuchung (Kerr 2012).
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Vereinzelt finden sich auch Studien, die die Zytologie nicht fiir ausreichend diagnostisch halten und

empfehlen, sie nur in Kombination mit anderen Methoden zu verwenden (Taheri et al. 2007).

Der Konsensus in der Literatur ist, dass zwar die Histologie der Zytologie iiberlegen ist, die
Kombination der beiden Methoden aber die groBte diagnostische Sicherheit bietet (Naryshkin et al.
1992; Mak et al. 1990; Mazzone et al. 2002; Kawaraya et al. 2003; Crapanzano et al. 2011; Sigel et al.
2011).

Eine zusitzliche zytologische Untersuchung erhoht die Gesamt-Sensitivitidt der bronchoskopischen
Untersuchung (Chaudhary et al. 1978; Lam et al. 1983; Mak et al. 1990; Govert et al. 1996; Dobler und
Crawford 2009). Fiir endoskopisch sichtbare Tumoren wird in der Literatur eine Steigerung der
Sensitivitit der Bronchoskopie durch die Zytologie von sechs bis 20 % angegeben. Fiir endoskopisch
nicht sichtbare Lasion wird die Sensitivitit sogar um zwolf bis 30 % gesteigert (Kvale et al. 1976;

Chaudhary et al. 1978; Lundgren et al. 1983; Lam et al. 1983; Mak et al. 1990; Govert et al. 1996).

Eine Studie von Lundgren et al. verglich die Treffsicherheit verschiedener bronchoskopischer
Entnahme-Verfahren (Zangenbiospie, BL, Biirstenbiopsie, transbronchiale FNA) und kam zu dem
Ergebnis, dass die Kombination von Zangenbiopsie und BL eine signifikant hohere diagnostische
Ausbeute liefert, als die Zangenbiospie fiir sich genommen (p < 0,05). Fiir endoskopisch sichtbare

Tumoren lag die Trefferquote dieser Kombination bei nahezu 100 % (33/34) (Lundgren et al. 1983).

Ahnliche Ergebnisse zeigt eine Studie von Dobler und Crawford: Hier hatte die Biopsie allein eine
Treffsicherheit von 77 % fiir endoskopisch sichtbare Tumoren. Das Hinzunehmen der Zytologie
(Biirstenabstriche oder BLs) erhdhte die diagnostische Ausbeute signifikant um 11 % auf insgesamt 88

% (p=0,001) (Dobler und Crawford 2009).

Auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestitigen den enormen Zugewinn von zusitzlichen
zytologischen Untersuchungen. Die Kombination von zytologischen und histologischen
Untersuchungen innerhalb einer Bronchoskopie erhoht die Gesamttrefferquote mafBgeblich. Re-
Bronchoskopien oder weitere aufwendige Untersuchungen wie CT-gesteuerte Punktionen, die im Falle
negativer Biopsien, aber starkem klinischen Verdacht fiir ein Lungenkarzinom durchgefiihrt werden

miissten, konnen dem Patienten so eventuell erspart werden (Kawaraya et al. 2003).

Hinsichtlich der Rentabilitit der Zytologie kommen verschiedene Studien zu dem Ergebnis, dass sich
zusitzliche zytologische Untersuchungen lohnen (Kvale et al. 1976; Govert et al. 1996; van der Drift et
al. 2005). Sie sind kosteneffektiv und wirtschaftlicher als eine Re-Bronchoskopie. Der finanzielle
Mehraufwand ist als eher gering anzusehen und der Zugewinn fiir die Diagnosesicherheit eindeutig

(Govert et al. 1996).
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5.2.2 EGFR-Mutationsanalyse im Pleuraerguss

In drei der 14 untersuchten Proben konnte jeweils eine Mutation im EGFR-Gen gefunden werden
(21%). In zwei der drei Félle waren die Mutationen in Exon 19 lokalisiert. Es handelte sich hier um die
Inframe-Mutationen K745 A750del und L747 S752del. In einem weiteren Fall fanden sich
gleichzeitig die Punktmutationen V769M und G779F in Exon 20. Die Proben, in denen eine Mutation
gefunden wurde, stammten alle drei aus weiblichem Patienten. Das mediane Alter der Patientinnen

betrug 83 Jahre.

5.2.2.1 Wabhrscheinlichkeit, mit der eine EGFR-Mutation in einem Pleuraerguss gefunden wird

Studie Anzahl Tumorentititen Methode Mutationen
Proben insgesamt
(n) -absolut (%)-
Kimura et al. 24 23 AC Direkte Sequenzierung 3 (12,5 %)
Juli 2006 1 NSCLC-NOS Scorpion ARMS
8 (33,3 %)
Kimura et al. 43 39 AC Direkte Sequenzierung 11 (25,6 %)
Oktober 2006 1 PECA
1GC
2 NSCLC-NOS
Hung et al. 2006 29 26 AC Direkte Sequenzierung 12 (41,0 %)
3 NSCLC-NOS
Wu et al. 2008 136 136 AC Direkte Sequenzierung 93 (68,4 %)
Jian et al. 2010 32 Fortgeschrittene LightCycling PCR 9 (28,1 %)
NSCLC (AC und
PECA, Zahlen
nicht genauer
angegeben)
Vorliegende 14 14 AC Direkte Sequenzierung 3 (21,4 %)
Studie

Tabelle 19: Rate gefundener EGFR-Mutationen in verschiedenen Studien

Die in Tabelle 19 zum Vergleich angefiihrten Studien haben alle Material aus Pleuraergiissen

untersucht. Andere Studien haben EGFR-Mutationsanalysen an anderem zytologischen Material, z. B.
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FNA und BL/BAL, durchgefiihrt; sie liefern dhnliche Ergebnisse (Riely et al. 2006; Boldrini et al.
2007; Rekhtman et al. 2011).

Es herrscht Konsensus dariiber, dass zytologisches Material fiir eine EGFR-Mutationsanalyse geeignet
ist (Hung et al. 2006; Kimura et al. 2006a, 2006b; Soh et al. 2006; Wu et al. 2008; Zhang et al. 2008;
Jian et al. 2010). Fiir die Zytologie spricht, dass sie wenig invasiv und gegebenenfalls auch mehrmals
im Laufe der Erkrankung entnommen werden kann. So kdnnen genetische Alterationen, die wahrend
der Behandlung auftreten, wie z. B. der Erwerb der T790M-Resistenzmutation, frithzeitig aufgedeckt

werden. (Gazdar 2009; Malapelle et al. 2011).

Der Vorteil von Material aus Pleuraergiissen ist, dass die Punktion zugleich therapeutischen als auch
diagnostischen Nutzen hat. Eine zusitzliche bronchoskopische Untersuchung ist in der Regel nicht
notig (Soh et al. 2006). Auch wenn eine Bronchoskopie zur Gewinnung einer FNA oder BL/BAL ohne
Biopsie relativ risikoarm ist, ist es dennoch eine unangenehme und nicht vollig ungefdhrliche
Untersuchung, fiir die auch Kontraindikationen bestehen. AuBerdem lassen sich aus
Pleuraergussmaterial sehr einfach in Paraffin eingebettete Zellblocke (Fibrinprézipitate) herstellen, die

eine hohe Zellularitdt haben und fiir molekulare Analysen gut geeignet sind (Nicholson et al. 2010).

Die in der Literatur publizierte Rate gefundener EGFR-Mutationen in Pleuraergiissen schwankt
zwischen 12,5 % und 68,4 %. Die vorliegende Studie ermittelte eine Rate von 21,4 % und ist damit

eher im unteren Drittel anzusiedeln. Allerdings wurde hier nur eine geringe Fallzahl untersucht.

Erschwert wird der Vergleich dadurch, dass die Proben in den anderen Studien nur zum {iberwiegenden
Teil aus Adenokarzinomen stammten. Die vorliegende Studie untersuchte dagegen ausschlieBlich
Pleuraergussmaterial aus Adenokarzinomen, da fiir diese eine hohere Wahrscheinlichkeit des
Vorhandenseins einer EGFR-Mutation bekannt ist (Soh et al. 2006). Dies wurde durch die aufgelisteten
Studien, die zum Teil verschiedene NSCLC-Subentititen untersucht haben, letztlich bestétigt.
AuBerdem finden alle Studien einen Zusammenhang zwischen EGFR-Mutation, weiblichem
Geschlecht und Nichtraucher-Status (Hung et al. 2006; Kimura et al. 2006a, 2006b; Wu et al. 2008;
Zhang et al. 2008; Jian et al. 2010).

Die Studien, bei denen zusétzlich das Ansprechen auf eine TKI-Therapie untersucht wurde, bestétigen
auerdem die Assoziation zwischen bestimmten aktivierenden EGFR-Mutationen und dem Erfolg der

spezifischen Therapie (Kimura et al. 2006b; Hung et al. 2006; Jian et al. 2010).
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5222 Die Vielfalt und die Bedeutung der verschiedenen EGFR-Mutationen
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Abbildung 23: Die verschiedenen EGFR-Kinase-Mutationen aus Sharma et al. 2007

Diese Abbildung zeigt eine Auswahl der bisher am hiufigsten beschriebenen Mutationen in der
Kinasedoméne des EGFR. Die Héufigkeit der gefundenen Mutationen ist ebenfalls dargestellt. Aus
dieser Abbildung geht hervor, dass die Inframe-Mutationen in Exon 19 und die Punktmutationen in
Exon 21 die hiaufigsten aktivierenden Mutationen sind und die T790M Mutation in Exon 20 die
haufigste Resistenzmutation ist (Shigematsu und Gazdar 2006; Sharma et al. 2007). Die
Deletionsmutation E746 A750del in Exon 19 und die Punktmutation L858R in Exon 21 machen
zusammen ca. 90% aller gefundenen EGFR-Mutationen aus und werden deswegen auch als klassische
Mutationen bezeichnet (Murray et al. 2008; Gazdar 2009). In der vorliegenden Arbeit wurde keine der

beiden Mutationen gefunden.

Wir fanden die Mutation L747 S752del in Exon 19, die sich auch in der Abbildung wiederfindet. Sie
wird als Exon 19-Mutation vermutlich mit dem Ansprechen auf eine TKI-Therapie assoziiert sein
(Murray et al. 2008). In den Studien von Jian et al. und Jang et al. wurde diese Mutation auch gefunden,

allerdings hinsichtlich ihrer Bedeutung fiir eine TKI-Therapie nicht genauer beschrieben (Jang et al.

2009; Jian et al. 2010).

Murray et al. erstellten 2008 eine analytische Datenbank, in der 3.381 EGFR-Kinase-Mutationen aus

202 wissenschaftlichen Artikeln mit ihren Inzidenzen, demographischen und klinischen
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Charakteristika, sowie ihrem Ansprechen auf TKIs zusammengefasst wurden. Hier wird fiir die
Mutation L1747 S752del eine Inzidenz von 0,79 % angegeben. Sie wurde 22-mal beschrieben. Sie
gehort nach Murray et al. zu den héufigsten somatischen EGFR-Mutationen, ist jedoch wesentlich
seltener als die Exon 19-Mutation E746 A750del, die eine Inzidenz von 28,89 % aufweist (Murray et
al. 2008; www.somaticmutations-EGFR.org).

Auch die anderen von uns gefundenen Mutationen finden sich in der Literatur.

Die Mutation K745 _A750del in Exon 19 ist in der Datenbank von Murray et al. 4-mal verzeichnet.
Hinsichtlich ihres Ansprechens auf TKIs ist sie nicht genauer beschrieben. Es ist aber anzunehmen,
dass auch sie als Exon 19-Mutation sensitiv fiir TKIs ist (Murray et al. 2008).

Die Punktmutation G779F in Exon 20 fanden Yang et al. bei einem 80-jahrigen, kaukasischen
Patienten mit Adenokarzinom. Ob dieser Patient auf TKIs ansprach wurde nicht erldutert, vermutlich
hat er diese Therapie gar nicht erhalten (Yang et al. 2005).

In einer Studie von Huang et al., die taiwanesische Lungenkarzinom-Patienten auf EGFR-Mutationen
untersuchte, ist die Punktmutation V769M in Exon 20 beschrieben. Sie fand sich dort bei einem 62-
jéhrigen Patienten, der zusétzlich die Mutation delE746 T751insA in Exon 19 hatte (Huang et al.
2004). Auch hier ist die Bedeutung der Mutation V769M hinsichtlich TKI-Ansprechens nicht genauer
beschrieben. Interessant ist aber, dass bei diesem Patienten sowohl eine mit Ansprechen auf TKIs
assoziierte Exon 19-Deletion gefunden wurde als auch eine Punktmutation in Exon 20, die
wahrscheinlich eine Resistenzmutation darstellt.

Murray et al. fanden die Mutation G779F 3-mal und V769M 2-mal. Als Exon 20 Mutationen werden
wahrscheinlich beide nicht sensitiv fiir eine molekulare Therapie sein (Sharma et al. 2007; Murray et al.

2008)

Weitere beschriebene Mutationen:

Studie Gefundene Mutationen

Kimura et al. Juli 2006 6 x E746_A750del Exon 19
2 x L858R Exon 21

Kimura et al. 7 x E746_A750del Exon 19
September 2006 1 x E746_751del Exon 19

1 x L747 T751del Exon 19
2 x L858R Exon 21

Hung et al. 2006 7 x E746_A750del Exon 19
2x E746_S752insV Exon 19
2 x L858R Exon 21

1 x L861Q Exon 21

1 x S768_D770dup Exon 20
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Wu et al. 2008

2 x G719A

1 x L747P

9 x E746_A750 del

1 x E746_T751insVA
29 x L858R

1 x L861R

2 x L858R + T790M
1 x G719A + S720F
1 x R776H + L861Q
1 x L858R + R776G
1 x L747 A750ins P

Jang et al. 2009

4 x K745 _A750del Exon 19
2 x E746_A750del Exon 19
4 x E746_T752del Exon 19
1 x L747_S752del Exon 19
1 x E746_P753del Exon 19
1 x E747 E749del Exon 19
10 x L858R Exon 21

1 x G719S Exon 18

1 x M7661 Exon 20

1 x P772L Exon 20

Jian et al. 2010

15 x E746_A750del Exon 19
4 x L747_S752del Exon 19
3 x L858R Exon 21

Vorliegende Studie

1 x K745_A750del Exon 19
1 x L747_S752del Exon 19
1x V769M + G779F Exon 20

Tabelle 20: Vergleich der EGFR-Mutationen, die in den verschiedenen Studien gefunden wurden

Auch die in Tabelle 20 zum Vergleich herangezogenen Studien fanden die zwei klassischen
Mutationen (E746_A750del in Exon 19 und L858R in Exon 20) am hiufigsten. Die Studien zeigen aber
auch, dass es sehr viele andere Mutationen gibt, deren Bedeutung teilweise noch gar nicht geklért ist.
An dieser Stelle wird noch einmal deutlich, dass die Analyse-Methode der Wahl - zumindest im

wissenschaftlichen Bereich - die direkte Sequenzierung ist, da nur sie die Vielfalt der Mutationen

darstellen kann.
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Neben Mutationen in der Kinasedoméne des EGFR lassen sich auch andere molekulare Abnormititen
bei Karzinompatienten finden, z. B. Genamplifikation oder Uberexpression des EGFR (Shigematsu und
Gazdar 2006; Gazdar 2009). Diese molekularen Lisionen scheinen nicht mit dem Ansprechen auf TKI-

Therapie assoziiert zu sein (Lynch et al. 2004; Bell et al. 2005; Sharma et al. 2007).

Aktivierende Mutationen

Aktivierende Mutationen fiihren zu Liganden-unabhéngiger Aktivitdt der Tyrosinkinase des EGFR,
sodass die EGFR-vermittelten Signalwege unkontrolliert initiiert werden. Das Vorhandensein dieser
Mutationen korreliert mit dem Ansprechen auf TKIs (Gazdar 2009; Lynch et al. 2004). Sie befinden
sich in den ersten vier Exonen der Kinasedoméne (Exon 18-21) und innerhalb der ATP-Binde-Tasche,
an die auch TKIs binden (Kumar et al. 2008; Shigematsu and Gazdar 2006). Die haufigsten
aktivierenden Mutationen sind die bereits genannten und generell hdufigsten Mutationen: die Inframe-
Deletionen in Exon 19 und die Punktmutation L858R in Exon 21 (Sharma et al. 2007; Murray et al.
2008; Gazdar 2009).

Die mutierten Kinasen zeigen eine reduzierte Affinitdt zu ATP, was die molekulare Erklérung fiir die
gesteigerte Sensitivitdt von TKIs ist, da diese mit ATP konkurrieren (Shigematsu und Gazdar 2006;
Kumar et al. 2008). Die Inzidenz der aktivierenden Mutationen bei Patienten, die auf TKIs ansprechen,
liegt bei ca. 77 % (Pao et al. 2005). Bei Patienten, die nicht ansprechen liegt die Inzidenz nur bei 7 %.
Das Gesamtansprechen auf TKIs aller Patienten mit und ohne Mutation liegt bei 10-30 % (Gazdar
2009). Dies spiegelt die Rate insgesamt vorhandener aktivierender Mutationen wieder (Heukamp et al.
2011).

Eine TKI-Therapie verlingert das mediane Gesamt-Uberleben und das Progress-freie Uberleben fiir
Patienten mit einer aktivierenden EGFR-Mutation (Soh et al. 2006; Capuzzo et al. 2010; Rosell et al.
2012).

Nicht alle aktivierenden Mutationen fithren jedoch gleichermaBlen zu gesteigerter Kinaseaktivitét
(Gazdar 2009). Patienten mit einer Deletionsmutation in Exon 19 zeigen hohere Ansprechraten auf
TKIs (70-100 %) als Patienten mit Punktmutationen in Exon 21 (20-67 %) (Mitsudomi et al. 2005;
Sharma et al. 2007). Eine Studie von Riely et al. zeigt aulerdem, dass durch die TKI-Therapie ein
signifikant lingeres Progress-freies Uberleben (12 versus fiinf Monate; p=0,01) und Gesamt-Uberleben
(34 versus acht Monate; p=0,01) fiir Patienten mit Exon 19 Deletionsmutation im Gegensatz zu
Patienten mit Exon 21 Punktmutation erreicht werden kann (Riely et al. 2006). Ahnliche Ergebnisse
liefert eine retrospektive Studie von Jackman et al.: Hier wurde eine signifikant ldngere Zeit bis zu
einem Progress (24 versus 10 Monate, p=0,04) und eine signifikant ldngere mediane
Gesamtiiberlebenszeit (38 versus 17 Monate, p=0,04) fiir Patienten mit Exon 19 Deletion verglichen
mit Patienten, die eine L858Mutation in Exon 21 haben, ermittelt. Allerdings scheint die Punktmutation

L858R noch eher mit einem Therapieansprechen assoziiert zu sein als die Punktmutation G719S in
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Exon 21 (Jiang et al. 2005). Bisher wurden noch keine Mutationen in Exon 20 gefunden, bei denen ein
Ansprechen auf TKIs beschrieben wurde (Greulich et al. 2005).

Patienten mit Exon 19 Deletionen scheinen also die beste Prognose hinsichtlich Therapieansprechen
und Uberlebenszeit zu haben, weshalb diese Mutation ein relevanter prognostischer Faktor zu sein

scheint (Gazdar 2009; Jackman et al. 2006).

Resistenzmutationen

Nicht alle Kinasemutationen sind mit einer hoheren Sensitivitit fiir TKIs assoziiert. Manche Patienten
sprechen trotz vorhandener Mutation gar nicht auf TKIs an (primdre Resistenz). Ein héufig
beschriebenes Phidnomen ist eine sich nach sechs bis zwolf Monaten entwickelnde Resistenz nach

initial gutem Ansprechen auf TKIs (erworbene oder sekundire Resistenz).

Ursachen primdrer Resistenz

Insertionsmutationen in Exon 20, wie z. B. D770_N771insNPG, scheinen zu herabgesetzter Sensitivitat
des Rezeptors gegeniiber TKIs zufiihren (Greulich et al. 2005; Kumar et al. 2008; Gazdar 2009); doch
inwiefern sich diese Mutationen von aktivierenden Mutationen unterscheiden ist unklar. Insgesamt lsst
sich jedoch feststellen, dass eine primédre TKI-Resistenz eher andere genetische Lasionen als Ursache

hat als eine EGFR-Resistenzmutation (Sharma et al. 2007).

In 15-30 % der NSCLC werden aktivierende Mutationen im KRAS-Gen gefunden, am hdufigsten in
Codon 12 und 13 von Exon 2 (Rodenhuis et al. 1988; Pao et al. 2005; Sharma et al. 2007; Han et al.
2011). Die KRAS-Mutation ist mit Raucherstatus, schlechter Prognose und dem Nicht-Ansprechen auf
TKIs assoziiert (Ahrendt et al. 2001; Han et al. 2011). Die KRAS-Mutation tritt nach derzeitigem
Erkenntnisstand nie zusammen mit einer EGFR-Mutation auf (Kosaka 2004; Pao et al. 2005; Marchetti
et al. 2005; Shigematsu and Gazdar 2006; Jackman et al. 2006; Jang et al. 2009). Unter anderem eine
wichtige Studie von Pao et al. belegt dies: Hier wurden 60 Adenokarzinom-Patienten, die mit TKIs
behandelt wurden, auf das Vorhandensein einer EGFR- oder KRAS-Mutation untersucht. Von 22
Patienten, die auf die Therapie ansprachen, wiesen 17 (77%) eine EGFR-Mutation auf, keiner von
ihnen hatte eine KRAS-Mutation. 38 Patienten sprachen nicht auf die TKIs an, von ihnen hatten neun
(24%) eine KRAS-Mutation, eine EGFR-Mutation lieB sich nicht nachweisen (Pao et al. 2005). Pao et
al. sehen die KRAS-Mutation als Ursache fiir primére Resistenz gegen TKIs und empfehlen, dass im
Rahmen der Entscheidung fiir oder gegen eine TKI-Therapie die Patienten sowohl auf EGFR-

Mutationen als auch auf KRAS-Mutationen untersucht werden sollten.

Vergleichbare Ergebnisse liefert ein Studie von Jang et al. (Jang et al. 2009). Auch wir untersuchten in
einer anderen Studie das Vorhandensein von EGFR-, KRAS-Mutation und anderen Mutationen an

Pleuraergussmaterial. EGFR- und KRAS-Mutationen zeigten sich nie zusammen (Zimpfer et al. 2012).
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ODb nun aber die KRAS-Mutation die tatsdchliche Ursache fiir die Resistenz ist oder aber das Fehlen der
EGFR-Mutation in den Féllen des Nichtansprechens auf TKIs ist noch unklar (Sharma et al. 2007).

Neben der KRAS-Mutation werden aullerdem der Verlust des Tumorsuppressor-Gens PTEN und die
damit verbundende unkontrollierte Akt-Aktivitéit als mogliche Ursachen primédrer Resistenz diskutiert.
Tumorzellen, die auf TKIs ansprechen, sind charakterisiert durch einen schnellen Abfall der Akt-
Aktivitdt durch die Therapie (Anderson et al. 2001; Engelman et al. 2005). Die Serin/Threonin-Kinase
Akt ist ein Mediator des bereits unter 1.6 genannten PI3K/Akt/mTOR-Signalwegs, der zu
Zelliiberleben und Zellproliferation fiihrt (Anderson et al. 2001; Lurje and Lenz 2009). Die fehlende
Downregulation der Akt-Aktivitit ist ein Kennzeichen der Resistenz gegen TKIs (Sordella et al. 2004;
Engelman et al. 2005). Die Akt-Aktivierung ist indirekt kontrolliert durch den Tumorsuppressor PTEN,
der in vielen Malignomen verloren gegangen ist (Cully et al. 2006). Urséchlich fiir den Verlust von
PTEN sind vermutlich Mutationen; auch eine epigenetische Inaktivierung von PTEN durch Promotor
Methylierung wird diskutiert (Soria et al. 2002). Bisher konnte jedoch keine Studie den tatsdchlichen
Zusammenhang zwischen PTEN und TKI-Therapie aufdecken (Sharma et al. 2007).

Ursachen erworbener Resistenz

Viele Patienten entwickeln trotz des Vorliegens einer aktivierenden EGFR-Kinase-Mutation und initial
gutem Ansprechen auf TKIs innerhalb von sechs bis zwolf Monaten nach Therapiebeginn eine
Resistenz gegen TKIs. Bei 50 % dieser Patienten ldsst sich die Punktmutation T790M in Exon 20
nachweisen (Kwak et al. 2005; Kosaka et al. 2006). Diese Mutation kann schon vor Therapiebeginn
vorhanden sein, scheint sich aber in der Regel erst im Laufe der Therapie zu entwickeln (Bell et al.
2005). Sie ist mit einer sekundiren Resistenz gegen TKIs assoziiert.

In einem Case-Report von Taus et al. wird der Fall einer 78 jéhrigen, kaukasischen, nichtrauchenden
Adenokarzinom-Patientin vorgestellt. Diese Patientin présentierte sich bei Erstdiagnose im
Krankheitsstadium IV mit bilateralen pulmonalen und pleuralen Metastasen. Eine konventionelle
Chemotherapie blieb erfolglos, sodass die Patientin mit Erlotinib als Zweitlinientherapie behandelt
wurde. Nach initial gutem Ansprechen auf die Therapie und stabil bleibender Erkrankung tiber 20
Monate wurde eine Lymphknotenmetastase in der Brust der Patientin gefunden. Diese Metastase wurde
positiv auf das Vorhandensein der L858R-Mutation in Exon 21 sowie der Mutation T790M in Exon 20
getestet. AuBerdem wurden nun auch Hirnmetasten bei der Patientin gefunden, die kurz darauf verstarb.
Die Punktmutation L858R erklért das inital gute Ansprechen der Patientin auf Erlotinib, die T790M-
Mutation scheint die Ursache fiir die sekundére Resistenz nach 20 Monaten zu sein (Taus et al. 2011).
Eine weitere, wesentlich seltenere Sekunddrmutation, die mit TKI-Resistenz assoziiert ist, ist die
Punktmutation D761Y, die von Balak et al. in einer Hirnmetastase einer asiatischen NSCLC-Patientin

gefunden wurde (Balak et al. 2006).
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Der genaue Mechanismus, der zur erworbenen Resistenz fiihrt, ist noch nicht hinreichend geklért. Die
T790M Mutation scheint zu sterischen Verdnderungen in der ATP-Binde-Tasche der Kinasedoméne zu
filhren und so die Affinitdt zu ATP zu verdndern (Kumar et al. 2008). Kobayashi et al. stiitzen diese
These durch kristallographische Darstellung der Bindung eines TKI an einen EGFR mit und ohne
Anwesenheit einer T790M-Mutation (Kobayashi et al. 2005). Es wird angenommen, dass die sterischen
Veranderungen dazu fiihren, dass reversible TKIs nicht mehr binden kénnen, wodurch sich eine
Resistenz erkldren lieBe (Kobayashi et al. 2005; Kwak et al. 2005; Pao et al. 2005). Ein dhnlicher
moglicher Mechanismus ist, dass die T790M-Mutation die Affinitit der Kinasedoméne zu ATP erhoht,
was zu erniedrigter Potenz ATP-kompetitiver Liganden fithren wiirde (Yun et al. 2008).

Die Existenz dieser erworbenen Resistenzmutation limitiert die Effektivitdt von TKIs wesentlich.
Medikamente, die die T790M-Mutation bezwingen konnen, werden derzeit gesucht (Sharma et al.

2007).

Neben der T790M-Mutation als Resistenzursache legen Zhou et al. nahe, dass ein ADAMI17
vermittelter und Heregulin abhéngiger autokriner Loop ERBB2- und ERBB3-Signalwege in NSCLC
aktiviert und so eine erworbene Resistenz gegen TKIs entsteht (Zhou et al. 2006). Auch eine
gesteigerte MET-Aktivitét spielt moglicherweise eine Rolle in der Entwicklung sekundérer Therapie-
Resistenz. So wird in ca. 20 % der Patienten mit Therapieversagen nach initialem Ansprechen auf TKIs

eine Amplifikation im MET-Gen gefunden (Kerr 2012; Turke et al. 2010).

5223 Alternative EGFR-gerichtete Therapien

Derzeit sind nur die reversiblen Tyrosinkinaseinhibitoren Gefitinib und Erlotinib zur Therapie des
fortgeschrittenen NSCLC zugelassen. Thr groBBer Nachteil ist, dass sie unwirksam werden, wenn die
erworbene Resistenzmutation T790M in Exon 20 auftritt (Kwak et al. 2005; Sharma et al. 2007). Es
wird nach Alternativen gesucht, die auch gegen den EGFR bzw. dessen Kinasedoméne gerichtet sind,
aber trotz einer T790M-Mutation wirken. Vielversprechend scheinen irreversible TKIs wie HKI-272,
EKB-569 und andere zu sein, die sich momentan in klinischen Studien befinden (Rabindran 2004;
Kwak et al. 2005; Gazdar 2009). Eine experimentelle Studie von Kwak et al. zeigte, dass die
irreversiblen TKIs in einer bronchioalveoldren Zelllinie mit der Gefitinib-sensitiven Mutation L858R
effektiver die Tumorzellen t6ten als Gefitinib und auch noch dann, wenn die Resistenzmutation T790M

zusitzlich vorhanden war (Kwak et al. 2005).

Eine andere Alternative konnten selektive ADAM-Inhibitoren (Zhou et al. 2006) oder Hsp90-
Inhibitoren darstellen, wie z. B. IPI-504 und Geldanamycin (Yang et al. 2006). Es wurde beobachtet,
dass EGFR-Mutationen, die die Punktmutationen L858R und T790M beinhalten, mit dem molekularen
Chaperon Hsp90 interagieren. Diese Interaktion kann spezifisch unterbrochen werden durch Hsp90-

Inhibitoren. Diese Unterbrechung fiihrt zur Ubiquitin-vermittelter Degradation mutierter TKI-
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resistenter EGFR und zur Apoptose EGFR-abhéngiger Tumorzellen, die die mutierten Rezeptoren
tragen (Shimamura et al. 2005; Yang et al. 2006). Die ADAM-Inhibitoren sowie die Hsp90-Inhibitoren

befinden sich derzeit auch noch in der klinischen Forschung.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die Durchfiihrung von EGFR-Mutationsanalysen einen
wichtigen diagnostischen Schritt in der Behandlung des Lungenkarzinoms darstellt. Die personalisierte
molekulare Therapie ist die Therapie der Zukunft. Weitere Forschungsergebnisse auf diesem Gebiet

werden mit Spannung erwartet.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Analysen durchgefiihrt: Zum einen wurden zytologische
Untersuchungen an Material aus BL/BAL validiert. Es erfolgte die Bestimmung von Sensitivitit,
Spezifitit, positivem und negativem pradiktiven Wert der zytologischen Diagnose. Als Referenz
dienten histologische Untersuchungen an Biopsien, die gleichzeitig mit der zytologischen Probe
gewonnen wurden. Zum anderen erfolgte an ausgewédhlten Féllen eine EGFR-Mutationsanalyse an

zytologischem Material aus Pleuraergiissen von Adenokarzinom-Patienten.
Ziel der genannten Analysen war den Stellenwert und den Nutzen zytologischer Proben zu priifen.

Die Validierung der Zytologie konnte zeigen, dass an zytologischem Material eine sichere Diagnose
gestellt werden kann. Insbesondere die Kombination von histologischen und zytologischen
Untersuchungen wertet die diagnostische Sicherheit relevant auf und hat eine hohere Trefferquote als

die Histologie allein.

Die EGFR-Mutationsanalyse an Pleuraerguss-Material lieB sich problemlos durchfiihren. Es fand sich

eine Mutationsrate, die mit den Angaben aus der Literatur {ibereinstimmt.

Da infolge neuer minimalinvasiver Biopsieentnahme-Techniken immer kleinere Proben fiir die
pathologische Diagnostik zur Verfiigung stehen, zum Teil sogar nur zytologische Proben, sind die
Ergebnisse dieser Studie von deutlicher Relevanz. Es konnte gezeigt werden, dass die Zytologie von

groBBem Nutzen fiir die Diagnostik des Lungenkarzinoms ist.

Im Zuge der Entwicklung neuer Medikamente in der Behandlung des Lungenkarzinoms, wie z. B.
Tyrosinkinaseinhibitoren, wird die Analyse von EGFR-Mutationen in Zukunft zur Routinediagnostik
des NSCLC gehoren. EGFR-Mutationen finden sich am haufigsten in der NSCLC-Subentitit
Adenokarzinom. Gleichzeitig ist das Adenokarzinom auch die Entitét, bei der es am héufigsten zu
Pleuraergiissen kommt. Der maligne Pleuraerguss ist ein gut geeignetes Material fiir genetische
Analysen, da es sich in der Regel um ein eiweilireiches Exsudat handelt. In eiweiBireichen Fliissigkeiten
fallen Prézipitate aus, die oft reich an Tumorzellen-, und deswegen gut geeignet fiir die EGFR-
Mutationsanalyse sind. Da der Pleuraerguss zur Linderung der Beschwerden in der Regel ohnehin
abpunktiert werden muss, sind Therapie und Diagnostik hier in einem Schritt moglich. Eine weitere
bronchoskopsiche Untersuchung zur Biopsieentnahme bleibt dem Patienten so eventuell erspart.

Die Moglichkeit der Durchfiihrung von EGFR-Mutationsanalysen an Pleuraerguss-Material kann

Patienten mit fortgeschrittenem Adenokarzinom eine weitere Therapieoption erdffnen.
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