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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Lungentumoren

Die Weltgesundheitsorganisation WHO listet Lungenkrebs als die weltweit haufigste Form der
malignen Neoplasien. Fiir das Jahr 2012 wurden etwa 1,8 Millionen Falle geschatzt, was einem
Anteil von 13 % an allen Krebserkrankungen entspricht. Auch in der Rangfolge fiir Todesursachen
durch Krebs fiihren Lungentumoren mit 1,6 Millionen Toten, dies entspricht 19,4 % [140].

Fiir Deutschland ermittelte das Statistische Bundesamt fiir 2012 Krebserkrankungen nach den
Herzkreislauferkrankungen als die zweithdufigste Todesursache. Fiir das mannliche Geschlecht
wurden Lungentumoren nach gastrointestinalen als am bedeutsamsten aufgefihrt; beim
weiblichen Geschlecht wurden Lungentumoren an dritter Stelle nach den Neubildungen an
Brustdriise und Verdauungsorganen identifiziert [116].

Die Diagnostik und Therapie von Lungenkrebs nimmt demnach eine wesentliche Rolle in der
medizinischen Arbeit ein. Neben den epithelialen Tumoren, die sich unmittelbar aus Zellen des
Lungengewebes entwickeln und sich vornehmlich den Adenokarzinomen (>45%, Tendenz
zunehmend), Plattenepithelkarzinomen (< 40 %, Tendenz deutlich abnehmend) und groRzelligen
Karzinomen (ca. 10 %) mit ihren jeweiligen histomorphologischen Subtypen zuordnen lassen [5,
76], finden sich Tumoren, die dem neuroendokrinen System (die ehemals als Karzinoide
bezeichneten neuroendokrinen Tumoren [33], groRzellige neuroendokrine Karzinome, kleinzellige
Karzinome) sowie der Pleura oder dem Stroma entstammen oder sich als Metastasen eines
pulmonalen oder eines nichtpulmonalen Malignoms prasentieren. Etwa 5 % der Lungentumoren
sind benigne (Hamartome, Adenome) [5]. Je nach Tumorentitdt und Tumorstadium kommen
kurative oder palliative Therapiekonzepte zum Einsatz, die sich aus Operation, Strahlen- und
Chemotherapie zusammensetzen. Diese Therapieschemata sind vor allem in der letzten Zeit
intensiv diskutiert worden.

Die Weiterentwicklungen der vergangenen Jahre in Diagnostik und Therapie haben zu einem
Paradigmenwechsel im Umgang mit Lungentumoren gefiihrt [110]. Wahrend in der
Vergangenheit in der Praxis die Unterscheidung zwischen kleinzelligen (SCLC) und
nichtkleinzelligen Karzinomen (NSCLC) der Lunge dblich und eine moglichst genaue
Differenzierung noch Mitte der 1990er Jahre ohne therapeutische Relevanz war [11], erschien es
aufgrund erweiterter diagnostischer und v. a. therapeutischer Moglichkeiten notwendig, diese
recht undifferenzierte Betrachtung zu erweitern [39, 88, 129]. Besonders auf dem Gebiet der
NSCLC hat sich gezeigt, dass eine moglichst genaue Differenzierung auf der Grundlage von
Lichtmikroskopie, Immunhistochemie (IHC) und Molekularbiologie fiir eine individualisierte
Therapie unerlasslich ist [88], was sich in der entsprechenden WHO-Klassifikation von 2015
wiederfindet [126]. Es unterscheiden sich nicht nur die Behandlungsstrategien bei Plattenepithel-
(PEC) und Adenokarzinomen (ADC) [129]. Auch innerhalb der ADC, die unter den Lungentumoren
die inter- und intraindividuell heterogenste Form darstellen, ergeben sich mdglicherweise
Konsequenzen fir die Therapie [50], dhnlich auch [105], da sich aufgrund verschiedener
morphologischer Strukturen moglicherweise unterschiedliche Prognosen ergeben [128].

Vor allem die Erkenntnisse in der Tumorgenetik und im Bereich der Signaltransduktion haben eine
individualisierte Tumortherapie naher riicken lassen. Die ldentifizierung bestimmter Onkogene
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1 Einleitung

fihrte zur Entwicklung von Medikamenten, die gezielt in die Signalwege von Tumorzellen
eingreifen kénnen. Dabei handelt sich um Rezeptorblockaden oder Tyrosinkinase-Inhibitoren
(TKI1), die die Transkriptionsprodukte von mutierten Genloci angreifen. Fir die Lungentumoren
wurden verschiedene Onkogene als die Onkogenese startend und aufrechterhaltend beschrieben
und in dieser Funktion als , Driver-Mutationen” charakterisiert [5]. Fir ADC der Lunge werden
EGFR, KRAS, ALK, HER2, PIK3CA genannt, daneben eine Reihe inaktivierter Tumorsuppressorgene
beschrieben, von denen TP53 als Beispiel genannt werden soll (ebd.). Wahrend Zigarettenrauchen
als sicherer und wesentlicher Risikofaktor fiir die Entstehung von NSCLC gilt [5, 30], werden bei
etwa der Halfte der Nichtraucher, die an NSCLC erkranken, onkogene Verdanderungen vermutet.
Dabei reicht eine einzelne Veranderung der genannten , Driver-Mutationen” aus, welche zudem
exklusiv vorkommen, d. h. diese Mutationen schliellen sich normalerweise aus [4, 5, 28].

Eine onkogene EGFR-Mutation, die sich je nach Quelle in 10-50 % der NSCLC findet, ist mit einer
schlechteren Prognose vergesellschaftet [106], wahrend sich durch den Einsatz von
entsprechenden TKI das Uberleben bzw. das rezidivfreie Uberleben verbessern [17, 38, 132]. Auch
fir EML4-ALK-Translokationen wurden hohe Ansprechraten und ein verlangertes
progressionsfreies Uberleben beschrieben [15, 91]. Jedoch findet sich diese Mutation in deutlich
weniger als 10 % der NSCLC [2], was zudem prinzipiell gesundheitsokonomische Fragestellungen
aufwirft. In der Literatur wird darliber hinaus auch deutlich, dass hinsichtlich der
Detektionsmethoden insbesondere fiir EGFR keine Einigkeit besteht und somit die
Therapieresultate jeweils in Abhangigkeit vom eingesetzten diagnostischen Verfahren bewertet
werden.

In die Diskussion um die moglichst differenzierte Betrachtung der Tumoren ist die Diagnose der
groRzelligen Karzinome (LCLC) eingeschlossen. Als LCLC wurden bislang die NSCLC beschrieben,
die aufgrund ihrer Morphologie nicht den ADC oder PEC zugeordnet werden konnten. Im Zuge der
weitergehenden molekularbiologischen Charakterisierung mit entsprechenden mdglichen
Therapiekonsequenzen stellt sich jedoch die Frage, ob die Kategorie der LCLC eine eigene
Tumorentitat ist oder ob es sich um die entdifferenzierte Form eines ADC oder PEC handelt [94].
Einer Neubewertung wurde zudem das bronchioloalveolare Karzinom (BAC) unterzogen, dessen
Tumorzellen entlang der Alveolarwadnde wachsen. Diese nicht eindeutige Beschreibung wurde
zuletzt im Konsens prazisiert, um zwischen einem Wachstumsmuster und einer in-situ-Situation
unterscheiden zu kdonnen [127].

Die Diagnose eines Lungentumors erfolgt in der (berwiegenden Zahl in einem bereits
fortgeschrittenen Stadium [128]. Die sich derzeit in Uberarbeitung befindliche S3-Leitlinie zur
Diagnostik und Therapie des Lungenkarzinoms sieht unter Bericksichtigung der Gesamtsituation
des Patienten in den Stadien | und Il (nach UICC) eine radikale operative Therapie vor. Tumoren,
die im TNM-System als T3N1MO diagnostiziert werden und somit zur Kategorie IlIA gehoren,
werden wie die Stadien | und Il ebenfalls als potentiell kurativ betrachtet. Fir die Kategorie IIIA
werden mittlerweile sehr differenziert Untergruppen (lllA; bis 1l1A;) gebildet, fir die das weitere
Verfahren in der Therapie abgestimmt werden sollte. Zudem werden in der Leitlinie unter
bestimmten Voraussetzungen im Stadium IlIB priméare Operationen vorgeschlagen [30]. Aufgrund
der haufig jedoch bereits fortgeschrittenen Erkrankung ist oftmals kein Operationspraparat zur
vollstandigen Aufarbeitung zu erwarten, so dass die Bedeutung der Biopsie umso wichtiger wird
[36, 132]. An diesem wenigen verfligbaren Material sollten daher die Diagnose sowie alle
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weiteren notwendigen Zusatzuntersuchungen durchgefiihrt werden kénnen. Dabei stellt jedoch
vor allem die beschriebene Tumorheterogenitat eine besondere Herausforderung dar.

Die zentrale methodische Komponente in der vorliegenden Arbeit bildete die Tissue Microarray-
Technik (TMA), die nicht nur eine Vielzahl von parallelen Gewebeuntersuchungen zuldsst, sondern
dariber hinaus auch die Begrenztheit des Untersuchungsmaterials einer Biopsie simulieren kann.

In der folgenden Arbeit wurden alle operierten primdren Lungentumoren aus einem Zeitraum von
10 Jahren aus den Bestanden des Instituts fiir Pathologie der Universitdtsmedizin Rostock erneut
gesichtet. Das Hauptaugenmerk lag auf ADC und LCLC, PEC wurden nicht untersucht. Neben einer
erneuten Begutachtung der Schnittpraparate erfolgte die Simulation einer Biopsie mittels TMA.
Zur immunhistochemischen Charakterisierung der ausgewahlten Tumoren wurde ebenfalls der
TMA genutzt. Die einzelnen Antikérper werden im nachsten Abschnitt aufgefiihrt. Die
Untersuchung auf onkogene Verdnderungen erfolgte in Kombination von Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) und IHC.

1.2 Antigen-Antikorper-Reaktionen

Die Weiterentwicklung in der Diagnostik von Lungentumoren erfordert neben der
konventionellen Lichtmikroskopie weitere Methoden. Die Immunhistochemie ist dabei die
Methode der Wahl [88]. Fiir die einzelnen histopathologischen Typen listet die WHO verschiedene
Antigene auf, die dabei zum Einsatz kommen kénnen [130]. Darauf bezieht sich auch die S3-
Leitlinie zum Lungenkarzinom und nennt verschiedene Zielstrukturen, die in der weiterfihrenden
Diagnostik sinnvoll erscheinen [30]. Im Folgenden werden die im Rahmen dieser Arbeit
eingesetzten Antigen-Antikérper-Reaktionen kurz vorgestellt.

1.2.1 Zytokeratine

Zytokeratine (Ck) gehoren zur Gruppe der Intermediarfilamente, die als Teil des Zytoskeletts die
Zelle passiv stabilisieren. Abhdngig vom zu Grunde liegenden Gewebe finden sich verschiedene
Typen, wobei Zytokeratine in epithelialen Geweben nachgewiesen werden und einen groflen
Variantenreichtum zeigen [59]. Die vorhandene oder fehlende Expression bestimmter
Zytokeratine in Tumoren gilt mitunter als wegweisend fiir die Diagnose. Ck 5/6 gilt als Marker fiir
PEC [52, 88, 130] und unterstitzt die Abgrenzung zu ADC, was besonders fir die weitere
differenzierte Diagnose der LCLC von Interesse ist. Der positive Nachweis von Ck 7 spricht fiir ein
pulmonales ADC, wahrend bei diesem Typ fiir Ck 20 ein negatives Ergebnis erwartet wird [100].
Gleich mehrere Zytokeratine werden mit dem Einsatz von Antikdrpern gegen Ck hmw (high
molekular weight) getestet. Der entsprechende Antikérper-Klon 34BE12 reagiert auf die
Zytokeratine 1, 5, 10 und 14 (vgl. u. a. die Produktinformation des Herstellers, auch [118]).

1.2.2 Thyreoidaler Transkriptionsfaktor 1

Der thyreoidale Transkriptionsfaktor 1 (TTF-1) — auch als NKX2-1 bekannt — wurde als Regulator
der Transkription von Thyreoglobulin sowie mitwirkend bei der Gewebeentwicklung von
Schilddriise, Lunge und Zwischenhirn entdeckt und spater als ,,Immunmarker” fiir ADC der Lunge
und fiir Schilddriisenkarzinome identifiziert [57, 72]. Primare pulmonale Tumoren, insbesondere
ADC prasentieren sich Uberwiegend positiv, Metastasen nichtpulmonalen Ursprungs Giberwiegend
negativ [30, 46, 130].
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1.2.3 P63

Das Protein p63 ist Teil der ,, p53-Familie” und somit als Transkriptionsfaktor charakterisiert [86].
Eine der Aufgaben dieser Gene und ihrer korrespondierenden Produkte ist die Einleitung der
Apoptose und im Fall von p63 die Beteiligung bei der Differenzierung von Zellen und Geweben [7,
86]. In der Diagnostik gilt p63 als ein Marker fiir den Nachweis von PEC [22], findet sich jedoch
auch in unterschiedlicher Ausprdagung in ADC der Lunge wieder [87].

1.2.4 Napsin A

Napsin A ist das Akronym fiir novel aspartic proteinases of the pepsin family, einer Asparagin-
Protease, die in Lunge und Niere gefunden wurde [120]. In der Lunge konnte diese Struktur in
Pneumozyten Typ Il und in ADC nachgewiesen werden [21]. Fir den Nachweis dieses Karzinoms
sowie fur die Unterscheidung zwischen primdarem Lungentumor und Metastase eines
nichtpulmonalen ADC kommt Napsin A zur Anwendung [131].

1.2.5 CD 56 und Chromogranin A

Das Oberflachenmolekil CD 56 (NCAM — Neural Cell Adhesion Molecule) dient Zell-Zellkontakten
und findet sich auf Zellen des Immunsystems (NK-Zellen), in neuronalen und neuroendokrinen
Geweben und in neuroendokrinen Tumoren (NET) [96, 102]. Fiur die Diagnostik dieser Tumoren
sowie flr die weitere Differenzierung von LCLC findet CD 56 u. a. als positiver neuroendokriner
Marker Verwendung [96, 130].

Chromogranin A findet sich regelhaft in chromaffinen Zellen des neuroendokrinen Systems und
wird dort zusammen mit Adrenalin und Noradrenalin ausgeschiittet [125]. Moéglicherweise spielt
Chromogranin A eine Rolle u.a. bei verschiedenen Entziindungen, bei kardiovaskuldren
Erkrankungen und im Bereich der Angiogenese [34]. Zudem wird dieses Protein vor allem bei NET
verstarkt exprimiert und kann als Tumormarker im Serum bestimmt werden.

1.2.6 Estrogen- und Progesteronrezeptor, GATA-3

Die Funktion der Estrogen- (ER) und Progesteronrezeptoren (PR) auRerhalb der Reproduktion ist
Gegenstand der Diskussion. In ihrer Ubersicht zum Stand der Dinge zeigten Verma, Miki & Sasano,
dass die Steroidrezeptoren Einfluss auf die Entwicklung und den Verlauf u. a. von Lungentumoren,
aber auch anderen pulmonalen Erkrankungen haben koénnten. Fir die Expression von
Progesteronrezeptoren wurde zudem auf die sehr unterschiedliche Studienlage hingewiesen,
wonach sich diese in den jeweils untersuchten Lungentumoren entweder tGberhaupt nicht oder in
bis zu zwei Dritteln nachweisen lieRen [133].

Das GATA bindende Protein 3 (GATA-3) ist ein Transkriptionsfaktor, fir den verschiedene
Funktionen und Orte des Vorkommens beschrieben wurden [19]. Neben einer Rolle bei der
Entwicklung von T-Lymphozyten und einer normalen Entwicklung des Brustgewebes ergibt sich
aus tumorpathologischer Sicht u.a. eine Bedeutung bei der Diagnostik von Mamma- und
Urothelkarzinomen [18, 19].

Neben einer grundsatzlichen Erhebung eines Steroidrezeptorstatus im Untersuchungsmaterial
sollte mit dem Einsatz von GATA-3 eine pulmonale Metastasierung von Mamma- und
Urothelkarzinomen immunhistochemisch ausgeschlossen werden.
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1.2.7 PTEN

PTEN (Phosphatase und Tensin Homolog) ist ein Enzym, das die Signaltransduktion des
Phosphatidylinositol-3-Kinase-Wegs (PI3K) antagonisiert [143]. PTEN-Genmutationen wurden bei
Glioblastomen sowie bei Prostata-, Endometrium- und Magenkarzinomen nachgewiesen. Fir
NSCLC wurde hingegen v.a. der teilweise oder vollstandige Verlust der Genexpression
beschrieben [64].

1.2.8 EGFR und ALK

Der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) ist eine Rezeptor-Tyrosinkinase, die dhnlich wie
andere Elemente der zelluldren Signaltransduktion in Folge einer Fehlsteuerung Anteil an der
Onkogenese haben kdonnen [143]. Dabei handelt es sich hdufig um Deletionen von Exon 19 und
Punktmutationen in Exon 21, die zu einer Wirkungsverstarkung fiihren [109]. Durch
entsprechende medikamentdse Blockade konnen Therapievorteile erreicht werden. Die
Methoden zur Identifikation entsprechender Patienten werden nach wie vor kontrovers
diskutiert. Neben der Mutationsanalyse kommen dabei Verfahren zur Proteindetektion mittels
IHC und Amplifikationsanalysen mittels FISH zum Einsatz.

Die anaplastische Lymphomkinase (ALK) ist ebenfalls eine Rezeptor-Tyrosinkinase, die zur
Ubergruppe der Insulinrezeptoren gezahlt wird und eine Rolle fiir die Entwicklung und Funktion
des zentralen Nervensystem zu spielen scheint [84]. Im Rahmen von chromosomalen
Veranderungen wurde die onkogene Wirkung von ALK zuerst im anaplastischen grof3zelligen
Lymphom nachgewiesen, spadter aber auch u.a. in NSCLC [16, 28, 113]. Diese strukturellen
Aberrationen konnten als Grundlage fiir eine therapeutische Intervention identifiziert werden
[55]. Eine der héaufigsten Veranderungen ist die Fusion von ALK mit EML-4 (Echinoderm
microtubule-associated protein like 4) [83, 108]. Neben EML-4 wurden noch weitere, jedoch in
geringerer Haufigkeit auftretende Fusionspartner beschrieben [62, 84]. Der Nachweis von ALK-
Veranderungen erfolgt durch die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung, zusatzlich befinden sich
immunhistochemische Nachweisverfahren in der Erprobung, so z. B. [23, 62, 108].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Tumoren mittels FISH auf EGFR-Amplifikationen sowie auf
ALK-Translokationen und mittels IHC auf Proteiniberexpression von EGFR und EML4-ALK
untersucht.

12



2 Zielstellungen

2 Zielstellungen

Mit dieser Arbeit wurde auf folgende Fragen eingegangen:

1.

Aus welchen histologischen Typen setzen sich die operierten Lungenkarzinome aus einem
Zeitraum von zehn Jahren zusammen?

In welchem MaRe kommt es im Rahmen einer Zweitbegutachtung zu Anderungen der
urspriinglichen Diagnosen?

Wie sicher kénnen auf der Grundlage von Biopsien Diagnosen getroffen werden?

Welches immunhistochemisches Profil prasentiert sich im Untersuchungsgut? Welchen
Einfluss nehmen diese Ergebnisse auf die Diagnostik und Beurteilung von

- Adenokarzinomen (ADC),

- grolRzelligen Karzinomen (LCLC),

- groRzellig neuroendokrinen Karzinomen (LCNEC),
- neuroendokrinen Tumoren (NET),

- adenosquamosen Karzinomen (ADSQC)?

Wie prasentieren sich EGFR und ALK mittels Immunhistochemie und Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung im Untersuchungsgut?

Wie gestaltet sich das Gesamtiiberleben nach onkologischer Operation?
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3.1 Archiv und Auswahlkriterien

Aus der Datenbank des Instituts fir Pathologie der Universitatsmedizin Rostock wurden alle Falle
von operierten primaren Tumoren der Lunge aus dem Zeitraum 2000 bis einschlieRlich 2009
herausgesucht. Nach der Anwendung der folgenden Ausschlusskriterien

- Plattenepithelkarzinome (PEC)

- mikrofokale Herde (einzelne Tumorzellen)

- neoadjuvant behandelte Karzinome
ergab sich gemal’ den Erstdiagnosen ein Untersuchungsgut, das sich aus den folgenden Varianten
des NSCLC zusammensetzte:

- Adenokarzinome (ADC)

- adenosquamose Karzinome (ADSQC)

- groRzellige/pleomorphe Karzinome (LCLC/plCa)

- neuroendokrine Tumoren (NET)

- groRzellig neuroendokrine Karzinome (LCNEC).
Fiir alle zu untersuchenden Falle wurden aus dem Archiv des Instituts flir Pathologie alle
verfligbaren Schnittpraparate fiir die folgende mikroskopische Zweitbegutachtung herausgesucht.

3.2 Krebsregister

Die ermittelten Falle bildeten die Grundlage fiir die Anfrage beim Gemeinsamen Krebsregister der
Lander Berlin, Brandenburg, Mecklenburg-Vorpommern, Sachsen-Anhalt und der Freistaaten
Sachsen und Thiringen (GKR, Berlin) zum Gesamtuberleben nach onkologischer Operation. Als
Berechnungsgrundlage zur Uberlebenszeit wurde der Mai 2013 gewahlt, die Zeiten wurden in
postoperativen Monaten gezahlt. Postoperative Mortalitdt innerhalb von 30 Tagen [47] und
metachrome Tumoren fiihrten zum Ausschluss. Die Auswertung der Uberlebenszeiten nach
Kaplan-Meier erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS 13.0.

3.3 Zweitbegutachtung

Nach Einweisung und Einarbeitung durch Prof. Dr. Friedrich Prall, Oberarzt am Institut fir
Pathologie, wurden alle Falle einer Zweitbegutachtung (Slide review) an einem JENAVAL-
Durchlichtmikroskop (CARL ZEISS JENA, Jena) hinsichtlich Diagnose, Morphologie und Grading (Grad
der Zelldifferenzierung) unterzogen. Das Grading umfasste die Beurteilung der Zellkerne auf
Kernatypien [8].Die Begutachtung der Morphologie der Adenokarzinome orientierte sich an den
Kriterien der WHO-Klassifikation von 2004 [130]:

- azinar
- papillar
- mikropapillar
- bronchioloalveolar
- solid-kribriform
- solide
- undifferenziert
- muzinods/nichtmuzin®s.
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Darliber hinaus erfolgte eine Bestandsaufnahme der durchgefiihrten Farbungen und
Spezialuntersuchungen. Mit dem Slide Review wurden die fir die weiteren Untersuchungen in
Frage kommenden Praparate identifiziert, so dass fiir jeden Tumor ein reprasentatives HE-
Schnittpraparat mit korrespondierendem Paraffinblock (sofern verfiigbar) aus dem Archiv des
Instituts fiir Pathologie vorlag.

Abweichungen von der urspriinglichen Diagnose sowie Grenzfille wurden im Rahmen
wiederholter Konsensussitzungen am Diskussionsmikroskop liberprift und diskutiert.

3.4 Tissue Microarray

Die im Rahmen der Zweitbegutachtung zur weiteren Untersuchung ausgesuchten reprasentativen
HE-Schnitte und korrespondierenden Paraffinblocke wurden im nachsten Schritt mittels der
Tissue Microarray-Technik flir die weiteren Untersuchungen vorbereitet.

3.4.1 Das Prinzip des Tissue Microarrays

Die Tissue Microarray-Technik (TMA) wurde entwickelt, um eine Vielzahl von Gewebeproben
gleichzeitig untersuchen zu kénnen [45]. Aus einem Paraffinblock, in dem das zu untersuchende
Gewebe eingebettet ist, wird mittels einer kleinen Hohlnadel ein Gewebezylinder herausgestanzt
und in einen weiteren, leeren Paraffinblock tGbertragen. Die Durchmesser dieser Gewebezylinder
betragen abhangig von der gewahlten Hohlnadel 0,6 mm bis 2 mm. Durch die Wiederholung
dieses Vorgangs konnen bis zu 1.000 Gewebeproben auf einen sogenannten
Empfangerparaffinblock Gbertragen werden. Von diesem Block kénnen wiederum bis zu 300
Schnitte angefertigt und fir verschiedene Untersuchungen verwendet werden (ebd.).

3.4.2 Durchfihrung

Fiir die Anfertigung der TMA-Blocke wurde ein Stanzgerat der Firma BEECHER INSTRUMENTS, INC
(Wisconsin, USA), der Manual Tissue Arrayer MTA-1, genutzt.

Abbildung 3.1: Manual Tissue Arrayer (Beecher Instruments, Inc). A: Mikrometerschrauben zur exakten
Positionierung. B: Spiralfedergelagerter Stanzmechanismus mit farblich gekennzeichneten Stanznadeln. C:
Aufnahmeplatte fir den Empfangerblock, exakt positionierbar.
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Dieses Gerat erlaubt eine exakte Positionierung der Gewebezylinder im Empfangerblock. In der
vorliegenden Untersuchung wurde eine Hohlnadel mit einem Durchmesser von 1 mm gewahlt.

Mit Hilfe der selektierten HE-Schnitte wurden auf dem korrespondierenden Tumorparaffinblock
die fir den Tumor repradsentativen Ausschnitte mit einem Filzstift markiert. Aus diesem Areal
wurden mit dem Tissue Arrayer Gewebezylinder herausgestanzt. Der Durchmesser betrug
einheitlich 1 mm, die Lange variierte abhangig vom Zustand des Tumorparaffinblocks zwischen 2
und 5 mm. Dieses Material wurde bindig zur Oberflaiche in den Empfiangerparaffinblock in
ebenfalls mit dem Tissue Arrayer vorgestanzte Locher mit einem Durchmesser von 1 mm
umgesetzt, aus jedem Tumor wurden 3 bis 4 Stanzen enthommen. Zur genauen Zuordnung der
Falle wurde ein eindeutiges Muster auf dem Empfangerblock gewahlt (siehe Abbildungen 3.2 und
3.3). Es entstanden funf Empfangerparaffinblocke (TMA-Blocke) mit insgesamt 133 Fallen.

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung des Probenrasters zur eindeutigen Orientierung und Zuordnung
der Einzelproben.

Abbildung 3.3: TMA-Blocke mit nach Schema eingebrachten Gewebezylindern.

Zur Vorbereitung fir den Zuschnitt am Mikrotom wurden die TMA-Blocke fiir 20 Minuten bei 50°C
im Hybridisierungsinkubator (GFL 7601, Burgwedel) erwarmt, um eine Verbindung zwischen dem
Paraffin des Empfangerblockes und den Gewebezylindern zu erreichen. Nach dem vollstandigen
Abklhlen auf Zimmertemperatur konnten im histopathologischen Labor des Instituts mit einem
Mikrotom (LEICA MICROSYSTEMS, Wetzlar, Deutschland) nach standardisiertem Protokoll (u. a.
Abkihlen auf -14°C) Zuschnitte fur die weiteren Untersuchungen erstellt werden. Alle Schnitte
wurden auf beschichtete Objekttrager (DAKO, Glostrup, Danemark) aufgebracht:

- 2 um-Schnitt zur Farbung mit HE
- Leerschnitte (2 um) far immunhistologische Untersuchungen
- Leerschnitte (5 um) fiir die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungen.
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Abbildung 3.4: Bild eines HE-Schnittes von einem TMA-Block. Der eingefligte Pfeil zeigt den Beginn des
Auswertungsschemas (Position 1.1, siehe Abbildung 3.2).

Die Herstellung der HE-Farbung erfolgte ebenfalls im histopathologischen Labor nach einem fur
die Farbung standardisierten Protokoll.

Alle Einzelproben auf den HE-TMA-Schnitten wurden hinsichtlich Treffgenauigkeit mit Tumor
vorhanden/Tumor nicht vorhanden bewertet. Fir die nachfolgenden immunhistologischen
Untersuchungen wurde eine Ausfallquote erhoben.

3.5 Simulation einer Biopsie am TMA

Die mit HE gefarbten TMA-Schnitte bildeten das Material fir die Modellbiopsie. Jeder Tumorfall
wurde ohne weitere Vorangaben durch einen Pathologen (F.P.) gesichtet. Diese vorlaufige und
ausschlieBlich auf konventioneller Lichtmikroskopie beruhende Biopsie-Diagnose wurde mit der
bereits bekannten und durch den Slide Review Uiberpriiften Diagnose verglichen.

3.6 Immunhistochemie

3.6.1 Das Prinzip der Immunhistochemie

Die Technik der Immunhistochemie (IHC) ist ein histopathologisches Standardverfahren, das
Strukturen am histologischen Schnittpraparat visualisiert. Die nachzuweisende Struktur dient als
Antigen fir eine Antigen-Antikdrper-Reaktion in situ, die mit einer histochemischen Reaktion fiir
die lichtmikroskopische Betrachtung sichtbar gemacht wird. Der Nachweis oder das Fehlen
bestimmter Strukturen erweitert die Moglichkeiten zur Diagnose [59, 60, 68].

3.6.2 Die Antikorper

Die immunhistochemischen Untersuchungen wurden mit den in Tabelle 3.1 dargestellten
Antikorpern durchgefiihrt.
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Tabelle 3.1: Ubersicht der verwendeten Antikérper, alphabetisch. MM — monoklonaler Mausantikérper;
H — EnVision Flex Target Retrieval Solution, High pH, Tris/EDTA-Puffer, pH 9; A — Andau mit Proteinase K.
Vor — Vorbehandlung. *Der Name des Antikorpers bezieht sich auf die Zielstruktur.

Name* Klon Typ | Bezugsquelle Titer Vor Linker
DCS Innovative

AE 1/3 AE1/AE3 MM Diagnostik Systeme 1:500 H -

EML4-ALK 5A4 MM | Novocastra 1:50 H Mouse Linker

CD 56 1B6 MM | Novocastra 1:50 H -

Chro.mo- Rabbit Dako gebrauchsfertig | keine | -

granin A poly

Ck 20 Ks 20.8 MM | Dako 1:20 H -

Ck5/6 D5/16B4 MM | Dako 1:50 H -

Ck7 Ks 7.18 MM | Progen 1:100 H -

Ck hmw 34BE12 MM | Dako 1:100 H -

EGFR 31G7 MM | Zytomed 1:20 A -

ER 1D5 MM | Dako 1:50 H -

GATA-3 L50-823 MM | BioCare Medical 1:100 H -

Ki-67 MIB-1 MM | Dako 1:500/1:100 H -

Napsin A KCG1.1 MM | Diagnostic BioSystems 1:100 H -

p63 4A4 MM | Dako 1:100 H -

PR PgR636 MM | Dako 1:200 H -

PTEN 6H2.1 MM | Dako 1:100 H -

TTF-1 8G7G3/1 MM | Dako 1:100/1:25 H -

3.6.3 Durchfiihrung

Die Farbungen wurden im immunhistochemischen Labor des Instituts angefertigt. Nach einer
Ubernachttrocknung bei 40°C wurden alle Priparate mit Ausnahme der fiir die EGFR-Fiarbung
automatisiert entparaffiniert. Das EGFR-Prdaparat wurde manuell mithilfe von Xylol und einer
absteigenden Ethanolreihe entparaffiniert. Anschliefend erfolgte fiir den EGFR-Nachweis die
Vorbehandlung zur Epitopdemaskierung mit Proteinase K. Fiir alle anderen Nachweise erfolgte die
Vorbehandlung ebenfalls automatisiert mittels Tris/EDTA-Puffer mit einem pH 9,0.

Die immunhistochemischen Farbungen wurden alle nach standardisiertem Protokoll automatisiert
mit Hilfe eines Autostainer Link 48 (DAko) durchgefiihrt. Die Protokolle enthielten
Positivkontrollen.

3.6.4 Auswertung der Immunhistochemie

Die Auswertung der immunhistochemischen Untersuchungen erfolgte an einem JENAVAL-
Durchlichtmikroskop. Jede Einzelprobe (Spot) wurde nach einem festgelegten Schema beurteilt
(siehe Tabelle 3.2).

Tabelle 3.2: Auswertungskriterien fir immunhistologische Untersuchungen aus dem TMA.

1. Ort der Reaktion 2 W W=l 3. Intensitdt der Markierung
gesamte Tumorzellen pro Spot

nuklear 0% Schwach

zytoplasmatisch <10% mittel

membrands 10 bis 50 % stark
50 bis 90 %
>90 %
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In Anlehnung an Thunissen et al. konnten starke Markierungen bereits mit einem 4-fach
vergroRernden Objektiv sicher identifiziert werden, wahrend fiir eine schwache Markierung die
Nutzung der 20-fach bis 40-fach vergroRernden Objektive notwendig war [122].

Die Einzelinformationen fiir jeden Tumor wurden semiquantitativ zu einem Gesamtergebnis pro
Tumorfall zusammengefasst. Fir jeden Antikérper wurden Entscheidungsgrenzen festgelegt
(Tabelle 3.3). Ein bestimmtes Merkmal wurde als positiv fiir den jeweiligen Tumor gewertet, wenn
mindestens ein Spot die entsprechenden Kriterien sowohl fiir den Anteil als auch die Intensitat
erfillte.

Die Festlegung der Entscheidungsgrenzen (Cut-Offs) orientierte sich an der Routinediagnostik und
wurde durch den Vergleich mit den bereits aus der Routinediagnostik vorhandenen

immunhistochemischen Untersuchungen angepasst (siehe auch Abschnitt 4.5.3.2).

AE1/3 und Ki-67 (1:500/1:100) dienten als Reaktionskontrolle von Zytoplasma und Kern. Dabei
war es unerheblich, ob es sich bei der markierten Zelle um eine Tumorzelle handelte oder um eine
andere beliebige Zelle. Fir beide Untersuchungen erfolgte eine qualitative Form der Auswertung
als positiv oder negativ.

Tabelle 3.3: Cut-Offs flir die Auswertung der immunhistochemischen Untersuchungen (TMA).

Antikorper gegen | Reaktionsort | Entscheidungsgrenzen
Anteil Intensitat
positiv ab: | positiv ab:

EML4-ALK Zytoplasma 1% stark

CD 56 Zellmembran | 10 % mittel

Chromogranin A | Zytoplasma 50 % mittel

Ck 20 Zytoplasma 10 % mittel

Ck 5/6 Zytoplasma 10 % mittel

Ck 7 Zytoplasma 10 % mittel

Ck hmw Zytoplasma 10% mittel

EGFR Zellmembran | 1% stark

ER Zellkern 10% stark

GATA-3 Zellkern 10% stark

Napsin A Zytoplasma 50 % mittel

p63 Zellkern 50 % mittel

PR Zellkern 10% stark

PTEN Zytoplasma 10% mittel

TTF-1 Zellkern 10% schwach

3.7 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

3.7.1 Allgemeines zur Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Die molekularbiologische Methode der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) dient der
Darstellung von Nukleinsduren in einzelnen Interphasenkernen und bietet die Moglichkeit ganze
Chromosomen oder auch umschriebene Abschnitte von Genen zu identifizieren. Dafiir werden die
in Zellen enthaltenden bekannten DNA-Zielstrukturen technisch zugénglich gemacht, um diese mit
einer Fluorochrom-gekoppelten DNA-Sonde zu hybridisieren. Das Hybridisierungsergebnis kann
im nachsten Schritt mittels Fluoreszenzmikroskopie beobachtet und ausgewertet werden [75].

Die Untersuchung zum EGFR-Status erfolgte mit einer Polynukleotid-Sonde (Tabelle 3.4), deren
Zielstrukturen zum einen im EGFR-Gen (7p12), zum anderen im Zentromer des Chromosoms 7
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liegen. Somit werden zwei Ziele auf einem Chromosom dargestellt. Das EGFR-Ziel wird griin
markiert, das Zentromer orange/rot (vgl. Hersteller-Datenblatt).

Im Fall einer normalen chromosomalen Ausstattung (Euploidie) sind zwei dicht aneinander
liegende Signalpaare zu erwarten. Bei abweichender Ausstattung (Aneuploidie) kdnnen mehrere
Chromosomen (Polysomie) oder auch eine selektive Amplifikation des EGFR-Gens beobachtet
werden. Es findet sich demnach eine numerische Aberration (siehe auch Abbildungen 3.5 A und
3.6) [13].

Der Nachweis der strukturellen Aberration des ALK-Gens erfolgte ebenfalls mit einer
Polynukleotid-Sonde. Die Hybridisierung erfolgt um einen fir strukturelle Veranderungen
bekannten Lokus auf dem Chromosom 2 (2p23), den BCR (breakpoint cluster regions), herum. Die
grin markierte Sonde bindet oberhalb (upstream/zentromerisch/proximal), die rot/orange
markierte Sonde unterhalb (downstream/telomerisch/distal).

Eine Translokation kann nachgewiesen werden, wenn sich die normalerweise dicht beieinander
liegenden Signale voneinander entfernt oder einzeln darstellen (vgl. Hersteller-Datenblatt).

B
ALK — g.iBCR

EGFR —>
=

Zentromer —>

Zentromer —> om2

c7

c2

Abbildung 3.5: Schematische Darstellung der Hybridisierungsorte. A: Das Chromosom 7 tragt auf dem
kurzen Arm das EGFR-Gen in sehr enger Nachbarschaft zum Zentromer. B: Das Chromosom 2 tragt auf dem
kurzen Arm das ALK-Gen. Der blaue Pfeil deutet auf die Breakpoint Cluster Region (BCR), um den herum die
Sonden hybridisieren. (Abbildung in Anlehnung an eine Produktinformation des Herstellers.)

3.7.2 Herstellung der FISH-Praparate

Die Untersuchungen erfolgten primar an TMA-Schnitten. Auffillige Ergebnisse bei den ALK-FISH-
und/oder EML4-ALK-IHC-Untersuchungen wurden zusatzlich an Ganzschnitten vom
Tumorresektat nachuntersucht.

Fiir die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung wurden von den TMA-Blocken und den im weiteren
Verlauf fir die ALK-Nachuntersuchungen ausgewdhlten Tumorblocken 5 um-Schnitte auf
beschichtete Objekttrager (DAKO) angefertigt. Die Durchfihrung der Hybridisierung erfolgte im
molekularpathologischen Labor des Instituts flr Pathologie. Die Herstellung erfolgte mit den
Materialen und nach dem Protokoll des ZytolLight FISH-Tissue Implementation Kits (ZYTOVISION,
Bremerhaven), mit dessen Hilfe aus den bereits formalinfixierten und in Paraffin eingebetteten
Proben die Zielstrukturen hybridisiert wurden.
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Tabelle 3.4: Ubersicht FISH-Sonden. Die Sondenmarkierungen sind fiir beide Untersuchungen gleich.
(vgl. Hersteller-Datenblatt)

Untersuchung Sonde Bezugsquelle
EGFR Zytolight SPEC EGFR/CEN 7 Dual Color Probe (PL15) Zytovision
ALK ZytolLight SPEC ALK Dual Color Break Apart Probe (PL81) Zytovision
Sondenmarkierung Absorption Emission

Griin (ZyGreen) 503 nm 528 nm

Rot (ZyOrange) 547 nm 572 nm

Die Hybridisierung erfolgte verteilt iber zwei Tage und wird im Folgenden (ibersichtsartig
dargestellt. Der erste Tag diente dem Entparaffinieren. Dazu wurde das vorgewarmte Praparat
mit Xylol sowie absteigend mit Ethanol inkubiert. Dem Aufbringen von Heat Pretreatment Solution
Citric folgte die Demaskierung der DNA (Proteolyse umhiillender Proteine) mit Pepsin Solution. Im
weiteren Verlauf wurden die FISH-Sonden unter Lichtschutz aufgetragen, die Objekttrager mit
Deckglaschen abgedeckt und mittels Fixogum abgedichtet. Die Denaturierung erfolgte bei 75°C.
AnschlieBend wurden die Schnitte zur Inkubation bei 37°C in einer feuchten Kammer iber Nacht
gelagert. Am zweiten Tag wurde nach dem Entfernen des Deckglases und der Durchfiihrung einer
aufsteigenden Ethanol-Reihe die DAPI/Antifade-Solution aufgetragen und der Objekttrager
abschlieRend wieder mit einem Deckglas belegt. Die weitere Lagerung erfolgte kiihl und dunkel.

3.7.3 Auswertung der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Die Auswertung erfolgte an einem Fluoreszenzmikroskop mit Quecksilberbrenner (OLYMPUS BX
53, OLYMPUS U-RFL-T, OLYMPUS U-LH100HGAPOQ). Fiur die Orientierung auf dem Objekttrager
galten die fir die TMA-Methode beschriebenen Grundsatze; die Betrachtung erfolgte mit einem
100x-Objektiv und Immersionsdl (Zeiss Immersol 518F, Jena) sowie unter Reduktion von
polychromatischem Licht. Als Filter wurden ein DAPI-Filter sowie ein Orange-Griin-Dual Bandpass-
Filter (ZyGreen — Absorption: 503 nm, Emission: 528 nm, ZyOrange — Absorption: 547 nm
Emission: 572 nm) verwendet. Der DAPI-Filter diente dem  Aufsuchen der
Tumorzellkernstrukturen, die Beurteilung der Hybridisierung erfolgte mit Hilfe des Orange-Griin-
Dual Bandpass-Filters. Ein Zahlraster diente als Unterstitzung zur Orientierung und Zahlung.

Als EGFR-FISH-positiv wurde ein Verhadltnis Gen zu Chromosom von > 2 bezogen auf mindestens
30 Kerne betrachtet. Das deutliche Vorliegen von Gen-Clustern wurde ebenso als EGFR-FISH-
positiv gewertet. Nicht weiter verfolgt wurde die Frage der Polysomie. Zur schematischen
Darstellung siehe Abbildung 3.6.

Abbildung 3.6: Schematische Darstellung der Analyse der EGFR-FISH. Orange/rot reprasentiert das
Zentromer, griin das Gen. Es wird hier beispielhaft von je einer Tumorzelle ausgegangen. A: EGFR-FISH-
negativ. B: Polysomie (hier: Trisomie). C: EGFR-FISH-positiv mit einer Ratio Gen : Chromosom > 2. D: EGFR-
FISH-positiv bei deutlicher Clusterbildung.
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Die Auswertung der ALK-FISH folgte den Herstellerempfehlungen und orientierte sich in leicht
modifizierter Weise an Thunnissen et al. [122]. Als ALK-FISH-positiv wurde gewertet, wenn das
rote und griine Signal zusammen auftraten, jedoch mehr als zwei Signaldurchmesser voneinander
entfernt waren. Das alleinstehende Auftreten eines griinen Signals bei gleichzeitig grundsatzlich
vorhandenem roten Signal bzw. dicht beieinander liegenden rotem und griinen Signal wurde
ebenso positiv bewertet. Die genannten Signalkonstellationen mussten bei mindestens 50 Prozent
der Tumorzellen nachweisbar sein (Abbildung 3.7).

OOC

Abbildung 3.7: Schematische Darstellung der Analyse der ALK-FISH. Orange/rot markiert unterhalb
(downstream/telomerisch) des ALK-Lokus, griin oberhalb (upstream/zentromerisch). Es wird hier
beispielhaft von je einer Tumorzelle ausgegangen. A: ALK-FISH-negativ. B: ALK-FISH-positiv mit deutlich
vergréRertem Abstand zwischen den Signalen, dies entspricht einem rearrangierten ALK-Lokus. C: ALK-FISH-
positiv bei singuldrem griinen Signal, dies entspricht dem Verlust von DNA unterhalb (downstream) des ALK-
Lokus. (Abbildung in Anlehnung an eine Produktinformation des Herstellers.)

3.8 Bildverarbeitung

Die Aufnahme der dargestellten mikroskopischen Bilder erfolgte an einem Fluoreszenzmikroskop
(OLYMPUS BX 53, OLYMPUS U-RFL-T, OLYMPUS U-LH100HGAPQ) mit einer Kamera Olympus DP72
und der Software cellSens Dimension 1.5 (OLYMPUS).
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchungsgut und histopathologische Typisierung

Die Recherche im digitalen Archiv ergab 268 Patienten, die im Zeitraum von 2000 bis
einschlieRlich 2009 aufgrund eines primaren Malignoms der Lunge operiert wurden. In Tabelle 4.1
sind die Falle nach den im Originalbefund angegebenen histologischen Typen aufgelistet. Die
Differenz zwischen der Anzahl der Tumoren und der dazugehdrigen Patientenzahl ergab sich aus
verschiedenen Mehrfachkarzinomen einzelner Patienten.

Tabelle 4.1: Verteilung der Originaldiagnosen aller Tumorpatienten aus dem Untersuchungszeitraum.

Originaldiagnose Anzahl der Tumoren Anzahl der Patienten
3 =285

Adenokarzinom (ADC) 116 110

Plattenepithelkarzinome (PEC) 131 129

Grolzellige Karzinome (LCLC) 22 21

Neuroendokrine Tumoren (NET) +

groRzellige neuroendokrine Karzinome 8 8

(LCNEC)

Adenosquamose Karzinome (ADSQC) 4 4

Pleomorphe Karzinome (plCa) 2 2

Karzinosarkom 1 1

NSCLC in Kombination mit einem SCLC 1 1

Die Verteilung der Tumordiagnosen Uber den Untersuchungszeitraum zeigt Abbildung 4.1.
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Abbildung 4.1: Haufigkeiten der Tumordiagnosen im Untersuchungszeitraum pro Jahr.

4.2 Klinisch-pathologische Daten und Uberlebensanalyse

Die Verteilung der Geschlechter wies ein Verhaltnis mannlich zu weiblich von 4 : 1 auf.

Tabelle 4.2: Geschlechtsverteilung aller Tumorpatienten, diagnosenunabhangig.

Geschlecht absolut | relativ in Prozent
mannlich 212 79,1
weiblich 56 20,9
Summe 268 100
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Das Alter der Patienten zum Operationszeitpunkt lag im Durchschnitt bei 65 Jahren, der alteste
Patient war 84, der jlingste 16 Jahre (NET).

Tabelle 4.3: Operationsalter aller Tumorpatienten, diagnosenunabhangig. SD — Standardabweichung.
Minimum Maximum Mittelwert | SD
Alter bei OP in Jahren 16 84 65,77 9,65

Das Gesamtiiberleben nach onkologischer Operation wurde fir Patienten mit ADC, LCLC, ADSQC,
NET, LCNEC ermittelt. Patienten, die zum Zeitpunkt der Abfrage lebten, wurden als zensiert
gewertet [137]. Es konnten 115 Patienten in die Uberlebensanalyse aufgenommen werden; davon
waren 63 zum Stichtag verstorben. Die Kaplan-Meyer-Kurve fiir das Kollektiv ist in Abbildung 4.2
dargestellt. Das geschitzte durchschnittliche Uberleben fiir diese Gruppe betrug 81 Monate, die
mediane Uberlebenszeit 73 Monate.

1,0 Uberlebenskurve
—I— zensiert
0,8

0,6

0,4

Uberlebend (anteilig)

0,2

0,0

I I I I
0 50 100 150

Monate nach Operation

Abbildung 4.2: Gesamtiiberleben nach onkologischer Operation (nach Kaplan-Meier).

Das Uberleben in Abhingigkeit vom jeweils zum Diagnosezeitpunkt giiltigen Tumorstadium (nach
UICC) ist in Abbildung 4.3 dargestellt. NET und LCNEC wurden vor Einfihrung der 7. Auflage der
TNM-Klassifikation nicht entsprechend klassifiziert und wurden daher hier nicht beriicksichtigt
[141, 142]. ErwartungsgemiR zeigte sich eine Reduktion des medianen Uberlebens mit héherem
Tumorstadium. Fir die in Hauptstadien zusammengefassten Fille wurden fir Stadium | 105
Monate und fiir Stadium IV 4 Monate als durchschnittliche Uberlebenszeit angenommen.
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Abbildung 4.3: Gesamtiiberleben (nach Kaplan-Meier) nach onkologischer Operation in Abhangigkeit vom
Tumorstadium nach UICC-Klassifikation. Aufgefiihrt sind Hauptstadien. Ohne NET und LCNEC.
Stadium | gesamt n =44, Il n =25, llln =16, IV n = 3, keine Gruppierung n = 17.

4.3 Charakteristika der TMA-Studienfalle

Fiir die Untersuchungen zum immunhistochemischen und molekularbiologischen Profil wurden
nach den Einschlusskriterien 133 Tumoren verwendet, die sich auf 125 Patienten verteilten (siehe
Tabelle 4.4).

Tabelle 4.4: Histologische Typen der im TMA untersuchten Lungenkarzinome.

Histotyp Anzahl der Tumoren Anzahl der Patienten
ADC 99 96

LCLC 20 19

NET + LCNEC 8 8

ADSQC 4 4

plCa 2 2

Stadiengruppiert nach zum Diagnosezeitpunkt giltiger TNM-Klassifikation [141, 142] ergab sich
fiir die ADC und LCLC die in Abbildung 4.4 gezeigte Verteilung. Es (iberwogen die Stadien | und I
mit zusammen 63 %. Insgesamt konnten 72 % der vorliegenden Tumoren den Stadien | bis IlIA
(nach UICC) zugeordnet werden.
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Abbildung 4.4: Verteilung der TMA-Tumorfille (ADC und LCLC) nach zum Zeitpunkt der Diagnose glltiger
UICC-Klassifikation. Unter keine sind Tumoren ohne vollstindige Klassifizierung nach Aktenlage
zusammengefasst.

4.4 Zweitbegutachtung

Die Zweitbegutachtung diente zum einen der Vorbereitung der Untersuchungen mittels der TMA-
Technik, zum anderen der Bestdtigung oder der Reklassifikation der Diagnosen des
histopathologischen Originalbefunds.

Im Rahmen von Zweitbegutachtung und Konsensussitzungen am Diskussionsmikroskop wurden
die Diagnosen von neun Tumoren revidiert (Tabelle 4.5). Der eine neu als PEC klassifizierte Tumor
wurde den Ein- und Ausschlusskriterien entsprechend nicht in die TMA-Untersuchung
aufgenommen. Die anderen Tumoren fanden mit ihrer revidierten Diagnose Eingang in den
weiteren Untersuchungsverlauf. Im Weiteren ergab sich die Diagnosenverteilung wie in
Tabelle 4.6 dargestellt.

Tabelle 4.5: Reklassifizierte Karzinome nach lichtmikroskopischer Zweitbegutachtung.
G — Grading nach TNM-Klassifikation. ID — interne Sortierung. *In den Folgeuntersuchungen mittels TMA
nicht weiter beriicksichtigt.

ID Originaldiagnose Diagnose nach Zweitbegutachtung
152 ADCG 3 LCLC

243 ADCG 3 NET G 2

212 ADCG 3 LCNEC

169 LCLC ADCG 3

80 LCLC ADSQCG 3

215.2 | LCLC ADCG 3

251 LCNEC NET G 2

200 GrofRzellig anaplastisches Karzinom | PEC G 3*

64 plCa ADC G 3/plCa

26



4 Ergebnisse

Tabelle 4.6: Diagnosenverteilung vor und nach Revision. Die zwei plCa wurden nach Zweitbegutachtung
einmal den LCLC, einmal den ADC zugeordnet.

Anzahl der Tumoren

Tumorart . A . . - "
Originaldiagnose Nach Revision Nach Revision — im TMA verfiigbar

ADC 99 99 96

LCLC 20 19 19

NET 4 6 6

LCNEC 4 4 3

ADSQC 4 5 4

plCa 2 // //

> 133 133 128

Bei zwolf Fallen wurde die Diagnose nach der lichtmikroskopischen Begutachtung prazisiert. Dies
betraf elf ADC und einen NET (Tabelle 4.7).

Tabelle 4.7: Falle mit revidierten Diagnosen. Zum Begriff ,,bronchioloalveolar” siehe Abschnitt 5.1.1.
Diagnose nach Revision mit Haupt- und

Originaldiagnose

Nebenkomponenten und Grading

Bronchioloalveoldres ADC,
nichtmuzinés, G 1

ADC, groRe lepidische Komponente, z.T. verbreiterte Septen,
azinare und papilldre Anteile, G 1

BAC, nichtmuzinds, G 1

ADC, papillar, mit lepidischer Komponente, G 1

BAC, G2

ADC, tubuloazinar, mit lepidischer Komponente, G 2

Papillares bronchioloalveoldres ADC, G 1

ADC, papillar, mit lepidischer Komponente, G 1

ADC vom bronchioloalveolaren Typ,
nichtmuzinods, G 1

ADC, azinér, papillar, tubular, G 1-2

BAC, liberwiegend nichtmuzinds mit
kleiner Komponente eines azindren ADC

ADC, azinar, tubular, papillar, kleinere Abschnitte lepidisch,
G2

Bronchioloalveolares ADC, teils
nichtmuzinods, G 2

ADC, azinar, stark verbreiterte Septen mit Tumorzellen
ausgekleidet, vereinzelt tubuloazinar, G 2

Bronchioloalveoldres ADC,
nichtmuzinods, G 2

ADC, tubuloazindr, lepidischer Aspekt mit z.T.
hochprismatischen Tumorzellen, z.T. mehrreihig, G 2

Bronchioloalveoladres ADC,
nichtmuzinods, G 1

ADC, deutliche verbreiterte, von Tumorzellen liberkleidete
Septen, z. T. azindre Formationen, G 2

Bronchioloalveolares ADC,
nichtmuzinods, G 1

ADC, lepidische Hauptkomponente, teils azindr, sehr geringer
papillarer Anteil, G 1

Bronchioloalveolares ADC,
nichtmuzinds, zwei regionare
Lymphknotenmetastasen, G 1

ADC, lepidische Hauptkomponente, z.T. azinare und (mikro-)
papillare Strukturen, G 1

Hochdifferenzierter NET

glandularer NET, G 2

4.5 Untersuchungen am TMA

4.5.1 Qualitat des TMA

Fiir den TMA wurden aus jedem Tumor (Fall) drei Proben (Spots) entnommen. Insgesamt ergaben
sich 403 Spots, die in die weitere Auswertung eingingen. Nach Durchsicht der HE-gefarbten TMA-
Schnitte wurden 28 Spots ohne Tumoranteil aussortiert. Es ergaben sich 375 tumortragende
Einzelproben, was einer Tumortrefferquote von 93,1 % entspricht. Flinf Falle (3 ADC, 1 LCNEC, 1
ADSQC) konnten nicht weiter begutachtet werden, da jeweils alle drei Spots als nicht
tumortragend klassifiziert wurden. Insgesamt standen damit 128 Tumorfille zur weiteren
Auswertung zur Verflgung.
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Fir jede einzelne immunhistochemische Untersuchung wurde eine Ausfallquote erhoben. Als
Ausfall galten Einzelproben, die nicht ausreichend Tumormaterial aufwiesen oder aus technischen
Griinden (z.B. Abschwimmen, zerrissenes Material) nicht begutachtet werden konnten. Die
Ausfallquoten der tumortragenden Spots in den einzelnen Untersuchungen bewegten sich
zwischen 1,9 % und 8,3 % (Tabelle 4.8).

Tabelle 4.8: Ausfallquoten bezogen auf 375 tumortragende Einzelproben (Spots)

Antikorper gegen | Ausfall — absolut | Ausfall —relativ in Prozent
EML4-ALK 8 2,1
ALK FISH 32 8,5

CD 56 20 5,3
ChromograninA | 0 0

Ck 20 24 6,4
Ck5/6 16 4,3
Ck7 7 1,9

Ck hmw 15 4,0
EGFR 16 4,3
EGFR FISH 22 5,9

ER 12 3,2
GATA 3 13 3,5
Napsin A 14 3,8
p63 17 4,5

PR 14 3,8
PTEN 31 8,3
TTF-1 9/20 2,4/5,3

Zusatzlich zu den internen Kontrollen im immunhistochemischen Labor wurden alle TMA-Proben
einer Kontrolle mit der AE1/3- und einer zweimaligen Kontrolle mit der Ki-67-Immunreaktion
unterzogen. Ein LCLC blieb bei der AE1/3-Reaktion negativ und auBer bei der Ki-67-Reaktion auch
bei den restlichen Antikérpern. Bei Ki-67 zeigten 13 Falle fiir beide Proben keine Reaktion. Davon
waren acht Falle (7 x ADC, 1 x LCLC) zusatzlich auch negativ fur beide TMA-TTF-1-Farbungen und
ebenso auch fur p63 (Kernfarbungen). Die restlichen funf zeigten hingegen fir diese Antikorper
zumindest eine positive Reaktion. Ein Fall war qualitatsbedingt fiir Ki-67 nicht auswertbar.

4.5.2 Simulation einer Biopsie am TMA

Die Beurteilung einer Biopsie wurde an HE-gefarbten TMA-Schnittpraparaten simuliert. Jeder
Tumor wurde anhand der auswertbaren Spots histologisch typisiert und das Ergebnis mit der
Diagnose am Operationspraparat verglichen. In 98 von 128 auswertbaren Féllen (76,6 %) stimmte
die Diagnose der simulierten Biopsie mit der endgiiltigen Diagnose Uberein.

In 17 Fallen wurde an der simulierten Biopsie ein LCLC gesehen, die Diagnose eines ADC liel8 sich
somit nur am Tumor im Operationsprdparat stellen. Die LCNEC und NET wurden in der
Modellbiopsie — ohne IHC — als LCLC mit moglicher neuroendokriner Komponente gesehen. In
einem Fall prasentierte sich ein NET mit einer glanduldaren Morphologie, so dass zunachst ein ADC
diagnostiziert wurde. Die ADSQC wurden in der Modellbiopsie drei Mal als LCLC, einmal als ADC
eingestuft. Ein weiteres LCLC wurde eingangs als ADC klassifiziert.

In der Abbildung 4.5 finden sich zur Veranschaulichung Mikrofotos von HE-Schnittpraparaten.
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Abbildung 4.5: Ausgewdhlte HE-Schnitte. Fortsetzung auf der folgenden Seite.
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Abbildung 4.5 (Fortsetzung): Ausgewahlte HE-Schnitte.

4.5.3 Ergebnisse der immunbhistologischen Untersuchungen

Die Ergebnisse der lichtmikroskopischen Beurteilung der Modellbiopsie und der
immunhistologischen Untersuchungen sind in der Abbildung 4.7 zusammengefasst.

In der Abbildung 4.6 sind exemplarisch einige ausgewahlte IHC-Reaktionen dargestellt, die eine
Kern-, Zytoplasma- und Zellmembranfarbung zeigen.

ADC, stark positive EGFR-Immunreaktio

Abbildung 4.6: Exemplarische immunhistochemische Farbungen von Zytoplasma, Kern und Membran. Alle
Bilder in 20-facher VergroRerung.
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4.5.3.1 Zytokeratine, TTF-1, p63, Napsin A, neuroendokrine Marker

Fir jeden TMA-Antikorper wurde mit Hilfe einer Kreuztabulation die absolute und relative
die ADC
histopathologischen Grading ausgewertet (Tabelle 4.9). Die Falle mit einem nicht eindeutigen

Verteilung auf den histologischen Haupttyp und fir in Abhangigkeit vom
Differenzierungsgrad (z.B. G 1-2) wurden in Analogie zu den allgemeinen Regeln des TNM-Systems
dem weniger fortgeschrittenen Stadium zugeordnet (z.B. G 1-2 zu G 1) [141, 142].

Ck 7 zeigte sich bei den ADC in knapp 84 % positiv, Napsin A zeigte sich bei 79 % der ADC positiv.
Bei beiden Antikorperreaktionen konnte eine Abnahme der Expression mit abnehmender
Differenzierung beobachtet werden. Die Untersuchungen fir TTF-1 wurden mit zwei
verschiedenen Antikdrperkonzentrationen durchgefiihrt. Im Wesentlichen zeigten sich fiir beide

Varianten dhnliche Ergebnisse. Die ADC zeigten bei 50 bis 54 % der Falle eine positive Reaktion.

Tabelle 4.9: Ubersicht der prozentualen Verteilung der IHC-Ergebnisse (Chromo = Chromogranin A,
Napsin = Napsin A, fur TTF-1 sind die Ergebnisse beider Ansatze dargestellt).

) Ck5/6 | Ckhmw | ck7 | ck20 |TTF1 [ TTF-1 [ P63 | Napsin | CD56 | Chromo
Diagnose —
Positiv in Prozent

ADCG1 | O 54,2 87,5 8,3 58,3 50 20,8 87,5 0 0
ADCG2 | O 61,5 87,2 2,8 53,8 47,4 21,1 82,1 5,1 0
ADCG3 | 9,1 57,6 78,8 6,3 48,5 53,1 33,3 69,7 9,1 0
LCLC 5,6 42,1 63,2 0 36,8 42,1 31,6 50 105 | O

NET 0 0 16,7 0 16,7 16,7 0 0 83,3 | 100
LCNEC [ O 0 0 0 66,7 66,7 0 0 66,7 | 33,3
ADSQC | 100 100 25 0 0 25 100 0 25 0

4.5.3.2 Vergleich ausgewahlter Antikorper mit den Ergebnissen aus der Routinediagnostik

Die TMA-Ergebnisse fiir Ck7 und TTF-1 wurden mit denen aus der initialen Diagnostik
vorhandenen Ergebnissen am Operationsprdparat verglichen, dabei handelte es sich v. a. um ADC
und LCLC (Tabelle 4.10). Fur Ck 7 lagen 82 Falle zum Vergleich vor. Die Gegeniberstellung von
Ck 7 zeigte bei den abweichenden Ergebnissen ausnahmslos die Konstellation eines negativen
TMA-Ergebnisses bei einer positiven Reaktion am Ganzschnitt. Die Ergebnisse des Ganzschnittes
als endgiiltige Diagnose annehmend, ergaben sich fiir die TMA-Ergebnisse eine Sensitivitat von
76,9 % sowie eine Spezifitdt von 100 %.

Aufgrund der Versuchsdurchfilhrung mit zwei verschiedenen TTF-1-Antikorperkonzentrationen
konnten pro Fall drei Ergebnisse zum Vergleich herangezogen werden. Es lagen fiir TTF-1 94 Fille
zum Vergleich vor. Eine vollstindige Ubereinstimmung ergab sich bei 56 Fillen, eine
Teiliibereinstimmung zwischen einem TMA-Ergebnis und dem Ganzschnitt zeigte sich bei acht
Fallen. In 30 Fallen unterschieden sich die Ergebnisse, dabei stellte sich hier die gleiche
Konstellation wie bei Ck 7 dar: negatives TMA-Ergebnis bei positivem Ganzschnitt. Die Sensitivitat
fir die TTF-1-TMA-Untersuchungen ergaben 57,6 % bzw. 55,1 %, durch Kombination beider
Testreihen erhohte sich die Sensitivitat auf 61,5 %. Die Spezifitat betrug 100 %.

Tabelle 4.10: Ubersicht zum Vergleich TMA und Ganzschnitt.

Vollstindige Ubereinstimmung Teillibereinstimmung | Diskrepanz Summe

TTF-1 Ck7 TTF-1 Ck7 TTF-1 | Ck7 TTF-1 | Ck7
Absolut 56 64 8 - 30 18 94 82
Relativ 59,6 78,0 8,5 - 31,9 |220 |100 | 100
in Prozent
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4.5.3.3 Estrogen- und Progesteronrezeptor, GATA-3, PTEN

Die Untersuchungen fiir die Estrogen- und Progesteronrezeptoren erbrachten jeweils zwei
positive untereinander schnittmengenfreie Ergebnisse innerhalb der ADC. Der ER fand sich bei
zwei mannlichen Patienten, jeweils in einem G 2- und G 3-Tumor. Der PR fand sich in einem G 1-
Tumor bei einer Patientin sowie in einem G 3-Tumor bei einem mannlichen Patienten. Die Suche
nach GATA-3 erbrachte kein positives Ergebnis.

Fir PTEN konnten 19 % der ADC als positiv gewertet werden. 28 % der LCLC, 25 % der ADSQC
sowie 83 % der NET waren ebenfalls positiv flir die Reaktion mit PTEN. LCNEC zeigten keine
Reaktionen.

4.5.4 Ergebnisse der Untersuchungen zu EGFR und ALK

EGFR und ALK wurden jeweils mittels IHC und FISH dargestellt. Die Abbildung 4.8 zeigt
entsprechende FISH-Reaktionen.

Deutliches Hybridisierungsergebnis, als grenzwertig EGFR-FISH-positiv, deutlich die Clusterbildung
EGFR-FISH-positiv eingestuft. erkennbar.

Beispiel einer gut ausgepragten Hybridisierung, ALK- | Ebenfalls negativer ALK-FISH, DAPI-Filter,
FISH-negativ. Hybridisierung schwach erkennbar.

Abbildung 4.8: FISH-Reaktionen. Erste Reihe EGFR, zweite Reihe ALK. Eine reprasentative druckfihige
Abbildung des ALK-FISH-positiven Falls gelang technisch bedingt nicht (keine motorisierte Z-Achse und
entsprechende Software zum Kamerasystem).
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4.5.4.1 EGFR

Die Antikorper-Antigen-Reaktion (IHC) erbrachte insgesamt 17 positive Falle, davon 11 bei ADC
(11,5 % positiv). Vier LCLC (21 %) zeigten eine positive Reaktion, weiterhin 25 % der ADSQC und
16,7 % der NET. Die LCNEC blieben negativ.

Eine Amplifikation des EGFR-Gens liel8 sich per FISH bei acht von insgesamt 126 verwertbaren
Fallen nachweisen, zwei weitere Falle wurden als fraglich positiv eingeschatzt. Damit wurden 6 %
der ADC und 11 % der LCLC sicher als EGFR-FISH-positiv gewertet.

Bei den EGFR-IHC-positiven Ergebnissen ergaben sich folgende Patientenmerkmale: 10 mannliche
Patienten, durchschnittlich 65,2 Jahre bei OP, 7 weiblichen Patientinnen, durchschnittlich 64,1
Jahre bei OP. Bei den sicher EGFR-FISH-positiven Ergebnissen: mannlich 4/69,25 Jahre, weiblich
4/72 Jahre.

Tabelle 4.11: Ubersicht TMA-Ergebnisse EGFR-FISH und Vergleich mit den Ergebnissen aus der IHC.
Die mit * gekennzeichneten Falle wurden als fraglich-positiv eingeschétzt.

Diagnose FISH-positiv EGFR-FISH- und EGFR-IHC-positiv
ADCG1 2* 1
ADCG 2 3 2
ADCG 3 3 1
LCLC 2 2

4.5.4.2 ALK

Immunhistologisch ergaben sich aus 128 verwertbaren Fallen ein sicher positives sowie flnf
grenzwertige Ergebnisse. Die ALK-Translokation zeigte sich mittels FISH einmal bei 127
verwertbaren Fillen, weiterhin zwei grenzwertige FISH-Félle. Die positiven/grenzwertigen Fille
beider Methoden wurden zusatzlich per FISH am Ganzschnitt vom Operationspraparat
nachuntersucht. Von den drei TMA-ALK-FISH-positiven/grenzwertigen Fallen wurde zusatzlich die
EML4-ALK-IHC am Ganzschnitt vom Originaltumorparaffinblock durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigt
Tabelle 4.12. Aus der Kombination der Methoden wurde schlieflich ein Tumor als ALK-positiv
gewertet. Unter der Annahme, dass die Ergebnisse der FISH als endgiiltig zu betrachten sind,
ergaben sich fiir die EML4-ALK-IHC am TMA eine Sensitivitdat von 0 % und eine Spezifitat von 95 %,
wahrend die Sensitivitat der Antigen-Antikdrper-Reaktion am Ganzschnitt bei 100 % lag.

34



4 Ergebnisse

Tabelle 4.12: Gesamtibersicht der ALK-Untersuchungen. Unter TMA sind die positiven/auffalligen
Ergebnisse des ersten Schrittes zusammengefasst. Unter Ganzschnitt sind die Ergebnisse des darauf
aufbauenden zweiten Schrittes dargestellt. Zusatzlich sind fir jeden Fall das OP-Alter sowie das Geschlecht
aufgefiihrt. Der als ALK-positiv bewertete Fall ist als Kasten hervorgehoben.

. TMA Ganzschnitt Alter bei OP und

Diagnose

ALK-FISH ALK-IHC ALK-FISH ALK-IHC Geschlecht
ADC-Fille 96 96
Gesamtfalle 127 128
ADCG1 fraglich positiv negativ negativ negativ 78 Jahre, m
ADCG1 negativ schwach negativ 65 Jahre, w
ADCG1 negativ schwach negativ 34 Jahre, m
ADCG2 positiv negativ positiv positiv 68 Jahre, m
ADCG2 fraglich positiv positiv negativ positiv 70 Jahre, m
ADCG2 negativ schwach negativ 76 Jahre, m
ADCG 3 negativ schwach negativ 74 Jahre, m
ADCG 3 negativ schwach negativ 43 Jahre, m
Summe positiv 1+2 1+5 1 2
Anteil an ADC 1% 3,1% 1% 6,3 % 1% 2,1%
Anteil an Gesamt |0,8 % 2,4 % 0,8% 4,7 % 0,8 % 1,6 %

4.6 Zusammenhangsanalysen

Die unterschiedlichen histopathologischen Tumortypen wurden auf Zusammenhange zwischen
ausgewahlten Antikorperreaktionen Uberprift (siehe auch Abbildung 4.7). Dafiir wurde in
Anlehnung an die Bedeutung der Antikodrper fur die Routinediagnostik (siehe auch Abschnitt 1.2)
eine Rangfolge erstellt. Diese rangfolgenabhdngigen Zusammenhdnge wurden in einem
Flussdiagramm grafisch dargestellt (Abbildung 4.9). Die beiden Untersuchungen fiir TTF-1 wurden
dafiir zusammengefasst. Die Reaktionen fiir TTF-1, Napsin, CD 56, p63 und Ck 7 wurden in dieser
Reihenfolge aufgeschlisselt.

Die funf positiven Ergebnisse fiir Ck 20 (alle bei ADC) wurden nicht aufgefiihrt. Ebenso wurde
Ck hmw nicht weiter berlicksichtigt. Dessen Ergebnisse sind eng an die von Ck 7 gekoppelt.
Insgesamt waren es zwar deutlich weniger positive Falle (68:95), diese zeigten sich im Fall der ADC
jedoch immer nur dann positiv, wenn auch Ck 7 positiv reagierte. Reagierte Ck 7 bei den ADC
nicht (negativ), war auch immer Ck hmw negativ.
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ADC 96
LCLC 19
NET 6
LCNEC 3
ADSQC 4
ADSQC1 ADSQC3
Napsin+ Napsin— Napsin + Napsin—
ADCS2 ADC3 ADC 24 ADC17
CLC 8 CLC 1 LCLC 1 LCLC 8
ADSQC1 ADSQC3
I_I_I [
| 1 | 1
CD56 + CD56 — CD56 + CD56 — CD56 + CD56 — CD56 +
ADC1 ADCS51 ADC1 ADC2 ADC1 ADC23 ADC2
LELC 8 LELC 1 LCLC 1 CLC 1
ADSQC1 NET 4
ADSQC1 LCNEC 1
ADSQC2
1 1 | 1 1 1 I 1 [ 1 [ 1
P63 — p63 + p63 — P63 + p63 — pb3 + p63 — p63 — P63 + p63 — pb3 + P63 +
ADC1 ADC17 ADC34 ADC1 NET 1 LCLC 1 ADC2 ADC1 ADC2 ADC20 ADC1 ADC3
LCLC 5 LCLC 3 LCNEC : ADSQC1 LCLC 1 ADSQC1 ADsSQC2
— —1 ——1 —— —1 — —1 ——1 —— I—I—l
Ck7+ k7 - Ck7+ Ck7- Ck7+ Ck7- Cck7+ Ck7 - Ck7+ Cck7- Ck7+ Cck7- Ck7+ Ck7- Ck7+ Ck7-
ADC15 ADC2 ADC32 ADC2 ADC1 MNET 1 ADC1 ADC1 ADC1 ADC1 ADC16 ADC4 LICLC 1 ADC1 ADC3 ADSQC1 ADCS ADC3
LCLC 4 LCLC 1 LCLC 3 p LCLC1 NET 4 ADSQC1 LCLC 4 LCLC 3
NET 1 CNEC 1
Ck7+ Ck7- Ck7- Ck7+
ADC1 LCLC 1 ADC1 ADC1
ADSQC1 ADSQC1

Abbildung 4.9: Flussdiagramm ausgewadhlter Antikorperreaktionen in Abhangigkeit vom histopathologischen Typ. Differenzen bei den Fallzahlen kommen durch Ausfille im TMA
zustande. Graue Markierungen dienen der Ubersicht. Napsin = Napsin A.
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5 Diskussion

5.1 Zweitbegutachtung und Simulation einer Biopsie

5.1.1 Zweitbegutachtung und das bronchioloalveolare Wachstumsmuster

Interobserverstudien konnten zeigen, dass die Begutachtung von Praparaten durch verschiedene
Betrachter zu abweichenden Diagnosen fiihren kann [50]. Daher wurden alle zum Zeitpunkt der
Erstuntersuchung archivierten Schnittpraparate inklusive der Sonderfarbungen erneut gesichtet.
Neun Tumoren wurden reklassifiziert (7 % aller Diagnosen). Darunter waren 5 LCLC, die weiter
differenziert werden konnten (Tabelle 4.5). Weitere 12 Félle erfuhren eine Prazisierung der
urspriinglichen Diagnosen (Tabelle 4.7). Die Prazisierung der 11 ADC spiegelt den Wandel in der
Beschreibung und Interpretation des bronchioloalveoldren Karzinoms (BAC) wider [50]. Von einer
ehemals rein morphologischen Beschreibung von Tumorzellen, die entlang vorbestehender
Alveolarwdnde wachsen, wurde die Definition des BAC deutlich enger und praziser gefasst und
um ein wesentliches Merkmal der Tumorbiologie ergidnzt, namlich das Fehlen von Hinweisen fir
ein invasives Wachstum (ebd.). Somit wurde Kerr gefolgt und diejenigen ADC neu klassifiziert bzw.
spezifiziert, die zwar auch ein sogenanntes lepidisches Wachstumsmuster aufwiesen, bei denen
jedoch stellenweise ein invasives Wachstum gefunden wurde.

Aus therapeutischer Sicht ist eine prazise Definition nicht unerheblich, da es sich bei einem
bronchioloalveoldren Karzinom in diesem streng definierten Sinn um ein in-situ-Karzinom der
Lunge handelt, das in der nicht-muzindsen Form eine sehr gute Prognose aufweist [50]. Die
gemeinsame Klassifikation verschiedener Fachgesellschaften (IASLC/ATS/ERS) sowie die aktuelle
WHO-Klassifikation von 2015 begegnen dieser potentiellen Verwechslungsgefahr daher durch die
Verwendung der Begriffe ,Adenocarcinoma-in-situ“ und ,,lepidisches Tumorwachstum“ als Ersatz
fir das ,bronchioloalveoldare Karzinom” [88, 126, 127, 128]. Zudem zeigte sich die
Tumorheterogenitdt (siehe auch Abschnitt 5.1.2) der ADC mit einem Nebeneinander
verschiedener Morphologien. In der aktuellen Klassifikation der Lungentumoren wurde
empfohlen, auf die Bezeichnung , Mischtyp” zugunsten des vorherrschenden morphologischen
Haupttyps unter Berlicksichtigung von weiteren Morphologien zu verzichten [126, 127].

Altere Studien zur diagnostischen Sicherheit von histopathologischem Material aus
Lungentumoren beschaftigten sich vorrangig mit der Frage nach einer sicheren Unterscheidung
zwischen kleinzelligen und nichtkleinzelligen Karzinomen anhand von Biopsiematerial und meist
ohne weitere Farbungen oder Spezialuntersuchungen. So konnten Thomas et al. und mehrmals
Burnett et al. zeigen, dass die Unterscheidung zwischen SCLC und NSCLC im Wesentlichen ohne
Probleme gelang [11, 12, 121]. Die weitere Subklassifizierung der NSCLC gestaltete sich bereits
schwieriger und zeigte sich abhadngig von der Tumorart: PEC wurden sicherer diagnostiziert als
ADC [121]. Weitere diagnostische Verfahren zur Diagnosesicherung, wie z. B. Zytologie wurden in
diese Studien bewusst nicht gewahlt, um sich nur an histologischen Mustern gemaR WHO-
Vorgaben zu orientieren. Zum Zeitpunkt des Erscheinens dieser Studien waren zudem noch keine
therapeutischen Konsequenzen aus der moglichst genauen Differenzierung und Subtypisierung zu
ziehen [11].
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5.1.2 Simulation einer Biopsie

Die Simulation einer Biopsie mithilfe des TMA stellte eine , Biopsie unter besten Bedingungen”
dar, da durch Sichtung vor Entnahme aus dem im Spenderblock verfiigbaren Tumor méglichst
reprasentative Partien identifiziert werden konnten. Dennoch kam es zu einer Ausfallquote von
3,8 %. Die Beurteilung der ,Modellbiopsien” erfolgte ausschliel3lich an den HE-Schnitten des TMA.
In 98 von 128 Fallen stimmten Biopsieergebnis und endgiiltige Diagnose (iberein. In den Fallen mit
abweichenden Diagnosen wurde anhand der Biopsie liberwiegend die Diagnose LCLC gestellt, die
am Ganzschnitt korrigiert wurde.

Histologische Mischtypen stellen den groRten Anteil der ADC; bis zu 80 % der Tumoren werden als
solche beschrieben [130], wobei die Beschreibung eines Haupttyps empfohlen wird (siehe
Abschnitt 5.1.1). Diese bereits mehrfach erwdhnte Tumorheterogenitdt stellt eines der
Hauptprobleme in der Diagnostik dar, v. a. beim Vorliegen von begrenztem Tumormaterial, wie es
im Rahmen verschiedener Biopsietechniken vorkommt [11, 50]. Aus den Operationspraparaten
wurden die reprasentativen Anteile, d. h. das Hauptwuchsmuster , bioptiert”. Jedoch konnten in
einem Grof3teil der Spots verschiedene Morphologien nebeneinander gesehen werden.

Die Begrenztheit einer Biopsie birgt prinzipiell die Méglichkeit einer ,,Uberinterpretation” [121].
Aktuell verfliigbare neue Therapien erfordern auch an Biopsien eine moglichst prazise
Histotypisierung von Lungentumoren lber die grundsatzliche Unterscheidung SCLC/NSCLC hinaus.
Eine nur konventionell-lichtmikroskopische Diagnostik anhand von HE-/PAS-Farbungen ist nicht
mehr zeitgemal und allenfalls bei eindeutigen Fallen alleine anzuwenden [126]. Somit haben sich
mittlerweile immunhistochemische und molekulare Zusatzverfahren als Notwendigkeit erwiesen
[88]. Prinzipiell sollte die endgiiltige Diagnose am Tumorresektat erfolgen, um das ganze AusmaR
des malignen Geschehens beurteilen zu kénnen (ebd.); in einem solchen Fall steht zudem aus
praktischer Sicht mehr Material flr weiterfliihrende Untersuchungen zur Verfligung. Im Gegensatz
zur beschriebenen teils heterogenen Tumormorphologie scheint das immunhistochemische Profil
innerhalb eines Tumors deutlich weniger zu variieren. Abweichungen zwischen den Ergebnissen
aus der Biopsie und dem folgenden Resektat wurden eher als ungewoéhnlich beschrieben, was die
Sicherheit von Diagnosen an Biopsien somit deutlich belastbarer machen kdénnte [47, 82].

Trotz dieser materialbedingten Limitationen ist die Biopsie Methode der Wahl. Diese sollte dann
aber weiter als die Differenzierung NSCLC vs. SCLC gehen und bis zur Unterscheidung von PEC und
ADC flhren. Nur wenn sich trotz Nutzung von weiterfllhrenden Methoden keine
Subklassifizierung ergibt, sollte die Diagnose eines ,nicht ndher spezifizierbaren NSCLC“ (NSCLC-
NOS) erfolgen [88]. Alternativ ist im Falle eines noch nicht abgeschlossenen Stagings die
Bezeichnung NSCC-NOS zu wahlen, um einer moglichen Metastasierungssituation gerecht werden
zu kdnnen [126]. Die abschliefende Diagnose eines LCLC ist wie die endgiiltige Diagnose eines in-
situ-Karzinoms (siehe Abschnitt 5.1.1) nach heutiger Auffassung am bioptischen Material nicht zu
stellen, sondern erfordert weiterhin die Aufarbeitung des gesamten Tumorresektats [127].
Insgesamt betrachtet ist die Biopsie jedoch trotzdem von groBem Wert. Flir bronchoskopisch
gewonnene Proben werden Sensitivititen von mehr als 85 % angegeben, transthorakale
Feinnadelaspirationen oder Stanzbiopsien erbringen ,,in 70 bis 95 % wegweisendes Material” [5].
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5.2 Methodenkritik

Die Konstruktion und Nutzung der Moglichkeiten des TMA bieten entscheidende Vorteile bei der
Bearbeitung gréBerer Untersuchungsmengen. So kdnnen eine Vielzahl von Untersuchungen am
immer gleichen Gewebeausschnitt eines Zielgewebes vorgenommen werden. Diese kleinen
Gewebeausschnitte entsprechen im Wesentlichen einer Biopsiesimulation. Andererseits werden
mit diesem Verfahren nur sehr begrenzte Ausschnitte eines Tumors untersucht. Unter
Bericksichtigung der vielfach beschriebenen Heterogenitdt der pulmonalen ADC bleiben somit
abhangig vom AusmaR des Tumors groRe Teile nicht weiterflihrend untersucht. Nichtsdestotrotz
Uberwiegen die Vorteile. Alle Gewebeproben unterliegen der gleichen Behandlung und die
Auswertung kann schneller erfolgen (ebd.). Voraussetzung ist ausreichend Material, das addquat
in Formalin eingebettet wurde. Hinsichtlich des Alters der Proben geben die Beschreiber der TMA-
Technik keine festen Grenzen vor; die Nutzung Jahrzehnte alten Materials ist moglich.

Im vorliegenden Versuch wurde knapp drei bis 14 Jahre altes Material verwendet, pro Tumor
mindestens drei Proben gewonnen, jeweils mit einem Durchmesser von 1 mm. In mehr als 93 %
der Falle wurde der Tumor im TMA abgebildet, so dass weiterfihrende Untersuchungen maoglich
waren. Griinde fiir Ausfalle waren hochgradige Desmoplasie mit nur sehr wenigen Tumorzellen im
Spot, Schnitt- und Rissartefakte sowie den Tumor verfehlende Stanzungen.

Prinzipiell konnten in den immunhistochemischen Farbungen keine Unterschiede abhangig vom
Alter des Gewebes beobachtet werden. Die schwache Sensitivitdat des TMA im Vergleich zu den
bereits aus der Routinediagnostik vorliegenden Untersuchungen zu Ck 7 und TTF-1 bleibt unter
Berilcksichtigung der beschriebenen immunhistochemischen Homogenitdt (Abschnitt 5.1.2)
unklar und unterschied sich von der weitgehenden Deckungsgleichheit bei Mukhopadhyay &
Katzenstein [73].

In den FISH-Untersuchungen ergaben sich zwischen den Tumoren deutliche Unterschiede bei der
Hybridisierungsintensitat. Unabhangig vom Gewebealter und der Position des Tumors auf dem
Objekttrager zeigten einige Tumoren sehr kraftige Hybridisierungssignale, wahrend diese bei
anderen Tumoren schwach blieben. Bei Gleichbehandlung der Proben mittels TMA bleibt die
Frage nach den Griinden fiir diese verschiedenen Signalantworten. Neben unterschiedlichen
Formalinfixierungen der Operationspraparate ware zu erértern, ob unterschiedliche biologische
Eigenschaften der Tumoren bestehen, die zu dieser Beobachtung flihren oder ob hier eine
individuelle Bearbeitung die Aussagekraft erhohen wiirde. Letzteres wiirde jedoch die Methode
des TMA konterkarieren, zumal diese Technik auch fir den Einsatz von molekularbiologischen
Methoden wie der in-situ-Hybridisierung entwickelt wurde [45].

5.3 Einzelne Marker im Vergleich

Zur Diagnosesicherung bei bosartigen Erkrankungen gehort ein komplettes Staging zum Nachweis
oder Ausschluss von Metastasen. Die Lunge ist im Rahmen zahlreicher Tumorerkrankungen
Manifestationsort von Absiedlungen. Daher ist in jedem Fall bei Lungentumoren zu prifen, ob es
sich um ein primares Lungenmalignom oder um eine pulmonale Metastase eines anderweitig
lokalisierten Primarius handelt. In das vorliegende Untersuchungsmaterial wurden nur primare
Lungentumoren eingeschlossen wie das bei vergleichbaren Untersuchungen ebenfalls der Fall
war. Da sich die Ergebnisse der einzelnen Studien jedoch z. T. deutlich unterscheiden, werden im
Folgenden die Ergebnisse einzeln besprochen, um danach auf mogliche Zusammenhéinge
einzugehen.
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5.3.1 Zytokeratine, TTF-1, p63, Napsin A, neuroendokrine Marker

5.3.1.1 Zytokeratin 5/6 im Wesentlichen negativ

In verschiedenen Untersuchungen, der aktuellen Leitlinie und entsprechenden Empfehlungen
wird Ck 5/6 zur Unterscheidung zwischen ADC oder PEC aufgefiihrt [30, 88]. Daher fand Ck 5/6
aus differentialdiagnostischen Griinden Anwendung und war in 3% der ADC und 6 % der LCLC
positiv. In den neuroendokrinen Malignomen blieb dieser Marker ohne Nachweis. Die ADSQC
waren erwartungsgemal positiv fur Ck 5/6.

Diese Ergebnisse decken sich z. B. mit den Untersuchungen von Kim et al., die Ck 5/6 in 2 % der
ADC und in 90 % der PEC nachwiesen [52]. In einem etwas kleinerem Umfang war Ahnliches
bereits zuvor von Nicholson et al. gezeigt worden [78]. Vergleichbare Daten fanden auch Warth
et al. in einer sehr umfangreichen Studie fiir ADC und PEC, die LCLC zeigten mit 28 % eine
deutliche hohere Expressionsrate [136]. Bei Rekhtman et al. stellten sich die Ergebnisse jedoch
weniger eindeutig dar; hier zeigten sich — wenn auch in unterschiedlichem Ausmal} — bis zu 18 %
der ADC positiv fuir Ck 5/6, so dass in Kombination mit den Ergebnissen weiterer Antikérper die
Autoren von einer deutlichen Immunheterogenitat sprachen [93]. Entsprechend unterschieden
sich auch die Beurteilung der unmittelbaren Bedeutung dieses Markers fir die
Differenzialdiagnostik von ADC und PEC.

5.3.1.2 Zytokeratin 7 deutlich prasent in Adenokarzinomen

Ck 7 gilt als einer der wichtigen Marker in der Diagnostik des pulmonalen ADC, v.a. zur
Abgrenzung von primdren Lungentumoren zu Metastasen [30, 88, 100]. Knapp 84 % der
vorliegenden ADC zeigten sich positiv, wobei mit Abnahme des Differenzierungsgrades (G) der
Anteil der positiven Reaktionen weniger wurde. Die LCLC waren zu 63 % positiv flir diesen
Antikorper. Deutlich weniger als die Halfte der restlichen Tumorarten zeigten positive Ergebnisse
fir CK 7, die LCNEC insgesamt negativ. Bei den ADSQC ergab sich nur bei einem Viertel eine
positive Reaktion auf Ck 7.

Flr mehr als 80 % der primdren pulmonalen ADC ergab sich somit der erwartete Immunphanotyp.
Allerdings gilt Ck 7 in der Literatur als nicht spezifisch fiir pulmonale ADC. In Kombination mit
anderen Markern empfahlen sich entsprechend positive ADC als primare Lungentumoren, jedoch
exprimieren auch verschiedene gynakologische ADC Ck 7 [100]. Scarpatetti et al. bewerteten Ck 7
insgesamt als weniger hilfreich fiir die diagnostische Sicherung eines primaren pulmonalen ADC.
In deren Untersuchung zeigten sich auch die ADC der Lunge positiv, dhnliche Reaktionen fanden
sich ebenfalls in pulmonalen Metastasen aus ADC der Mamma, der Prostata oder des Magens
[104].

Im Rahmen der Differenzierung der primaren Lungentumoren erscheint die Situation etwas
tibersichtlicher: In einer Ubersichtsarbeit stellten Rossi et al. [98] den Immunphinotyp
verschiedener Lungentumoren anhand einiger Antikdrper zusammen und konnten fiir CK7
positive Reaktion um 90 % fiir ADC, um 70 % fir LCLC, dagegen 20-30 % fir PEC aufzeigen;
vergleichbare Zahlen fanden sich auch bei Warth et al. [136]. Demgegeniiber verwiesen Rekhtman
et al. auf etwas héhere Werte (30-60 %) flr PEC [93], andere Autoren sahen aufgrund einer
schwachen Spezifitat keinen Differenzierungsgewinn durch Ck 7 [73].

Die Expression von Ck 7 in NET war in ca. 17 % der Falle nachweisbar, in den LCNEC wurde kein

Nachweis erbracht. In einer Ubersicht iiber groRzellige Lungenkarzinome stellten Rossi et al.
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hingegen fiir 47 LCNEC eine durchgangig positive Reaktion fiir Ck 7 fest [97]. Yamada et al. zeigten
flir kombinierte high-grade neuroendocrine carcinomas (HGNEC) in den neuroendokrinen
Anteilen mit ca. 80 % einen hohen positiv flir Ck 7 reagierenden Anteil [144]. Die Aussagekraft der
hier vorliegenden Ergebnisse bleibt jedoch aufgrund der geringen Fallzahl begrenzt, was sich auch
in der Leitlinie widerspiegelt, wonach durch die geringe Inzidenz neuroendokriner Tumoren der
Lunge keine grofReren prospektiven Studien zu erwarten seien [30].

5.3.1.3 Nachweis von Ck hmw grenzt neuroendokrine Tumoren ab

Etwa 58 % der Adenokarzinome zeigten sich positiv fir 34BE12, ebenso wie 42 % der LCLC. Kim
et al. untersuchten mogliche Antikérperreaktionen zur Unterscheidung zwischen PEC und ADC
und sahen dabei 19 % positive Reaktionen bei den ADC und 90 % bei den PEC, zudem keine
Reaktionen bei einer kleineren Zahl von Lungenmetastasen und sahen differentialdiagnostischen
Wert bei der Frage ADC oder PEC [52]. Hingegen stellten Rekhtman et al. eine, wenn auch in der
Intensitat variierende (reprasentiert durch den H-Score), Gberwiegend positive Reaktion (82 %)
fir Ck hmw bei ADC und eine noch groBere und homogene Reaktion fiir PEC fest [93]. Tendenziell
dhnliche Ergebnisse zeigten auch Nicholson et al. [78].

Das vollstandige Fehlen einer Reaktionen in neuroendokrinen Malignomen deckt sich mit den
Untersuchungen von Sturm et al., die in einer umfangreichen Untersuchung von neuroendokrinen
Proliferationen und Malignomen der Lunge keinen Nachweis von Ck hmw (34BE12) fanden und im
Umkehrschluss den positiven Nachweis als Ausschluss einer neuroendokrinen Formation
werteten [118]. Ck hmw als Differenzierungsmerkmal zwischen SCLC und NSCLC sahen auch
Butnor et al. [14]. Ahnlich argumentierten Viberti et al., die bei kleinerem Umfang der Studie
zudem fiir nichtneuroendokrine Tumoren (ADC, PEC) eine nahezu vollstdndig positive Reaktion fiir
Ck hmw sahen [134]. Yamada et al. wiesen bei 9 % der HGNEC Ck hmw nach [144]. Fir groRzellige
Karzinome der Lunge fanden Rossi et al. bei 29 % eine entsprechende Reaktion [96].

5.3.1.4 Ck 20 im Wesentlichen negativ

Der positive Nachweis von Ck 20 ist fir Tumoren des Gastrointestinal- und Harntraktes sowie fir
Merkelzellkarzinome beschrieben [100] und spielt daher eine Rolle in der Differentialdiagnostik
von ADC, besonders bei der Unterscheidung zwischen Colon- und Lungenkarzinomen. Die
Kombination von Ck7 und Ck 20 wird dafilir als besonders hilfreich angesehen (ebd.). Im
vorliegenden Untersuchungsgut zeigten sich 5 ADC (5 %) fiuir Ck 20 positiv. Von diesen fiinf waren
drei ebenfalls (kraftig) positiv fiir Ck 7, wahrend die anderen zwei negativ fir Ck 7 waren.

Lungentumoren mit einem positiven Nachweis von Ck 20 gelten als verdachtig auf eine Metastase
eines nicht pulmonalen Tumors, jedoch sind auch fiir muzinése ADC der Lunge ebensolche
Nachweise beschrieben worden [77]. Bei extrapulmonalen ADC in der Anamnese bewerteten
Montezuma et al. bei dhnlich starker Reaktion von Ck 20 und Ck 7 Tumoren in der Lunge als
dringend metastasenverdachtig [71]. In einem der genannten Fille aus dem vorliegenden
Untersuchungsgut ergab sich ausschlielich fiir Ck 20 eine positive Reaktion. In diesem Fall wurde
im Originalbericht auch eine mogliche Metastase eines Rektumkarzinoms diskutiert, unter
Beriicksichtigung der klinisch-pathologischen Gesamtsituation wurde jedoch die Diagnose eines
primdren Lungentumors gestellt, was noch einmal die praktische Herausforderung deutlich
macht.
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5.3.1.5 Kein eindeutiges Profil bei TTF-1

TTF-1 gilt als immunbhistologischer Leitmarker in der Diagnostik von primaren ADC der Lunge. In
der vorliegenden Serie waren etwas mehr als die Halfte der ADC, ca. 40 % der LCLC und 67 % der
LCNEC positiv fiir die Reaktion mit TTF-1. Rekhtman et al. konnten in ihren Untersuchungen zu
Immunhistoprofilen bei 89 % der untersuchten ADC eine deutliche Reaktion nachweisen; darin
eingeschlossen zeigten sich auch schwach differenzierte ADC mit einer dhnlich ausgepragten
positiven Reaktion [93]. Im Vergleich dazu sahen Kim et al. mit 70 % deutlich weniger positive
Reaktionen bei primdaren ADC der Lunge, zudem bei 10% der untersuchten Falle von
Lungenmetastasen von nicht pulmonalen ADC [52]. In einer Ubersichtsarbeit stellten Rossi et al.
eine Reaktion bei 70-90 % der ADC und bei 40-50 % der LCLC fest. Zudem fanden sich kaum
positive Reaktionen bei PEC, jedoch bei 70-80 % der SCLC [98]. Warth et al. zeigten dhnliche
Werte, die v. a. die Abgrenzung zu PEC stiitzen [136]. Bei 83 % der untersuchten LCNEC sowie bei
80 % der LCLC konnten Rossi et al. in einer weiteren Studie eine Reaktion fiir TTF-1 zeigen [97].

5.3.1.6 Nachweis von p63 auch in Adenokarzinomen

Die Reaktion mit p63 gilt als Hinweis fir das Vorliegen einer squamésen/plattenepithelialen
Komponente. Entsprechend reagierten die vier eingeschlossenen ADSQC durchgehend p63-
positiv. Immunhistochemische Charakterisierungen von primdren PEC der Lunge ergaben im
Rahmen verschiedener Studien in 90-100 % der Falle den Nachweis von p63 [52, 86, 93, 136];
Conde et al. wiesen hingegen in unterschiedlichen Ansdtzen lediglich 54 bzw. 76 % positive
Reaktionen nach [22]. Etwa ein Drittel der LCLC in der vorliegenden Serie zeigten ebenfalls eine
positive Reaktion, dhnlich auch [136]. Pelosi et al. konnten in einem vergleichbaren Ansatz bei
67 % der LCLC und 70 % der LCNEC p63 darstellen; zuséatzlich bei 4 % der dabei untersuchten
Karzinoide [86]. Im vorliegenden Untersuchungsgut fanden sich bei 25 % der ADC ebenfalls p63-
positive Reaktionen, was sich in den bereits genannten Studien ebenso wiederfindet: Dort
ergaben sich positive Nachweise zwischen 9 und 32 % [22, 52, 86, 93, 136], in einer weiteren
Untersuchung bis zu 40 % [87].

5.3.1.7 Napsin A deutlich spezifischer fir Adenokarzinome

Der positive Nachweis von Napsin A bei knapp 50 % der LCLC und 79 % der ADC deckte sich
teilweise mit den Ergebnissen anderer Untersuchungen zu Lungentumoren. Ueno et al. wiesen bei
knapp 85 % der ADC Napsin A, jedoch nur bei 18 % der LCLC nach; demgegeniiber zeigten sich
keinerlei Reaktionen bei PEC, SCLC, Karzinoidtumoren (die nach neuerer Nomenklatur als NET
bezeichnet werden [33], im Weiteren jedoch entsprechend den Originalarbeiten bezeichnet
werden) sowie bei 6 % der pulmonalen Metastasen [131]. Zu dhnlichen Ergebnissen kamen auch
Kim et al. [52] sowie Johnson et al. Letztere untersuchten zudem die Abhangigkeit der Ergebnisse
vom eingesetzten Antikérper (Hersteller und Klon) und sahen dabei positive Reaktionen bei 43-
86 % der ADC, zudem bei 4-13 % der PEC [43]. Warth et al. wiesen bei 74 % der ADC, 32 % der
LCLC und 0,7 % der PEC Napsin A nach [136]. Rossi et al. konnten mit einer Quote von 60 %
deutlich mehr positive Reaktionen bei LCLC nachweisen [97]. In einer weiteren Studie ergaben
sich durchweg positive Reaktionen bei pulmonalen ADC, jedoch keine Nachweise bei pulmonalen
PEC sowie bei Mamma- und Kolonkarzinomen. Ein extrapulmonaler Nachweis von Napsin A zeigte
sich bei etwa der Halfte der untersuchten papillaren Schilddriisenkarzinome sowie bei fast 88 %
der papillaren Nierenzellkarzinome [44].

42



5 Diskussion

5.3.1.8 CD 56 und Chromogranin A belegen eine neuroendokrine Differenzierung

Erwartungsgemal ergab sich bei den NET ein hoher Anteil positiver Reaktionen fiir CD 56 (83 %)
und Chromogranin A (100 %). Yeh & Chou stellten in ihren Untersuchungen an einem groRerem
Kollektiv von neuroendokrinen Malignomen der Lunge (inklusive SCLC) fest, dass etwa 92 %
positiv auf CD 56 und 59 % positiv auf Chromogranin A reagierten, jedoch innerhalb dieser Gruppe
deutliche Unterschiede herrschten. So fanden sich fiir CD 56 positive Nachweise bei 100 % der
LCNEC und bei mehr als 80 % der Karzinoide (NET). Fir Chromogranin A zeigten sich entsprechend
41 % und mehr als 90 % positiv [146].

In der vorliegenden Untersuchung konnte CD 56 bei 67 % und Chromogranin A bei 33 % der
LCNEC nachgewiesen werden. Deutlich mehr positive Reaktionen zeigten sich bei Rossi et al., die
entsprechend 92 % bzw. 85 % positive Reaktionen nachwiesen [97].

Yamada et al. konnten in ihren Untersuchungen zu kombinierten Tumoren der Lunge flr die
adenokarzinomatdsen Anteile positive Reaktionen von 14 % fir CD56 und 32 % fir
Chromogranin A feststellen; fir die plattenepithelialen Abschnitte ergaben sich zudem fiir CD 56
etwas hohere Anteile [144]. In der vorliegenden Untersuchung wurden fir ADC deutlich weniger
positive Nachweise gezeigt: 5 % fiir CD 56, keine Reaktionen flir Chromogranin A. Zudem waren
11 % der LCLC positiv fur CD 56 und ebenfalls keines fiir Chromogranin A, was sich mit den
Ergebnissen von Rossi et al. deckt, die bei Untersuchungen an LCLC bei 9 % positive Reaktionen
flr CD 56 sahen [96], wahrend in einer weiteren Untersuchung keine Nachweise fiir CD 56 und
Chromogranin A bei LCLC erbracht wurden [97].

5.3.2 PTEN-Expression am hochsten in grofRzelligen Karzinomen

Neben den differentialdiagnostisch bedeutsamen Antikérpern wurde in der vorliegenden Serie
der immunhistochemische PTEN-Status erhoben. Positive Reaktionen zeigten sich bei 19 % der
ADC, bei 28 % der LCLC und bei 83 % der NET, keine hingegen bei den LCNEC.

PTEN-Mutationen wurden fir Glioblastome, Prostata-, Endometrium- und Magenkarzinome
beschrieben. Der Mutationsstatus bei NSCLC ist bislang sehr unterschiedlich beschrieben worden,
von sehr wenigen Mutationen bis sehr haufigen [58].

Ubereinstimmungen ergaben sich jedoch hinsichtlich des verstirkten Verlustes des
entsprechenden Proteins. Marsit et al. zeigten fiir operable NSCLC ohne NET mittels IHC in 74 %
der Fdlle eine Reduktion oder einen vollstindigen Verlust des Proteins, unabhdngig von
Patienteneigenschaften oder Tumortypen [64]. Die Proteinexpression war jedoch bei den
undifferenzierten Tumoren hdher, was sich anhand der vorliegenden Daten bestatigte:
Expressionszunahme von 12,5 % (ADC G 1) auf ca. 27 % (ADC G 3) sowie die bereits beschrieben
28 % bei LCLC. Identische Daten ergaben sich zudem mit 25 % fir ADSQC. Mittels in-situ-
Hybridisierung konnten Yun et al. in ca. 67 % der NSCLC einen Expressionsverlust aufzeigen [148].
Mit etwa 12 % bei ADC und etwa 39 % bei PEC sahen Cumberbatch et al. immunhistochemisch
einen geringeren Verlust an zytoplasmatischer PTEN-Expression, zeigten jedoch einen
signifikanten Unterschied zwischen ADC und PEC [24].

In ihren Untersuchungen zu NET sahen Lee et al. einen Verlust der Proteinexpression in
Abhangigkeit vom neuroendokrinen Subtyp. Bei den Karzinoiden (NET) zeigte sich ein Verlust
zwischen 17 % und 44 %, bei den LCNEC von ca. 73 %, bei SCLC von ca. 43 %; jedoch wiesen die
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Autoren auf die begrenzte Datenlage zu PTEN bei NET hin [58]. In den eigenen Untersuchungen
zeigte sich eine tendenziell dhnliche Verteilung.

Die Signaltransduktion des Phosphatidylinositol-3-Kinase-Weges hat einen wesentlichen Einfluss
auf die Regulierung des Zellzyklus inklusive Apoptose. Veranderungen in diesem System konnten
bereits eine wichtige Rolle in der Entwicklung verschiedener Malignome zugeordnet werden
[143]. PTEN wirkt als direkter Antagonist und nimmt eine Funktion als Tumorsuppressor ein.
Dariber hinaus konnte PTEN als ein Schlisselenzym in der Differenzierung von pulmonalen
Stammzellen sowie als wichtiger Faktor in der Regeneration von pulmonalen Epithelien nach
Verletzungen identifiziert werden [124, 143], so dass Veranderungen an PTEN mogliche Ursachen
fir die Malignomentwicklung darstellen kdnnten [58]. Stankovic et al. untersuchten Mutationen
an p53, PTEN und p16 u.a. an NSCLC und sahen mogliche Zusammenhange hinsichtlich
Mutationsstatus und Uberleben. Triger von zwei Mutationen zeigten tendenziell kiirzere
Uberlebenszeiten, wihrend diese bei drei Mutationen signifikant verkiirzt war, so dass sich der
Verdacht auf einen Einfluss auf die Tumorpathogenese verstarkt [115]. Der hohere Verlust an
PTEN-Expression in besser differenzierten Tumoren konnte in den Untersuchungen von Marsit
et al. nicht weiter begriindet werden. Verschiedene Ergebnisse weisen darauf hin, dass es in PEC
moglicherweise hohere Raten von PI3K-Mutationen und erniedrigte Raten von PTEN-Expression
gibt, jedoch sind keine direkten Zusammenhange zwischen diesen Auspragungen sowie keine
klare Ursache erkennbar. Neben Genmutationen werden epigenetische Prozesse und
Veranderungen in der Transkription und Translation diskutiert [9, 24, 64], so dass die genaue Rolle
von PTEN in der Onkogenese nicht vollstandig geklart ist.

5.3.3 Steroidrezeptoren in Lungentumoren

Das Vorkommen und die Rolle von Steroidrezeptoren in Geweben und Tumoren aulRerhalb des
Reproduktionstraktes ist nach wie vor Gegenstand der Diskussion. Ein genderspezifischer Aspekt
der Betrachtung ergibt sich aus der Beobachtung, dass zum einen der Anteil von Frauen in der
Gruppe der Tumorpatienten ohne Raucheranamnese Uberproportional hoch ist, zum anderen
weibliche Patienten eine bessere Prognose haben [35, 69, 70, 99, 133]. In der Literatur werden
mit dem Estrogenrezeptor (ER) a und dem ER B zwei Varianten des Estrogenrezeptors diskutiert.
Der in diesem Rahmen untersuchte ER a wird teilweise als nur selten bis nicht existent in NSCLC
beschrieben; die Rolle dieses Rezeptors bleibt unklar sowohl fiir die allgemeine Lungenreifung, die
Onkogenese und die Prognose der Tumorerkrankung, wobei u. a. moglicherweise eine schlechtere
Prognose gegeben sein konnte [35, 42, 69, 70]. Im vorliegenden Material fanden sich ein ADC G 2
und ein ADC G 3 bei zwei méannlichen Patienten, bei denen sich ER nachweisen lieR. Mit dem
gleichen Antikérper, der auf ER a reagiert, fanden jedoch Rouquette et. in einer beziiglich Umfang
und Tumorstadium vergleichbaren Studie bei 14 % der Patientinnen und bei 4 % der Patienten
eine Reaktion auf ER a [99], wobei Miki et al. auf grofRe Unterschiede hinsichtlich der Auspragung
in verschiedenen Studien hinwiesen [69]. Im Gegensatz dazu werden fir ER  zwar auch deutliche
Unterschiede in der Auspragung beschrieben [35, 70, 133], jedoch scheint dieser Rezeptor an der
regelrechten Lungenentwicklung beteiligt [35] und dariiber hinaus moglicherweise mit einer
besseren Prognose assoziiert zu sein [70]. Die genannten Quellen sprechen von einer Expression
in NSCLC zwischen 45 und 94 %.

Hinsichtlich einer moglichen genderspezifischen Atiologie von NSCLC wurden zudem
Zusammenhadnge zwischen ER und EGFR diskutiert [1]. So fanden sich bei Frauen ohne
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Nikotinanamnese eine hohere Ausprdagung von EGFR-Mutationen und ER a [67], dhnlich auch
[92]. Auch hier spiegelt sich die unterschiedliche Bewertung der ER-Rezeptor-Subtypen wider. So
sahen andere Arbeitsgruppen dagegen Zusammenhange zwischen ER B und EGFR [79, 81], bzw.
zwischen der gesamten ERBB-Rezeptorfamilie, zu der EGFR gehdrt, und Steroidhormonen [26].
Shimizu et al. untersuchten dariiber hinaus die membrangebundene Form des Estrogenrezeptors
(mER) und fanden hier eine prognostisch ungiinstige Kombination mit EGFR [107].

Obwohl der genaue Mechanismus des Zusammenwirkens (und die Frage nach dem
Rezeptorsubtyp) noch nicht gadnzlich geklart ist, konnte unter Bericksichtigung der korrekten
Patientenselektion die Kombination aus antiestrogener und EGFR-inhibierender Therapie
signifikante Effekte auf NCSLC-Tumorzellen haben [29, 48].

Die in diesem Rahmen untersuchten und bereits genannten Falle mit positivem Nachweis von
ER a zeigten keinen Nachweis von EGFR sowohl in der IHC- als auch der FISH-Untersuchung, das
gleiche galt fir die Progesteronrezeptoren.

Fiir die Progesteronrezeptoren ergab sich zudem ebenfalls eine sehr unterschiedliche und z. T.
widerspriichliche Datenlage hinsichtlich Auspragung und Bedeutung [48]. So ist die Expression
von PR in Lungentumoren im Vergleich niedriger als in gesundem Lungengewebe [63, 114]. In
Kombination mit ER wird als moglicher Effekt eine verstarkte Expression von VEGF diskutiert, was
somit eine verbesserte Vaskularisierung eines Tumors zur Folge hatte [48, 63]. Im Tierversuch
konnte weiterhin bei induzierten Lungentumoren durch eine Progesteron-Antagonisierung eine
verbesserte Uberlebenszeit gezeigt werden [20].

Prinzipiell ergeben sich durch die Suche nach geschlechtsabhingigen Merkmalen in Tumoren
mogliche neue Therapieoptionen, deren Wirksamkeit jedoch noch weiterhin zu prifen bleibt. Dies
lasst die Potentiale erahnen, die sich durch eine erweiterte Differenzierung der Tumoren durch
immunhistochemische und molekularbiologische Methoden ergeben. In der Literatur wird jedoch
auch deutlich, dass sich bislang keine eindeutige Zielstruktur herauskristallisiert hat. Neben den
verschieden Subtypen bspw. des ER finden sich zudem verschiedene Aussagen zu deren
Bedeutung fiir die Onkogenese und fiir die mogliche prognostische Bedeutung.

5.3.4 Zusammenhange zwischen immunhistochemischen Profilen und Diagnosen

Die Entwicklung neuer Therapieoptionen erfordert die moglichst differenzierte Diagnostik der
NSCLC. Neben der lichtmikroskopischen Aufarbeitung moglichst des gesamten Tumorresektats
kommen sowohl der immunhistochemischen als auch der molekularbiologischen Methodik eine
wesentliche Rolle zu. Wahrend Kerr 2009 die Diagnostik anhand des HE-Schnittes fir
entscheidend hielt, gestand Petersen 2010 der IHC eine hervorstehende Rolle zu [50, 88]. Die
Kombination von konventioneller ~Mikroskopie am  HE-Schnitt mit ausgewahlten
Antikorperreaktionen ist daher die Grundlage der Diagnostik [71] und wird in der aktuellen WHO-
Klassifikation zu Lungentumoren auch gefordert [126].

Fiir keinen der gewahlten Antikérper existieren eineindeutige Zusammenhange hinsichtlich
Sensitivitdt oder Spezifitat. Die Kombination einzelner Antikérper erhdht jedoch die diagnostische
Sicherheit. In den genannten Leitlinien zur Diagnostik und Therapie von Lungentumoren [30] wird
TTF-1 als ein wichtiger Positivmarker genannt. In den vorliegenden Ergebnissen ergab sich jedoch
nur bei etwa der Halfte der ADC eine positive Reaktion, zudem wiesen auch die anderen
Tumorentitaten z. T. nennenswerte positive Antikorperreaktionen auf. Petersen verwies auf die
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schwierige Situation hinsichtlich TTF-1: Ein Teil der ADC habe scheinbar die Fahigkeit zur TTF-1-
Expression verloren, was moglicherweise auf eine schlechtere Prognose hinweise; zudem ware es
moglich, dass bestimmte ADC aufgrund ihres Ausgangsgewebes grundsatzlich TTF-1-negativ seien
[88]. Trotzdem sahen Rekhtman et al. TTF-1 und p63 als weitgehend suffiziente Kombination zur
Unterscheidung von ADC und PEC an [93]. Deutlich glinstigere Ergebnisse wies dagegen das in den
Leitlinien nicht vertretene Napsin A auf. Knapp 80 % der ADC waren positiv und wiesen dabei eine
Abhangigkeit zum Differenzierungsgrad auf. Weiterhin war die Halfte der LCLC positiv, die
restlichen Tumoren zeigten keine Reaktionen. Ebenso ergaben die Proben fir CK7 ein
deutlicheres Verteilungsbild als TTF-1.

Die Verteilung und die Beziehungen einzelner Antikdrper sind in den Abbildungen 4.7 und 4.9
dargestellt. 50 % der ADC zeigten eine positive Reaktion fiir die Kombination aus TTF-1, Napsin A
und Ck 7. Die Kombination aus Napsin A und Ck 7 ergab bei knapp 68 % der ADC einen positiven
Nachweis. Fiir die LCLC ergaben die entsprechenden Kombinationen jeweils 37 %.

Der Einsatz von Napsin A u.a. in Kombination mit Ck 7 scheint eine sinnvolle Variante zur
Identifizierung von ADC der Lunge zu sein, wahrend der alleinige Einsatz von TTF-1 eine
wesentlich geringere Aussagekraft im untersuchten Gut erbrachte. Ye et al. argumentierten in
eine dhnliche Richtung und sahen eine hohere Sensitivitat fir Napsin A im Vergleich zu TTF-1. In
der Kombination beider Marker ergaben die Untersuchungen dieser Arbeitsgruppe in 79 % der
Falle eine positive Doppelfarbung bei primaren pulmonalen ADC und damit ein hilfreiches Mittel
zur Differenzierung zwischen primaren Lungentumoren (ADC) und pulmonalen Metastasen
extrapulmonaler ADC [145], was sich dhnlich auch bei Bishop etal. zeigte [6]. Noh etal.
kombinierten ebenfalls TTF-1 und Napsin A, erhielten dabei eine verbesserte Sensitivitat fir ADC,
reduzierten jedoch die Spezifitat. Als Einzelmarker zeigte sich Napsin A noch vor TTF-1 als am
hilfreichsten fiir die Diagnose eines ADC [80], dhnlich auch [136]. Auch Kim et al. sahen fir
Napsin A leichte Vorteile bei der Diagnostik insbesondere von Metastasen primarer
Lungenkarzinome [53]. Demgegeniber sahen Aulakh et al. zur Unterscheidung von ADC der Lunge
gegeniiber solchen des Osophagus weder fiir TTF-1 noch fiir Napsin A differentialdiagnostischen
Nutzen [3]. Die Kombination von Ck 7, TTF-1 und Napsin A erbrachte in einem groflen und
unselektierten Untersuchungsgut bei Warth et al. bei fast 93 % der ADC die richtige Diaghose
[136]. Napsin A fand bislang in der WHO-Klassifikation von 2004 sowie in der sich in
Uberarbeitung befindlichen S3-Leitlinie keine Beriicksichtigung, wahrend es in den Kommentaren
zur aktualisierten WHO-Klassifikation von 2015 als adaquater Marker aufgefihrt wird [30, 126,
130].

Unter Bertlicksichtigung der Literaturlage scheint Ck 5/6 zur weiteren Differenzierung von NSCLC
geeignet, da es in ADC und LCLC nur sehr wenig positive Reaktionen erbrachte. Ck 20 dient der
weiteren Unterscheidung iiber die Herkunft eines ADC. Ein Differenzierungsgewinn bei ADC vs.
PEC durch Ck hmw ist auch Rekhtman et al. folgend nicht zu erwarten [93], siehe auch [78]. Mit
p63 wurde ein Marker fur PEC in die vorliegende Untersuchung eingeschlossen, der sich jedoch
auch in ADC (25 %) und LCLC (ca. 32 %) positiv zeigte und dadurch nicht im Sinne eines
Negativmarkers zu betrachten ist. Rekhtman et al. sowie andere Autoren interpretierten einen
Nachweis von p63 bei gleichzeitigem Nachweis von TTF-1 in Adenokarzinomen als nicht
ungewdhnlich und damit nicht die Diagnose beeinflussend, wahrenddessen das Fehlen von p63
ein PEC ausschlieRe [52, 93]. Dagegen sind fur PEC positive Nachweise von TTF-1 selten bzw. nicht
vorhanden [93], dhnlich auch [73]. Im vorliegenden Material zeigten sich insgesamt sechs als ADC
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identifizierte Tumoren, die sich immunhistologisch als TTF-1 —/p63 + présentierten; vier davon
zudem negativ flr Napsin A (siehe auch Abbildungen 4.7 und 4.9).

Die Zahl der untersuchten neuroendokrinen Malignome war im Untersuchungsgut
erwartungsgemal gering. Der Einsatz von neuroendokrinen Markern liel8 jedoch eine sehr sichere
Differenzierung zwischen ADC und NET zu. Wéahrend die NET fiir die entsprechenden Marker
(CD 56 und Chromogranin A) in sehr hohem MaRe positiv reagierten, zeigten die NET nur in 17 %
der Falle eine Mitreaktion bei Ck 7 und TTF-1. Zhang et al. fanden etwas hohere Werte fiir TTF-1,
ansonsten aber sehr dhnliche Ergebnisse [149]. Die LCNEC zeigten sich weniger eindeutig. Vor
allem Chromogranin A zeigte weniger positive Reaktionen im Vergleich zu den NET, zudem waren
67 % positiv fiir TTF-1. Die LCLC zeigten bei CD 56 und Chromogranin A dhnliche Muster wie die
ADC. Eine Veranderung der Diagnose ergab sich dadurch nicht, da geringe positive Nachweise
neuroendokriner Marker fiir verschiedene nichtneuroendokrine Tumoren der Lunge beschrieben
wurden [10]. Yeh & Chou folgerten aus ihren Ergebnissen, dass die alleinige Negativitat von CD 56
ein Vorliegen eines SCLC oder eines LCNEC nahezu ausschlieRe [146]. An einem groReren
Untersuchungsgut ware der Einsatz neuroendokriner Marker zur weiteren sicheren
Unterscheidung zwischen LCLC/ADC G 3 und LCNEC zu priifen, da sich in Gesamtschau der IHC ein
entsprechendes Profil herauskristallisierte. Weiterhin wéare der Nutzen von Ck hmw als
Negativmarker fir neuroendokrin differenzierte Tumoren zu evaluieren.

Die ADSQC boten immunhistochemisch eher das zu erwartende Profil eines PEC und zeigten mit
TTF-1 und Ck 7 in Anteilen auch die den ADC zugeordneten Marker (siehe Tabelle 4.9). Vor allem
an diesen Tumoren, die definitionsgemaR aus mehreren verschiedenen Histotypen bestehen, wird
die Problematik der begrenzten Aussagekraft einer Biopsie im Vergleich zum vollstandig
aufgearbeiteten Operationsgut deutlich (dhnlich auch [10]). Zudem ist zu beriicksichtigen, dass im
Falle der ,wichtigen“ Marker zwischen einer Coexpression und einer Expression dieser Marker in
verschiedenen Zellpopulationen im Tumor zu unterscheiden ist, was dann fir ein
adenosquamoésen Tumor sprache [93].

In der Literatur ergab sich erwartungsgemaR kein eindeutiges immunhistochemisches Schema zur
weiteren Identifizierung und Differentialdiagnostik von NSCLC. Wesentlich bleibt die
Lichtmikroskopie am HE-Schnitt, so dass das Vorgehen einer Stufendiagnostik entspricht und sich
die Moglichkeiten der Differentialdiagnosen — auch unter Beriicksichtigung eines korrekten
Stagings — einschranken. Uberwiegend kam TTF-1 zum Einsatz, welches ggf. mit Napsin A
kombiniert oder im Falle von Whithaus et al. [139] durch Napsin A ersetzt wurde. Zur weiteren
Unterscheidung zwischen ADC und PEC kamen dariber hinaus Ck 5/6 und/oder p63 zum Einsatz
(ahnlich auch [136]). Ck 7 spielte bei dieser Fragestellung eine untergeordnete Rolle; Rossi et al.
nutzten diesen Marker zur weiteren Differenzierung von LCLC [96, 97]. In der vorliegenden
Untersuchung ergab sich fiir ADC die starkste Auspragung fir Napsin A und Ck 7. Diese
Kombination zeigte sich, zwar deutlich abgeschwachter, auch bei den LCLC. P63 zeigte sich nicht
als Negativmarker bei ADC, was unter den bereits genannten Bedingungen auch nicht erforderlich
scheint.

Aus den vorliegenden Ergebnissen ergibt sich fir die Diagnostik von ADC die Kombination aus
Ck 5/6, Napsin A und Ck 7 als wegweisend. Allerdings handelte es sich um ein selektiertes
Untersuchungsgut, da nur primare Lungentumoren nach Ausschluss von PEC und SCLC und keine
pulmonalen Metastasen extrapulmonaler Tumoren untersucht wurden. Aus diesem Grund ist
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keine hinreichende Erhebung von Sensitivitaten und Spezifititen der einzelnen Antikorper
moglich und wéare anhand von ungefiltertem Material zu prifen.

5.3.5 Die ,,GroRzeller-Frage”

GemaR der WHO-Definition sind LCLC weder SCLC noch zeigen sie Hinweise fir glanduldre oder
plattenepitheliale Strukturen [130]. Im Verlauf der bereits dargestellten diagnostischen und
therapeutischen Entwicklungen hat sich jedoch gezeigt, dass es sich hierbei nicht um eine eigene
und homogene Tumorentitdt handelt (u.a. [76, 96, 138]). In den =zurickliegenden
Reklassifikationen der WHO wurden daher bspw. die neuroendokrinen grofRzelligen Karzinome
(LCNEC) als eigenstandige Entitat zusammengefasst [130] und diese in der aktuellen Klassifikation
trotz groBer Unterschiede mit den NET und SCLC in einer Gruppe zusammengefasst [126]. Die
Diagnose eines LCNEC wird v. a. anhand einer neuroendokrinen Architektur und in den darauf
folgenden Untersuchungen anhand von immunhistochemischen Untersuchungen gestellt [47,
127, 130].

Im Wesentlichen geht es bei der Aufarbeitung von LCLC um die Frage, ob es sich bei diesen um
entdifferenzierte Tumoren handelt, die den bekannten Entitdten zugeordnet werden kdénnen [94].
Diese Tumoren wurden bislang als nicht ndher bezeichnete grofizellige Karzinome
zusammengefasst und entsprechend als LCLC-NOS (not otherwise specified) bezeichnet.
Grundsatzlich ist die Diagnose eines LCLC weiterhin nur als Ausschlussdiagnose und am
Resektionspraparat zu stellen [126, 130], was sich anhand der bereits beschriebenen moglichen
polymorphen Tumorarchitektur nachvollziehen lasst.

Noch weniger als far ADC existierten fir LCLC verladssliche positive Marker, die eine
weiterfihrende Diagnose zuliefen [88, 123]. In verschiedenen Studien zur naheren
Charakterisierung zeigten sich jedoch deutliche Hinweise, dass es sich bei LCLC nicht um eine
eigene Entitat handelt, sondern dass sich nach immunhistochemischer Aufarbeitung der grofte
Teil als entdifferenzierte ADC, ein kleinerer Teil als entdifferenzierte PEC darstellte [97]. Es kam
dabei in der Regel nur eine begrenzte Zahl von Antikdérpern zum Einsatz, mehrheitlich TTF-1 und
p63 [41, 47, 80, 94]; Mukhopadhyay & Katzenstein nutzen fir diese Frage TTF-1, Napsin A, p63
und Ck 5/6 [73]. Pardo et al. nutzen dagegen sieben Antikérper [85]. Wahrend Kayser et al. bereits
bei LCLC mit einer positiven Reaktion fiir TTF-1 die Diagnose ADC stellten [47], formulierten Travis
et al. am Biopsiepraparat bei entsprechenden Antikdrperreaktionen etwas zurtickhaltender die
Empfehlung zum ,,NSCLC-favor adenocarcinoma” oder , NSCLC-favor squamous cell carcinoma”
[128]. Nach Aufarbeitung am Resektat ergibt sich nun gemaR der WHO-Klassifikation von 2015 bei
soliden Tumoren eine weiterfilhrende Diagnose. LCLC, die positiv fir TTF-1 reagieren, werden als
ADC bezeichnet, entsprechend werden LCLC, die positiv flir p40 reagieren als PEC reklassifiziert
[126]. Die damit deutlich schrumpfende Kategorie der LCLC-NOS beschreibt somit die Karzinome,
die sich auch mittels weiterflihrender Methoden nicht ndher beschreiben lassen.

Kerr sah hingegen keinen Grund die morphologische Klassifikation durch eine molekulare zu
ersetzen: Das Vorhandensein von immunhistochemischen Markern dandere nicht die Diagnose
eines entdifferenzierten Tumors, zudem sei im Rahmen einer morphologisch basierten
Klassifikation eine Kategorie flir undifferenzierte Tumoren legitim [51].

Wie auch im Rahmen anderer Studien [94, 96] ist im vorliegenden Material bei den LCLC eine

Ahnlichkeit zu den ADC auszumachen, sowohl fiir die zu erwartenden positiven als auch negativen

Ergebnisse (siehe Tabelle 4.9, Abbildung 4.7). Die LCLC mit positivem Nachweis von squamdsen
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Markern (p63, Ck 5/6) zeigten sich gleichzeitig positiv flir TTF-1, teils auch fir Napsin A, was eher
auf eine adenokarzinomatdse Differenzierung hinweist. Warth etal. beschrieben diese
undifferenzierten Karzinome dagegen als ,,NSCLC NOS, méglicherweise ADSQC” [136]. Weitere
zehn LCLC der vorliegenden Reihe waren fiir TTF-1 und p63 jeweils negativ, entsprechend LCLC-
NOS.

Zur Vorstellung der LCLC als einer entdifferenzierten Variante von ADC wiirde zudem die
abnehmende Expression von NapsinA und Ck7 entsprechend des Verlustes der
histomorphologischen Differenzierung passen, was dhnlich auch von verschiedenen Autoren [6,
74, 117] beschrieben wurde. Der aktualisierten WHO-Klassifikation folgend, ergdbe sich aus den
vorliegenden LCLC bei drei Fallen eine Reklassifizierung zu soliden ADC [126]. Die , Favorisierung”
zum Adenokarzinom betrifft vor allem die Frage nach mdglichen klinischen Konsequenzen.
Rekhtman et al. zeigten in ihren Untersuchungen, dass die LCLC eine adhnliche Haufigkeit an
therapeutisch relevanten molekularen Verdanderungen aufwiesen wie entsprechende
differenzierte Karzinome [94] (dhnlich auch [89, 136]), was eine weiterfiihrende Diagnostik
jenseits morphologischer Klassifikationen sinnhaft erscheinen lasst und letztlich im
internationalen Konsens auch gefordert wird [126, 127].

5.4 Molekulare Zielstrukturen

Die weitere Charakterisierung von Tumoren konnte neue und therapeutisch nutzbare
Zielstrukturen identifizieren, die als pradiktive Marker betrachtet werden. Bei pulmonalen
Tumoren werden neben verschiedenen anderen die Zielstrukturen EGFR und ALK untersucht.
EGFR ist ein solcher pradiktiver Faktor. Bei Vorliegen bestimmter Mutationen ist eine gezielte
Therapie mit einem Tyrosinkinase-Inhibitor moglich, was in dhnlicher Form auch fir ALK gilt.
Normalerweise schlieBen sich diese Mutationen gegenseitig aus, jedoch sind eine Reihe von
Fallen mit koexistenten Veranderungen beschrieben worden [4].

Im vorliegenden, selektierten Material wurde der Status mit einer Kombination aus
immunhistochemischer und molekularbiologischer Technik erhoben.

5.4.1 EGFR

Die gewdhlten Methoden lieferten vor allem bei EGFR etwas voneinander abweichende
Ergebnisse. Wahrend sich mittels IHC ca. 12 % der ADC und 21 % der LCLC positiv zeigten, ergab
die FISH-Analyse jeweils 6 % und 11 % positive Nachweise.

Zur biologischen Rolle und Verteilung von EGFR finden sich unterschiedliche Angaben.
Weitgehend Einigkeit besteht hinsichtlich der Bedeutung von verdandertem EGFR im Rahmen einer
individualisierten Therapie mit Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI) [25, 36, 54, 61]. Deren Einsatz
speziell gegen EGFR wird derzeit als beste Therapiestrategie gegen entsprechend mutierte NSCLC
angesehen. Dabei ist jedoch zu beriicksichtigen, dass sich dies auf nichtsquamdse Lungentumoren
bezieht, wahrend der Nutzen bei PEC bislang nicht gezeigt werden konnte [56, 49]. Jedoch
reagieren nicht alle Tumoren mit einer aktivierten Mutation auf eine TKI-Therapie, wahrend
hingegen geringe Anteile nichtmutierter Tumoren auf TKI ansprechen [66].

Der Anteil von Tumoren mit Mutationen am EGFR-Gen wird mit 10-15 % aller NSCLC beschrieben
[25, 106], z. T. auch mit 17-20 % der ADC [95, 109]. In Asien ist die Auspragung mit bis zu 40-50 %
deutlich héher [17, 25, 38, 106]. An einem groRReren nicht selektiertem Patientengut konnten Skov
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et al. bei 5,4 % EGFR-Mutationen nachweisen und sahen dabei keine Zusammenhange zu Alter
oder Geschlecht der Patienten, konnten jedoch zeigen, dass Mutationen o6fter bei Patienten
nachzuweisen waren, die nie in ihrem Leben geraucht hatten. Zudem wiesen ADC haufiger als PEC
Mutationen auf [112]. Ca. 90 % der Mutationen betreffen die Exone 19 und 21, der Ubrige Anteil
betrifft Mutationen in den Exonen 18 und 20 [106].

Fiir die 10 % der vor allem fortgeschrittenen NSCLC, die auf eine entsprechende TKI-Therapie
reagieren, tragen 75 % eine der bekannten Mutationen, wahrend der Wirkmechanismus bei den
restlichen 25 % unklar bleibt [109].

Der Anteil der Tumoren mit erhéhten Genkopien wird mit 20-60 % angegeben, wobei in diesen
Untersuchungen auch polysome Ergebnisse beriicksichtigt wurden, die in der vorliegenden Arbeit
nicht weiter verfolgt wurden [27, 37, 40].

Die Angaben firr die verstarkte EGFR-Expression in NSCLC schwankten stark und zeigten sich
zudem vom histologischen Typ abhangig. Peterson et al. wiesen in ihren Untersuchungen in 77 %
der PEC und abhangig von der Morphologie in 12-63 % der ADC sowie in 23 % der LCLC eine EGFR-
Expression nach [90]. Gaber etal. sahen an einem gemischten Gut von NSCLC abhangig vom
eingesetzten Antikorper (darunter der hier verwendete 31G7) und der Bewertungsmethode in ca.
63-89 % der Fille eine Uberexpression [27], was deutlich mehr war als im vorliegenden
Untersuchungsgut. Ahnliche Zahlen fanden sich auch bei Sholl et al. [109].

Die Wahl der Methode zum Nachweis von potentiell therapeutisch nutzbaren EGFR-
Veranderungen wird kontrovers diskutiert. So zogen z. B. Wang et al. sowie Sholl etal. die
Mutationsanalyse allen anderen Verfahren vor [109, 135], wahrend andere Autoren die
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung oder die Immunhistochemie als suffizient bewerteten. Rischoff
et al. sahen in der EGFR-IHC eine Moglichkeit zur Identifizierung von méglichen Zielgruppen fir
eine Therapie mit TKI, wahrend sie fiir die FISH keine entsprechenden Ergebnisse zeigen konnten
[101].

Hirsch et al. sahen bei der Mehrheit der Patienten mit erhéhter Genkopie auch eine relevante
EGFR-Expression; weiterhin zeigten die meisten Patienten mit EGFR-Mutationen auch erhdhte
Genkopien und erhdhte Expressionsmuster [40], Ahnliches zeigten auch Wang et al. [135].

Gaber etal. betonten ebenso die fehlende Einigkeit Uber die richtige Identifikation von
therapierelevanten EGFR-Auspragungen in NSCLC [27]. Neben der Wahl des Antikorpers fiir die
IHC sowie der Entscheidungsgrenzen (Cut-offs) ergeben sich bei der FISH Schwierigkeiten vor
allem bei niedriger Amplifikation. Zudem wiesen diese Autoren auf eine heterogene Verteilung
von EGFR-Gen-Veranderungen hin, was im Kontrast zur bereits beschriebenen
immunhistochemischen Tumorhomogenitat steht (Abschnitt 5.1.2).

Weiterhin verwiesen u. a. Sholl et al. sowie Gaber et al. auf den unsicheren Zusammenhang
zwischen EGFR-Uberexpression und dem méglichen Erfolg einer TKI-Therapie [27, 109]. Erhéhte
Genkopien wurden zudem auch bei NSCLC mit nicht mutiertem EGFR (wild type-EGFR, wt-EGFR)
nachgewiesen [135], fiur die Sholl et al. keinen Vorteil durch TKI-Therapie beschrieben, wahrend
die Kombination aus aktivierter EGFR-Mutation und erhohter Genkopie als therapierelevant
erschien [109].

In den hier vorliegenden Daten ergaben sich bei 6 ADC-EGFR-FISH-pos. und 11 ADC-EGFR-IHC-pos.
drei Ubereinstimmungen, bei den LCLC waren es zwei Ubereinstimmungen bei 2 LCLC-EGFR-FISH-
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pos. und 4 LCLC-EGFR-IHC-pos. Bei der Verteilung der Geschlechter innerhalb der EGFR-positiven
Falle zeigte sich eine leichte Verschiebung (ca. 59 % mannlich und 41 % weiblich bzw. hilftig bei
den FISH-Untersuchungen) im Vergleich zur gesamten Untersuchungspopulation. Keine
wesentlichen Abweichungen zeigte das durchschnittliche Alter zum Operationszeitpunkt.

Aktuell zeigten sich deutliche Unterschiede sowohl in der Beschreibung der Haufigkeit der EGFR-
Veranderungen als auch der in der Bewertung der einzelnen Verfahren. Der alleinige Nachweis
einer EGFR-Uberexpression wurde von den meisten Autoren nicht als hinreichend fiir die TKI-
Therapiefahigkeit beurteilt. Mascaux etal. sahen jedoch in der Verwendung eines sehr
spezifischen, am intrazellularen Anteil von verdanderten EGFR-Molekiilen angreifenden
Antikorpers eine sehr aussichtsreiche Moglichkeit zur Vorhersage eines TKI-Therapieerfolges [66].
Die Kombination von IHC und FISH wurde teilweise als suffizient zur Identifizierung fiir eine TKI-
Therapie betrachtet. Alternativ fanden sich mehrstufige Verfahren, bei denen die IHC als
Screeningmethode einer FISH oder Mutationsanalyse vorgeschaltet wurde. Dieses Screening
wurde z. T. als tatsachliche Vorauswabhl, z. T. jedoch als Ergdnzung aufgefasst, da auch weiterhin
die molekularbiologische Aufarbeitung von IHC-negativen Proben diskutiert wurde [111].
Aufgrund der fehlenden bzw. unvollstandigen Kongruenz der Ergebnisse der einzelnen Methoden
sowie den uneinheitlichen Angaben zur jeweils pradiktiven Aussage bleibt nach wie vor die
Kombination der Methoden, um geeignete Kandidaten fiir eine TKI-Therapie herauszufiltern. Der
Einsatz der IHC bote bei Wahl des geeigneten Antikorpers den Vorteil der breiten Verfligbarkeit
sowie der kurzen Bearbeitungszeit bei vergleichbar geringem Aufwand.

5.4.2 ALK

Eine weitere Zielstruktur ist ALK, welches sich im vorliegenden Material nur einmal sicher
nachweisen lie}. Nachdem diese Struktur 2007 von Soda et al. als moégliche therapeutische Option
beschrieben wurde [113], findet sich mit Crizotinib eine entsprechende Substanz im Einsatz, mit
Ceritinib wurde eine weitere Substanz 2014 von der FDA zugelassen.

Fiir ALK stellte sich im Vergleich zu EGFR eine etwas Ubersichtlichere Situation dar. Die Analyse
des Status mittels FISH wird als Mittel der Wahl betrachtet [2, 15, 119], der immunhistochemische
Nachweis des entsprechenden Proteins wird derzeit als Screening-Methode diskutiert. Daneben
findet zudem die RT-PCR auBerhalb der Routinediagnostik Anwendung.

Die Frequenz von nachweisbaren Verdnderungen am ALK-Gen wurde teilweise fiir NSCLC,
teilweise nur fur pulmonale ADC mit 3-6,7 % angegeben, Yi et al. sahen an einem reinen
Nichtraucherkollektiv 9,9 % [2, 15, 31, 103, 147]. Mit groBer Mehrheit wurden diese
Verdanderungen an ADC festgestellt. Hinsichtlich der Charakteristika der entsprechenden
Patienten bestand keine durchgehende Ubereinstimmung. Einige Autoren beschrieben eher
jungere Patienten, ohne relevante Raucheranamnese [2, 31, 32, 65, 147], eher weiblich, jedoch
ohne Einfluss des Alters [15], wahrend an anderer Stelle keine Zusammenhdnge von Alter,
Geschlecht oder Raucherstatus gesehen wurde [83, 103]. Bis auf wenige Ausnahmen [15, 32, 108]
wurde zudem die Exklusivitdt von EGFR- und ALK- sowie RAS-Mutationen beschrieben, was sich in
den vorliegenden Daten fiir EGFR und ALK ebenfalls zeigte.

Wahrend die FISH als Goldstandard zur Diagnostik von Mutationen des ALK-Gens gehandelt wird

und im Gegensatz zur ebenfalls hochsensitiven RT-PCR auch in der Lage ist unbekannte

Rearrangements zu erkennen [2, 65], wird der Einsatz der IHC als probater Ersatz noch diskutiert.

Verschiedene Autoren betonten die hohe Sensitivitdt der IHC bei Wahl des richtigen Antikorpers
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(u. a. der auch hier gewahlte 5A4) und diskutierten ein zweistufiges Diagnostikkonzept: Einem
IHC-Screening folgt die Uberpriifung der positiven Falle mittels FISH [16, 65]. Die unzureichende
Spezifitat der IHC wurde von weiteren Autoren aufgegriffen, zudem verwiesen Camidge et al. auf
die auch in diesem Rahmen thematisierte Definition von geeigneten Cut-offs bei der Auswertung
der IHC, sahen aber gleichzeitig in ihren Untersuchungen den Antikérperklon D5F3 als suffizient
fir die Auswahl geeigneter Patienten [16, 119]. Cabillic etal. zeigten anhand ihrer
Untersuchungen hingegen, dass nur eine Kombination beider Verfahren ohne Stufenkonzept die
diagnostische Sicherheit erhdhe, da die Diskonkordanz beider Verfahren teils erheblich sei [15].
Diese Erkenntnis spiegelte sich auch in den Phase 1-Studien zu Crizotinib wider. Hier hatten
Patienten mit einer positiven Kombination aus FISH und IHC ein besseres Ansprechen als
diejenigen nur mit einem FISH-Nachweis [32].

Im vorliegenden Untersuchungsgut wurden alle auffalligen ALK-TMA-Befunde einer weiteren
Untersuchung am Ganzschnitt unterzogen, was im Gegensatz zum TMA der klinisch-
pathologischen Routine entspriache (siehe Tabelle 4.12). Hier hatte sich eine Ubereinstimmung
zwischen FISH und IHC ergeben, wahrend sich ein positiver IHC-Befund in der FISH nicht
bestatigte. Han et al. bewerteten solche Situationen als problematisch, da das Ergebnis einer der
beiden Methode nicht abschlieRend als falsch-positiv oder falsch-negativ zu beschreiben sei, was
die kritische Begutachtung besonders der diskrepanten Ergebnisse erfordere. Durch den Einsatz
der RT-PCR mit hoher Spezifitdt bei geringerer Sensitivitat kdnnte in grenzwertige Fallen eine
verbesserte Aussage erfolgen [32]. Die Ursachen kdonnten neben praanalytischen Faktoren in
anderen strukturellen Veranderungen zu suchen sein, die ebenfalls zu einer Proteinexpression
flihren kénnten, Cabillic et al. fihrten bspw. ALK-Amplifikationen oder Punktmutationen an [15].
Die Expression des ALK-Proteins korreliert demzufolge auch nicht mit dem Typ des
Rearrangements [108], eine schwache Expression kénnte jedoch auch mit einem Funktionsdefizit
infolge der strukturellen Veranderung am Genort zusammenhangen (dhnlich auch [147]).

Eine abschlieRende Bewertung ist jedoch aus den vorliegenden Daten nicht zu erheben. Es zeigte
sich aber die geringe Frequenz dieser Mutationen, was zudem die Fehleranfilligkeit fur
statistische Aussagen erhoht. Bei einer von Palmer et al. geschatzten Zahl von etwa 45.000 ALK-
positiven Fallen weltweit [84] und einem mehrfach beschriebenen Therapievorteil bleibt die
Screeningmethode jedoch weiterhin intensiv zu diskutieren. Unter Berlicksichtigung der
kontrovers beschriebenen Sensitivitdt und vor allem Spezifitat der IHC bliebe die vergleichsweise
aufwendige FISH-Technik bei bestimmten histopathologischen Typen des NSCLC (ADC, LCLC,
Tumoren mit adenokarzinomatdsen Anteilen) die Methode der Wahl [62, 119]. Dennoch ist trotz
des vergleichsweise geringen Studienumfangs die IHC als Screening als vielversprechend
anzusehen.

5.5 Uberleben

Fir 115 Patienten wurde die Uberlebenszeit nach Kaplan-Meier geschitzt. Uber alle Personen
ergab sich eine mittlere postoperative Uberlebenszeit von 81 Monaten. Je fortgeschrittener das
Tumorstadium zum Operationszeitpunkt war, desto schlechter war die Prognose. Lediglich das
Stadium IlIA zeigte einen negativeren Verlauf als das Stadium IIIB. Es ist jedoch die Selektion zu
bericksichtigen, da primar inoperable Tumoren aufgrund des Studiendesigns keinen Eingang in
die Berechnungen fanden.
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Eine weitere Aufschliisselung der Uberlebensdaten erfolgte aufgrund der dafiir geringen Fallzahl
nicht. Zudem waren die vorliegenden klinisch-pathologischen Daten nicht vollstandig. Somit
konnten keine hinreichenden Aussagen zur Abhangigkeit des Verlaufs von der Raucheranamnese
und vor allem zu Komorbiditdten oder auch immunhistochemischen/molekularbiologischen
Charakteristika gemacht werden. Auch die von Rekhtman etal. erwdhnten Studien zur
verminderten Uberlebenszeit bei gering differenzierten Adenokarzinomen im Vergleich zu besser
differenzierten im gleichen Tumorstadium [94] (dhnlich auch [41]) wurden nicht Gberprift, um
aus den vorgenannten Griinden keine Uberinterpretation herzustellen.
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6 Zusammenfassung

Lungenkarzinome nehmen weltweit eine fiihrende Rolle bei Erkrankungshaufigkeit und Mortalitat
ein. Aufgrund von diagnostischen und therapeutischen Weiterentwicklungen ist die moglichst
genaue Differenzierung zu einer wesentlichen klinisch-pathologischen Fragestellung geworden. Im
besten Fall liegen fiir die weiteren Untersuchungen vollstidndige Operationspraparate zur
Verfligung. Da jedoch die Diagnose sehr haufig in einem fortgeschrittenen, inoperablen Stadium
gestellt wird, missen aussagekraftige Ergebnisse moglichst auch am Biopsiematerial gewonnen
werden. Eine besondere Herausforderung ergibt sich im Falle der LCLC, deren Rolle als eigene
Tumorentitdt oder als entdifferenzierte Form von ADC oder PEC dauerhaft Gegenstand der
Diskussion ist.

Auf der Grundlage von operierten primaren Lungentumoren aus zehn Jahrgdngen der
Universitatsmedizin Rostock wurden zunachst in einer Zweitbegutachtung die bestehenden
Diagnosen liberprift. Aus den originalen Tumorparaffinblécken wurde ein TMA erstellt, um zum
einen eine Modellbiopsie und zum anderen immunhistochemische und molekularbiologische
Untersuchungen zur weiteren Charakterisierung der Tumoren durchfiihren zu kénnen.

Es konnten aus dem Archiv des Instituts flir Pathologie 285 operierte primare Lungentumoren
identifiziert werden. Etwa die Halfte wurde bei Erstdiagnose als ADC und LCLC beschrieben. PEC
wurden nicht weiter begutachtet. Bei neun Tumoren wurde die Erstdiagnose im Rahmen der
Zweitbegutachtung revidiert. AulRerdem wurden die Diagnosen der BAC im Sinne der aktuellen
Klassifikation (IASLC/ATS/ERS) prazisiert, womit auf die prognostisch bedeutsame Unterscheidung
zwischen generellem Wachstumsmuster und der Frage nach Invasivitat des Tumors eingegangen
wurde.

Die Simulation einer Biopsie unter besten Bedingungen mit Hilfe eines TMA zeigte anhand von
HE-Schnitten in 77 % der 133 Félle eine Ubereinstimmung mit der endgiiltigen Diagnose. Mit
diesem TMA wurden insgesamt 128 ADC, LCLC, NET, LCNEC und ADSQC immunhistochemisch
charakterisiert. Daflir wurden u. a. Antikorper gegen TTF-1, Ck 7, p63 und der nach wie vor fir
diese Fragestellung nicht regelhaft als Routine in Pathologieinstituten eingesetzte Napsin A-
Antikorper verwendet. Fir keinen der gewahlten Antikorper konnte eine eineindeutige
Zuordnung erfolgen. Das fiir die Diagnose eines ADC wichtige TTF-1 zeigte sich nur bei der Halfte
dieser Tumoren positiv. Napsin A hingegen konnte in 80 % der ADC nachgewiesen werden. Dabei
zeigte sich eine Abnahme der Expression mit Abnahme der Gewebedifferenzierung, die LCLC
exprimierten ebenfalls zur Halfte Napsin A, die restlichen Tumorentitaten blieben negativ. Unter
Bericksichtigung des selektierten Untersuchungsgutes ergab sich fiir ADC die Kombination von
Ck 5/6, Napsin A und Ck 7 als wegweisend fiir die erganzende Diagnostik von ADC. Die Ubrigen
Marker erbrachten fir ADC keine richtungsweisenden Ergebnisse. Die LCLC prdsentierten
erwartungsgemall kein einheitliches immunhistochemisches Profil, jedoch zeigten sich teils
deutliche Ahnlichkeiten zu den ADC, die die Einordnung der LCLC als entdifferenzierte Variante
von v.a. ADC unterstitzen. Die hier untersuchten NET lieRen sich immunhistochemisch
weitestgehend abgrenzen.

Eine Diagnose ausschlieBlich durch immunhistologische Verfahren ist aktuell nicht moéglich, die
konventionelle Lichtmikroskopie am HE-Schnitt bleibt die Grundlage der Diagnostik. Die
Kombination beider Verfahren gilt mittlerweile als obligat.
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Die Identifikation molekularer Zielstrukturen wie EGFR und ALK dient hingegen nicht der
Diagnosefindung, sondern bereitet Therapieentscheidungen vor. Bei EGFR zeigten sich in der
Literatur stark divergente Daten. Zudem spiegelte sich vorliegend die unklare Situation
hinsichtlich der verlasslichsten Diagnosestrategie wider, bei der sich in der IHC deutlich mehr
positive EGFR-Nachweise als bei der FISH ergaben und beide Methoden nur teilweise
deckungsgleiche Ergebnisse lieferten. Daher wird auch weiterhin von den meisten Autoren ein
mehrstufiges Screeningverfahren oder eine Kombination aus verschiedenen Detektionsmethoden
beflirwortet. Der Nachweis einer ALK-Translokation gelang sicher nur einmal, was im erwarteten
Rahmen lag. Als sichere Nachweismethode bleibt die FISH erste Wahl, die IHC ist ein Screening-
Verfahren. Fir beide Onkogene zeigten sich keine wesentlichen Besonderheiten beim Alter der
Patienten, bei EGFR ergab sich eine leichte Verschiebung zum weiblichen Geschlecht.

Die Untersuchungen auf Steroidrezeptoren und GATA-3 erbrachte weder Hinweise fir
vorliegende Metastasierungen noch fiir eine mehrfach diskutierte Uberexpression von ER und PR
in primaren Lungentumoren. PTEN, dessen Rolle nach wie vor unklar ist, zeigte einen deutlichen
Verlust der Expression, wobei die am starksten differenzierten Tumoren (ADC G 1) die héchste
Verlustrate zeigten.

Die Uberlebenszeitanalyse ergab eine mittlere Uberlebenszeit von 81 Monaten nach Operation
bei selektionsbedingter Verschiebung zugunsten von primar operationsfahigen Tumoren. Die
Uberlebenszeit sank mit Ausdehnung der Erkrankung.
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7 Thesen

7 Thesen

1. Lungenkarzinome gehdren zu den wichtigsten Erkrankungen und Todesursachen. Bedingt
durch Weiterentwicklungen in Diagnostik und Therapie in den vergangenen Jahren ist die
moglichst prazise Diagnostik auf der Grundlage von konventioneller Lichtmikroskopie in
Verbindung mit immunhistochemischen und molekularbiologischen Verfahren unabdingbar
geworden.

2. Aus dem pathologischen Archiv der Universitatsmedizin Rostock wurden alle priméaren
operierten Lungenkarzinome der Jahre 2000 bis einschliel3lich 2009 herausgesucht. Es ergaben
sich 268 Patienten, die 285 Malignome aufwiesen. Von den Originaldiagnosen ausgehend waren
ca. 41 % Adenokarzinome (ADC), ca. 46 % Plattenepithelkarzinome (PEC), ca. 8 % grofRzellige
Karzinome (LCLC), dariber hinaus in geringem Umfang neuroendokrine Tumoren (NET),
groRzellige neuroendokrine Karzinome (LCNEC), adenosquamése Karzinome (ADSQC) und
pleomorphe Karzinome (plCa), ein Karzinosarkom und ein nichtkleinzelliges Karzinom (NSCLC) in
Kombination mit einem kleinzelligem Karzinom (SCLC). Mannliche Patienten (iberwogen mit ca.
79 %, das durchschnittliche Alter bei OP lag bei 65 Jahren.

3. Das Untersuchungsgut wurde nach Anwendung der Ausschlusskriterien einer
Zweitbegutachtung unterzogen. Es wurden neun Tumoren (7 %) reklassifiziert. Die Diagnosen von
12 Tumoren wurden prazisiert, was Uberwiegend die Fragestellung des BAC betraf. Damit wurde
auf die von der aktuellen Klassifikation von Lungentumoren empfohlene Unterscheidung zwischen
lepidischem Tumorwachstum und Adenocarcinoma-in-situ eingegangen.

4, Die Sicherheit einer Diagnose am Biopsiepraparat ist von grofler Bedeutung, da die
Erkrankung bei Diagnosestellung bereits haufig fortgeschritten ist. Aus den archivierten
Paraffinblocken der Tumoren wurde ein Tissue Microarray (TMA) angefertigt, womit eine Biopsie
simuliert wurde. Bei Verwendung nur der HE-Farbung stimmte die Diagnose der simulierten
Biopsie in 98 von 128 auswertbaren Fallen (77 %) mit der endglltigen Diagnose tberein.

5. Der TMA wurde zudem verwendet, um die Rolle der Immunhistologie bei der Diagnostik
zu untersuchen. Etwa die Hélfte der ADC zeigte sich positiv fir TTF-1, wahrend das in der noch
glltigen Leitlinie nicht vertretene Napsin A zu 80 % positiv war. Kombinationen von Antikoérpern
konnen die Aussagekraft jedoch erhdhen. Als Ergebnis dieser Untersuchungen empfahl sich fir
die Diagnose eines ADC die Kombination von Ck 5/6, Napsin A und Ck 7. NET stellten sich mit
CD56 wund Chromogranin A eindeutig dar. Ckhmw bleibt als Ausschlussmarker fir
neuroendokrine Malignome zu priifen.

6. Die Zuordnung der LCLC ist weiterhin in Schwebe. Immunhistochemisch ergab sich eine
teils starke Ahnlichkeit zum Immunprofil der ADC. Dazu passt die abnehmende Expression von
Napsin A und Ck 7 von ADC G1 lber ADC G3 zu LCLC. Die Konsequenzen aus der Immunhistologie
flir LCLC wurden zuletzt unterschiedlich diskutiert, einerseits eine weitergehende Diagnose
definierend, andererseits ohne Einfluss nehmend. In der aktuellen WHO-Klassifikation wurde
jedoch eine deutlichere Zuordnung zu bestimmten Histotypen festgelegt.
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7 Thesen

7. Die postoperative mittlere Uberlebenszeit betrug 81 Monate bei selektionsbedingter
Verschiebung zugunsten von primar operationsfahigen Tumoren. Je héher das Tumorstadium
(nach UICC), desto niedriger war die Uberlebenszeit.

8. Der Nachweis von EGFR-Veranderungen ist sehr methodenabhédngig. In den
immunhistochemischen Untersuchungen (IHC) waren ca. 12 % der ADC und 21 % der LCLC positiv,
in der Analyse mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) jeweils 6% und 11 %.
Entsprechende Studien zeigen teils deutliche Unterscheide in der Haufigkeit der Veranderungen
und bewerten ebenso die Nachweismethoden sehr differenziert. Die Kombination von IHC und
FISH wird als zuverlassige Detektionsmethode diskutiert. Der Einsatz der Mutationsanalyse wird in
einigen Arbeiten als erganzend oder als tiberlegen beschrieben.

9. Im Untersuchungsgut fand sich nur ein Tumor, fiir den eine ALK-Translokation per FISH
nachgewiesen werden konnte, was im erwarteten Rahmen lag. Die FISH wird als Mittel der Wahl
gewertet, die IHC wird als Screening-Methode diskutiert.
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