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Einleitung

1. Einleitung

Maligne Mesotheliome stellen mit einer Inzidenz von 1 - 3 je 1 Million Einwohner in der
sogenannten Normalbevoélkerung vergleichsweise seltene, primare maligne Tumoren der
serdsen Haute dar. Sie werden als primare Neubildungen im Bereich der Pleura, des Peri-
toneums, des Perikards und sehr selten auch der Tunica vaginalis testis beobachtet. Als eige-
ne Entitat sind Mesotheliome relativ jung. Erst in den 20er und 30er Jahren des 20. Jahr-
hunderts konnte durch Nachweis der Pluripotenz von Mesothelzellen mit méglicher epitheloi-
der und sarkomatoider Differenzierungsrichtung die Existenz primérer Tumoren der sergsen
Haute des Lungen-Rippenfells bewiesen werden (Ubersicht ® [60]). Die pleurale Manifesta-
tion ist die bei weitem héaufigste (Verhaltnis Pleura : Peritoneum etwa 10 : 1). Das Perikard ist
als primarer Ausgangspunkt des Tumors nur in etwa 2 % aller Falle und die Tunica vaginalis

testis nur in wenigen Einzelfallen betroffen.

Die differentialdiagnostische Abgrenzung primarer bosartiger Tumoren der Pleura von
Pleurametastasen — in der Mehrzahl Pleurakarzinosen — primar andernorts entstandener Tu-
moren kann nicht nur in Hinsicht auf Klinik und Therapie der Erkrankung, sondern auch un-
ter versicherungsmedizinischen Gesichtpunkten von hoher Bedeutung sein. Priméare maligne
Pleuratumoren stellen lediglich etwa 1 - 3 % aller malignen pleural manifestierten Tumoren
dar [24]. Bei weitem haufiger sind metastatische Pleurakarzinosen, (iberwiegend von Adeno-

karzinomen der Lungen oder anderer Organe.

Aus klinischer Sicht kommt der pathologisch-anatomischen Begutachtung von Tumor-
verdachtigen Proben aus der Pleurahdhle eine entscheidende Bedeutung zu. Der Pathologe
ist gefordert, aus Ergusspunktaten oder an oft nur wenigen Millimeter groRen Biopsien eine
eindeutige Diagnose hinsichtlich der Tumorsicherung zu stellen und ggf. Hinweise auf die
Lokalisation des primaren Ausgangspunktes des Tumors zu geben. Besonders an kleinen
Gewebsproben oder zytologischen Praparaten von Pleurapunktaten kann die differentialdia-
gnostische Abgrenzung in Einzelfallen dabei problematisch sein. Im Fachgebiet der Patholo-
gie wurden daher in den letzten Jahren vielfach auf der Basis immunhistochemischer und
molekularbiologischer Techniken verschiedene Ansatze entwickelt, die auch in Problemfallen

eine sichere Differentialdiagnose erlauben sollen.

Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden an einem umfangreichen Untersuchungskollektiv des Deut-

schen Mesotheliomregisters — dem Institut fir Pathologie an den Berufsgenossenschaftlichen
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Kliniken Bergmannsheil in Bochum angegliedert — verschiedene dieser immunhistochemi-
schen und molekularbiologischen Ansatze in Bezug auf ihre Wertigkeit fur die differentialdia-
gnostische Abgrenzung geprift. Da quantitativ die primar pleurale Manifestation der Tumo-
ren die bei weitem haufigste darstellt, lag der Schwerpunkt der Untersuchungen auf der diffe-
rentialdiagnostischen Abgrenzung von Pleuramesotheliomen zu Pleurakarzinosen primar

andernorts lokalisierter bosartiger Tumoren.

1.2. Pleuramesotheliome

1.2.1. Atiologie

Asbest

Bdsartige Tumoren der serésen Haute werden signifikant gehauft nach einer vergleichsweise
erhdhten, meist beruflich bedingten und in der Regel viele Jahre zurlickliegenden inhalativen
Exposition gegeniiber Asbestfeinstduben — meist Blauasbest (Krokydolith) oder Weillasbest
(Chrysotil) — diagnostiziert. Pleuramesotheliome werden daher auch als Signaltumor flr eine
stattgehabte erhdhte Asbestbelastung angesehen [103]. Intrapleural abgelagerte Asbestfa-
sern kénnen eine chronische Irritation der Mesothelzellen bzw. submesothelialen pluripoten-
ten Reservezellen verursachen und so die Initiation des Tumors offensichtlich wesentlich be-

einflussen [® Abbildung 1].

Der Zusammenhang zwischen der Entwicklung maligner Pleuramesotheliome und einer fri-
heren inhalativen Asbestfeinstaubexposition wurde bereits in den 30er — 50er Jahren des 20.
Jahrhunderts wiederholt diskutiert, erst 1960 aber Uiberzeugend durch WAGNER ET AL. [99] an
33 Fallen zweifelsfrei dokumentiert (Ubersicht [60]). Nach den im Deutschen Mesotheliom-
register erhobenen Befunden kdnnen — teilweise auch nur nach umfangreichen Ermittlungen
der technischen Aufsichtsdienste der zustandigen Unfallversicherungstrager — bei rund 90 %
der Patienten mit gesicherten Pleuramesotheliomen erhdhte Asbestfeinstaubbelastungen eru-
iert werden (Literatur ® [51]). Nur bei einem geringen Teil der Patienten mit einem Pleura-
mesotheliom kann eine vorausgegangene Asbestexposition nicht belegt werden. Der sichere
Ausschluss einer erhdhten, z. B. im privaten Umfeld oder am Arbeitsplatz, zu diskutierenden

Asbestfeinstaubexposition ist — wenn tberhaupt — dann nur in wenigen Einzelfallen mdglich.
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Abbildung 1

Chronische Irritation der Mesothelzellen bzw. submesothelialen pluripotenten
Reservezellen durch inkorporierte Asbestfasern. Tierexperimentelle Befunde am
Rattenmodell. (Malistab 20 pm)

Neben einer Exposition gegeniber Asbestfeinstduben werden — meist begriindet auf kasuisti-
sche Einzelfallberichte — eine Vielzahl anderer Kausalfaktoren fiir die Entstehung dieser Tu-

moren hypothetisch diskutiert [® Abbildung 2].

Erionit

Die Sicherung eines relevanten kausalen Zusammenhangs konnte bislang neben dem Asbest
aber nur fur eine inhalative, meist urbane Exposition gegeniber Feinstduben von Erionit
gefuhrt werden [5]. Erionit ist ein besonders in bestimmten Regionen der Tirkei natdrlich
vorkommendes nicht Asbest-artiges Zeolith mit einer Asbest-&hnlichen geometrischen faser-
formigen Struktur. Als Folge der endemischen urbanen Belastung mit einer mdglichen Expo-
sition schon ab dem friihen Kindesalter kann es bei exponierten Personen bereits im 3. und

4. Lebensjahrzehnt zu einer Tumormanifestation kommen.
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Abbildung 2

Neben Asbest diskutierte Kausalfaktoren fur die Realisation von Pleuramesothe-
liomen

Kunstliche Mineralfasern

Eine Exposition gegeniiber klnstlichen Mineralfasern, insbesondere Stein-, Glas- und
Schlackenwollen, die seit einigen Jahren u. a. als Asbestersatzstoffe Anwendung finden, wird
als Kausalfaktor bei der Entstehung von Mesotheliomen diskutiert. Bislang konnte aber fiir
den Menschen ein erhohtes kanzerogenes Potential fir die Entstehung von Mesotheliomen

nicht tiberzeugend gesichert werden [10].

Simian Virus 40

Von besonderem Interesse ist die derzeit intensiv gefiihrte Diskussion um eine mdgliche kau-
sale oder kokausale Bedeutung einer Infektion des Menschen mit dem Simian Virus 40
(SV 40) fur die Realisation von Pleuramesotheliomen. Erstmals 1994 wurde von CARBONE et
al. auf einen moglichen Zusammenhang zwischen einer chronisch schwelenden viralen In-
fektion mit SV 40 und der Entwicklung von Mesotheliomen hingewiesen [16]. SV 40 gehort
zur Gattung der Polyomaviren in der Familie der Papovaviridae. Zu der Gattung zahlen auch
die BK- und JC-Viren. Eine weitere Gattung der Familie der Papovaviridae stellen die Papil-
lomaviren dar. SV 40 wurde 1960 zunéchst als Verunreinigung von Poliomyelitisimpfstoffen
entdeckt. Man geht heute davon aus, dass zwischen 1957 und 1965 unbeabsichtigt mehr
als 100 Millionen Menschen im Rahmen von Impfungen mit kontaminierten Impfstoffen, die
aus Nierenzellen des Rhesus Affen isoliert worden waren, infiziert wurden. Im Genom des

Virus werden sogenannte friihe und spéate Gensegmente unterschieden. Das friihe Segment

10
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kodiert zwei Proteine, die als kleines t-Antigen (tAg) und grof3es T-Antigen (TAg) bezeichnet
werden. TAg kann an wachstumsinhibierende und tumorsupprimierende Proteine, wie die
Tumorsuppressorgenprodukte P53 und RB binden und so eine (maligne) Transformation der
infizierten Zellen begunstigen. Von einzelnen Arbeitsgruppen konnten SV 40 DNA-
Sequenzbestandteile auch in Ependydomen, Osteosarkomen sowie in zirkulierenden Blutzel-
len und in der Samenflissigkeit gesunder Patienten und in postmortal entnommenem norma-

len Hypophysengewebe nachgewiesen werden (Ubersicht ® [15]).

Weitere Kausalfaktoren

Fir einen wiederholt diskutierten direkten Zusammenhang zwischen einer Exposition gegen-
Uber Tabakrauchinhaltsstoffen und der Entwicklung von Mesotheliomen ergeben sich keine
Uberzeugenden Hinweise [67]. Auch flr weitere, basierend auf wenigen Fallberichten disku-
tierte Kausalfaktoren (Strahlung, Thorotrast, genetische familidre Pradisposition), konnten
kausale Beziehungen bisher nicht beweisend belegt werden, da im Einzelfall bei den betrof-
fenen Patienten vielfach auch eine Exposition gegeniiber Asbestfeinstauben zur Diskussion

steht.
1.2.2. Epidemiologie

Inzidenz

Die Inzidenz flir Pleuramesotheliome in der sogenannten Normalbevolkerung wird mit 1 - 3
Fallen pro 1 Million Einwohner angegeben. Bei den seltenen Fallen von Asbest-
unabhangigen Mesotheliomen ist ein nahezu ausgewogenes Verhaltnis der Geschlechter und
ein Altersgipfel um das 60. Lebensjahr dokumentiert [12]. Insgesamt ist die Inzidenz aber
entscheidend abhangig vom Ausmal der Exposition gegeniiber Asbestfeinstduben. So wird
bei Méannern in Industrienationen — auf Grund einer im Vergleich zu Frauen haufigeren Be-
schaftigung in sogenannten Asbest-exponierten Berufen — eine Inzidenz von 15 - 20 Fallen

pro 1 Million Einwohner beobachtet.

Mortalitat

Nach Angaben des Statistischen Bundesamtes starben in der Bundesrepublik Deutschland
1998 insgesamt 818 Personen (556 Manner, 262 Frauen) an den Folgen eines bdsartigen
Mesothelioms. Dies entspricht einer Mortalitatsrate je 100.000 Verstorbene von etwa 1,1 fur
Manner und 0,3 fur Frauen. Diese offiziellen Zahlen mussen differenziert betrachtet werden,

da die Diagnosen in vielen Fallen nicht durch pathologisch-anatomische Untersuchungen

11
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gesichert sind, sondern sich an dem klinischen Krankheitsbild und auch einer ggf. in Diskus-

sion stehenden Asbestexposition orientieren.

Deutsches Mesotheliomregister

In der Bundesrepublik Deutschland ist eine umfassende Registrierung neuer Krebserkran-
kungsfalle zz. auf Grund eines fehlenden zentralen Krebsregister nicht zu gewahrleisten.
Auch die im Deutschen Mesotheliomregister in Bochum registrierten Falle gesicherter Me-
sotheliome erreichen nach vorsichtigen Schatzungen nur einen Anteil von 70 — 80 % der
jahrlich neu auftretenden Erkrankungen. Zwischen 1987 und 1999 wurden hier insgesamt
3.942 Falle von Mesotheliomen registriert und ausgewertet. Bei einer in den vergangenen
Jahren kontinuierlich steigenden Zahl kdnnen derzeit jahrlich etwa 500 Neuerkrankungen

erfasst werden [® Abbildung 3].

Berufskrankheit — BK 4105

Bei der Uberwiegenden Zahl der im Deutschen Mesotheliomregister in Bochum registrierten
Falle steht vor dem Hintergrund einer stattgehabten erhéhten beruflichen Asbestfeinstaubex-
position eine Berufskrankheit nach Nr. 4105 der Anlage zur Berufskrankheitenverordnung
(BKV) zur Diskussion (® Versicherungsmedizinische Aspekte, S. 26). Von den Unfallversiche-
rungstragern wurden in diesem Zusammenhang zwischen 1977 und 1999 insgesamt 6.024
Mesotheliome als Berufskrankheit anerkannt und entschadigt. Auch hier ist in den letzten

Jahren eine kontinuierliche Steigerung der Fallzahlen zu beobachten [® Abbildung 3].

Latenzzeit

Bei einer durchschnittlichen Latenzzeit von rund 30 Jahren zwischen der Exposition gegen-
Uber Asbestfeinstauben und der klinischen Tumormanifestation sowie einem Gipfel des As-
bestverbrauchs in Deutschland zwischen 1965 und 1980 wird von Seiten der gesetzlichen
Unfallversicherungstrager fur die kommenden Jahre mit einer weiteren Zunahme an Neuer-
krankungen gerechnet. Ein Gipfel von etwa 1.000 Neuerkrankungen pro Jahr wird etwa fir
2015 erwartet [23].

12



Einleitung

1200 1
—e— Mortalitat
—O— BK 4105
1000 A —w— Mesotheliomregister
o 800 +
©
Lo
@
© 600 -+
<
©
N
c
< 400 -
200 +
0 - T T T T T T T T T T T T T T T T T
1980 1985 1990 1995
Jahr
Abbildung 3

Entwicklung der Mortalitét [®] nach Angaben des Statistischen Bundesamtes,
des Berufskrankheitengeschehens [O] fir die Berufskrankheit nach Nr. 4105
der Anlage zur BKV und der im Deutschen Mesotheliomregister registrierten Fal-
le gesicherter Mesotheliome [V].

1.2.3. Makroskopische Befunde

Makroskopisch bilden maligne Pleuramesotheliome in fortgeschrittenen Tumorstadien meist
mantelférmig den Brustkorb auskleidende und die Lungen komprimierende, wenige Millime-
ter bis mehrere Zentimeter breite Tumormassen. Uberwiegend epitheloid differenzierte
Tumoren haben eine grau-weil3e, eher markige und bei starker Hyaluronséureexpression
fadenziehende Schnittflache, sarkomatoid differenzierte Tumoren sind sehnig-derb, grau-

weill und schwartenahnlich. Die Tumorkonsistenz ist Uberwiegend fest [® Abbildung 4] [68,

Km'der Basis tierexperimenteller Befunde muss die Gesamtflache der Pleura visceralis und
parietalis beim Menschen mit einer Flache von rund 4000 - 6000 cm? (= 0,4 - 0,6 m?) kal-
kuliert werden [63]. Am Hilus gehen Pleura parietalis und Pleura visceralis ineinander ber.
Die Frage des primaren Ausgangspunktes des Tumors spielt unter klinischen Gesichtspunk-

ten mit operativ therapeutischen MaRnahmen eine besondere Rolle.

Pleuramesotheliome entwickeln sich bevorzugt in basalen und dorso-lateralen Abschnitten

der Brusthohle, konnen aber auch im mediastinalen Pleurabereich und dem Zwerchfell auf-

13
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treten. Nach thorakoskopischen Befunden sind Frihveranderungen mit miliaren, grau-
weillen Knétchen bevorzugt im Bereich der Pleura parietalis nachweisbar. Nach patholo-
gisch-anatomischen Befunden sind aber bei manifesten pleuralen Tumoren schon in
Frihphasen an Operationspraparaten nahezu regelmafig Tumorherde auch im Bereich der
Pleura visceralis nachzuweisen. Die Frage eines isolierten Befalls der Pleura parietalis — dann
allenfalls nur in sehr friihen Entwicklungsphasen des Mesothelioms — ist bisher pathologisch-

anatomisch nicht Giberzeugend gesichert.

Multiple kleine Tumorkndtchen konfluieren zu groReren Tumormassen. Charakteristisch ist
die pleurale Ausbreitung entlang der Interlobarspalten. Meist bleibt die Grenze zum Lungen-
parenchym auch in fortgeschrittenen Stadien relativ scharf. Besonders bei sarkomatoiden
Pleuramesotheliomen beobachtet man aber auch eine Infiltration des subpleuralen Lungen-
gewebes. Charakteristisch sind Tumorpropagationen durch die Brustwand im Bereich dia-
gnostischer Stichkanédle oder operativ gesetzter Defekte, z. B. nach Thorakoskopien oder

ausgedehnteren thoraxchirurgischen Eingriffen.

Ein infiltratives Wachstum in Weichteilstrukturen der Brustwand und in das Lungengewebe
erfolgt in der Regel erst in weit vorgeschrittenen Entwicklungsphasen. Der einseitige Tumor-
befall der Pleura ist am haufigsten. Nur selten treten beidseitig ausgedehnte Pleuramesothe-
liome auf. Bei detaillierterer Aufarbeitung von Sektionspraparaten werden allerdings in rund
50 % der Falle friihe Entwicklungsphasen der Tumoren auch auf der Gegenseite dokumen-
tiert [11].

Das internationale Staging System fur diffuse maligne Pleuramesotheliome der International

Mesothelioma Interest Group (IMIG) ist in den Tabellen 1 und 2 zusammengefasst [87].

14
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a b
C d
Abbildung 4

Makroskopische Aufnahmen vom Endstadium eines vorwiegend sarkomatoid
differenzierten Pleuramesothelioms in frontaler Schnittfihrung der rechten Brust-
korbregion (62jahriger Patient mit beruflicher Asbestexposition; Lungenstaub-
analyse mit maximal 60 Asbestkérpern / cm® Lungengewebe).

a Mantelférmiger, bevorzugt im basalen und mediastinalen Bereich entwickelter
Tumor.

b Umschriebene knotige Tumorentwicklung . ,,Problembefund* bei der Abgren-
zung zu einem primaren peripheren bosartigen Lungentumor mit sekundérer
pseudomesotheliomatoider Tumorausbreitung.

¢ Scharfe Grenze des grau-weifen Tumorgewebes zu den &uBeren Weichteil-
strukturen mit Rippen und innerer Oberflache der Lunge.

d AusschnittsvergrofRerung der parahilaren Region mit Lymphknotenmetastasen.
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Tabelle 1

TNM-Klassifikation nach dem Internationalen Staging System fir diffuse ma-
ligne Pleuramesotheliome der International Mesothelioma Interest Group (I-

MIG) (nach [87]).
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Tla

T1lb
T2
T3
T4

N - Lymphknoten

Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

NX

NO

Metastase(n) in den ipsilateralen peribronchialen und/oder hilaren Lymphknoten
Metastase(n) in den subkarinalen und/oder den ipsilateralen mediastinalen
einschlieBlich der ipsilateralen inneren mammilaren Lymphknoten

N1

N2

Metastase(n) in den kontralateralen mediastinalen, kontralateralen inneren

N3

mammilaren, ipsilateralen oder kontralateralen supraklavikularen Lymphknoten

M - Metastasen

Fernmetastasen konnen nicht beurteilt werden

Keine Fernmetastasen

MX

MO

Fernmetastasen vorhanden

M1
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Tabelle 2

Klinische Stadien nach dem Internationale Staging System fir diffuse maligne
Pleuramesotheliome der International Mesothelioma Interest Group (IMIG)
(nach [87]).

Stadium TNM
I ' la Tla NO MO
b T1b NO MO
Il T2 NO MO

I jeder T3 MO
jeder N1 MO
jeder N2 MO

v jeder T4
jeder N3
jeder M1

1.2.4. Mikroskopische Befunde

Histologisch werden nach der 3. revidierten Fassung der WHO-Klassifikation von 1999 drei
flhrende Wachstumstypen unterschieden: epitheloide (ICD-O 9052/3), sarkomatoide
(ICD-O 9051/3) und biphasische Typen (ICD-O 9053/3) [® Tabelle 3] [97]. Die Klassifika-
tion basiert auf phanotypisch fassbaren Differenzierungsrichtungen der neoplastischen Me-
sothelzellen (® Abbildung 5). In der Regel lasst sich eine flihrende Differenzierung angeben.
Bei umfassender Aufarbeitung von Operations- oder Sektionspraparaten sind aber in ver-
schiedenen Tumorabschnitten fast immer auch vom fiihrenden Wachstumsmuster abwei-
chende Differenzierungsformen vorhanden. 90 % der Mesotheliome haben mehr oder weni-

ger ausgepragte epitheloide Differenzierungsvarianten.

Epitheloide Mesotheliome zeigen tubulére, tubulopapillare und solide Wachstumsmuster
mit wechselnd ausgepragtem, teils myxoidem Stroma. Im Zentrum von rosettenférmigen

Zellgruppen finden sich haufig Kollagenablagerungen [® Abbildung 5 a - d].

Bei sarkomatoiden Mesotheliomen stehen spindelige, atypische Zellformen mit einer meist
kraftig entwickelten Faserproduktion im Vordergrund. Selten sind kleinherdige Areale mit
muskularer, knorpelahnlicher oder knocherner Differenzierung vorhanden

[® Abbildung 5 e - h]. Die differentialdiagnostische Abgrenzung des desmoplastischen
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Mesothelioms als Subtyp des sarkomatoiden Mesothelioms gegenuber reaktiv-
entziindlichen Pleuraveranderungen kann im Einzelfall gerade an kleinen Gewebsproben

erhebliche Schwierigkeiten bereiten [22, 55].

Die Variante eines biphasischen Mesothelioms wird nach der WHO-Klassifikation ange-
geben, wenn in einem Tumor sowohl epitheloide als auch sarkomatoide Differenzierungen

mit einem Anteil von jeweils mindestens 10 % vorliegen [97].

Beispiele fir histomorphologische Wachstumsmuster maligner Pleuramesotheliome sind in

Abbildung 5 zusammengestellt.

Tabelle 3
Flhrende histomorphologische Wachstumsmuster maligner Pleuramesothelio-
me.

Fuhrende Differenzierung Subdifferenzierung

Epitheloid

Tubulopapillar
Adenomatoid
Desmoplastisch

Sarkomatoid
Fibrosarkomatts
Chondrosarkomatds
Desmoplastisch

Biphasisch
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a b

C d

e f

g h
Abbildung 5

Histomorphologische Wachstumsmuster maligner Pleuramesotheliome.

a & b Hochdifferenziertes, epitheloides Mesotheliom der Pleura parietalis teils in friihen
Entwicklungsphasen (Friihmesotheliom), teils aber auch bereits mit Infiltration von subpleu-
ralem Fettgewebe.

¢ - f Ausschnitte von 4 Arealen desselben Mesothelioms. Epitheloide, teils adenoide (¢ &
d) und nahezu rein sarkomatoide (e & f) Differenzierungen.

g & h Pleomorphes, niedrig differenziertes sarkomatoides Mesotheliom mit hochgradigen
Zell- und Kernatypien. (MaRRstab: a = 160 um; b - g = 50 um; h = 30 pum)
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Neben den drei Hauptgruppen werden in der WHO-Klassifikation eine Vielzahl weiterer sel-
tener Varianten von Mesotheliomen mit heteromorphen (chondroid, osteoblastisch, rhab-
domyoblastisch, neurogen sarkomatds), adenomatoiden, lymphohistiozytischen, myxoiden,

multizystischen, klarzelligen, kleinzelligen oder anaplastischen Strukturen berucksichtigt.

Eine besondere weitere Variante stellt das sogenannte Mesodermom dar. Der Begriff Me-
sodermom wurde 1981 von DONNA & BETTA erstmals in die Literatur eingefuhrt, in den fol-
genden Jahren aber zunachst nicht aufgegriffen [30]. Mesodermome leiten sich vom undiffe-
renzierten pluripotenten Mesoderm ab. Tumoren, die sich aus dem Mesoderm ableiten, wei-
sen ein breites Spektrum an Differenzierungsrichtungen auf. So werden myoblastische, angi-
oblastische, lymphoblastische, chondroblastische, osteablastische, fibroblastische und
epitheliale Differenzierungen bei primaren Neoplasien der Pleura verstéandlich. Im Deutschen
Mesotheliomregister wurden in den letzten Jahren nur 10 Mesotheliome unter dem besonde-
ren Kombinationsbild eines Mesodermoms dokumentiert. Nach den hier bisher erhobenen
Befunden ist diese heterogene Tumorvariante durch eine hohe Zahl ebenso heterogener

genetischer Anomalien gekennzeichnet [50].
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1.2.5. Elektronenmikroskopische Befunde

Ultrastrukturell kdnnen entsprechend den lichtmikroskopischen Befunden einerseits epitheloi-
de und andererseits sarkomatoide Zellcharakteristika dargestellt werden. Auf der Oberflache
epitheloid differenzierter Tumorzellen zeigen sich teilweise zahlreiche lange Mikrovilli, die
von verschiedenen Autoren flr die histogenetische Ableitung der Tumorzellen herangezogen
werden [21].

Elektronenmikroskopisch haben die atypischen Tumorzellen bei friihen Entwicklungsphasen —
sogenannten Frilhmesotheliomen — noch Ahnlichkeit mit regelrecht differenzierten Mesothel-
zellen. Die atypischen Zellen sind durch variable ZellgréRen und Zellformen, abnorme Ent-
wicklung von Mikrovilli an den Zelloberflachen, Invaginationen der Zellmembran und variab-
le Auspragungen pseudopodienartiger Zellfortsatze im Bereich der interzellularen Kontaktzo-

nen charakterisiert [® Abbildung 6].

C A : - " . S 1000x - ) . " 000 d

10um

Abbildung 6

Atypische Mesothelzellen bei einem Friihmesotheliom. Rasterelektronenmikro-
skopische Aufnahmen.
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1.2.6. Zytologische Befunde

Im Pleuraerguss nachweisbare atypische Mesothelzellen sind in der Regel durch eine Einzel-
zellvergréRerung gekennzeichnet. Charakteristisch fir das Vorliegen eines Mesothelioms sind
grole, ein- bis mehrkernige Zellen zusammen mit vielen kleineren Mesothelzellen [® Abbil-
dung 7]. Haufig weist das Zytoplasma der Tumorzellen besonders in der Randzone eine ho-
he Dichte auf. In der PAS-Farbung findet man eine grobschollige, ungleichmaRige Granula-
tion. Typisch ist eine teilweise schaumig degenerative perinukleare Vakuolisierung. Im Erguss
werden auch bei biphasischen Mesotheliomen meist nur atypische epitheloide Zellen nach-

gewiesen.

Abbildung 7

Zytologische Befunde in Pleurapunktaten mit Tumorzellen.

a & b Epitheloid differenziertes Mesotheliom.

¢ Pleurakarzinose bei Adenokarzinom mit unklarem Primartumor.

d Pleurakarzinose eines primaren bdsartigen kleinzelligen Lungentumors. (Mal-
stab 25 um)
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1.2.7. Klinische Befunde & Therapie

Als klinisch-radiologisch fassbare Frihsymptome werden rezidivierend auftretende Pleu-
raergiisse als Folge der Tumor-bedingten Reizung der Mesothelzellen mit erhdhter Expressi-
on von Hyaluronsaure-reicher Fliissigkeit (Exsudat) und Pleuraverbreiterungen dokumentiert.
Weiterhin treten Dyspnoe und Husten auf. Eine Infiltration der Fascia endothoracica und der
Brustwand ist mit einer Reizung der Interkostalnerven und oft erheblichen thorakalen Schmer-
zen fur den Patienten verbunden. In 98% der Falle erfolgt die klinische Diagnose erst in den
fortgeschrittenen Stadien Il und lll (® Tabelle 2), in denen der Tumor schon Lungen,

Zwerchfell oder Anteile der Brustwand infiltriert hat (Ubersicht ® [88]).

Chemo- und Strahlentherapie sowie Talkumpleurodesen sind, besonders in fortgeschrit-
tenen Tumorstadien, nur palliativ wirksam. In Friihstadien ist die Therapie der Wahl eine
Pleurektomie bzw. Pleuropneumektomie. Auch wenn hierdurch in der Regel eine kurable
Therapie nicht erreicht wird, so ist nach einer Pleurektomie bei Friihstadien (Stadium 1) viel-

fach doch eine deutlich langere mittlere Uberlebenszeit der Patienten zu beobachten [88].

Interferoninstillation, Hyperthermie- und Gentherapie stellen eine Auswahl neuer Be-
handlungsansatze dar. Die Wertigkeit dieser Ansatze vor dem Hintergrund eines kurablen
Therapieanspruchs wird derzeit unter Studienbedingungen untersucht. Entscheidend fiir einen
erfolgreichen Ansatz ist im individuellen Einzelfall die Tumordiagnose in einem frilhen Stadi-
um. Spezifische sogenannte Tumormarker, die im Rahmen von Screening-Untersuchungen,
z. B. bei Hochrisikogruppen zum Einsatz kommen kénnten, sind — wie auch fiir viele andere
Organtumoren — zz. nicht verfugbar. Diskutiert wird derzeit die Wertigkeit, die dem Nachweis
des l8slichen Zytokeratin-Fragments von CK 19 (CYFRA 21-1) im Pleuraerguss fur die Diffe-
rentialdiagnose maligner Pleuramesotheliome zu reaktiven Serosaldsionen zukommt. Vor-
sorgeuntersuchungen beruflich erh6ht Asbestfeinstaub exponierter Personengruppen missen
sich bislang aber vornehmlich auf radiologisch fassbare Pleuraveranderungen als Friihsym-

ptome konzentrieren (Ubersicht ® [47]).

Metastasierung

Haufig sind Lymphknotenmetastasen im Bereich der regionaren, hilaren und mediastinalen
Lymphknoten. Nach den im Deutschen Mesotheliomregister erhobenen Befunden wird im
Rahmen der Obduktionen in etwa 40 % der Falle ein Tumorbefall des Peritoneums beo-
bachtet. Seltener kommt es zu einer hdmatogenen Metastasierung in Leber oder die kontra-
laterale Lunge und Pleura. Daneben finden sich Metastasen in den Nebennieren, den Nieren

und im Skelett [® Abbildung 8]. Nur bei einem Drittel der an Pleuramesotheliomen verstor-
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benen Patienten sind zum Zeitpunkt des Todes im Rahmen der Obduktion keine Fernmetas-

tasen nachweisbar.

Myokard
Peritioneum 12 %
40 %
Milz
Leber .
32 % <> Knochen
/ 4 %
\'Y
Colon Nebenniere
14 % 8 %
Niere
4%

Abbildung 8

Metastasierung bosartiger Pleuramesotheliome. Obduktionsbefunde im Deut-
schen Mesotheliomregister (n =50).

1.2.8. Prognose

Obwohl Pleuramesotheliome ein im Vergleich zu den bosartigen Lungentumoren langsame-
res Tumorwachstum aufweisen, betragt die mittlere Uberlebenszeit nach Stellung der Diag-
nose nur 9 Monate. Nur rund 35 % der Patienten leben noch ein Jahr nach Diagnosestel-
lung. Rund 10 % der Betroffenen tberleben zwei Jahre, etwa 5 % funf Jahre [1]. Nach den
im Deutschen Mesotheliomregister an einem Kollektiv von 387 Pleuramesotheliomen erho-
benen Befunden betragt die Zeit zwischen der Manifestation erster Symptome und dem Tod
im Mittel 13,2 (x 17,1) Monate. Fur epitheloid differenzierte Pleuramesotheliome wird eine
geringfligig bessere Prognose als fiir biphasisch und sarkomatoid differenzierte Tumoren
beobachtet [72].
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1.2.9. Hyaline Pleuraplaques

Hyaline Pleuraplaques sind weil3e, flache oder tafelbergartig erhabene, meist scharf be-
grenzte, zuweilen verkalkte, haufig rippenparallele oder auch symmetrische Fibrosen, die in
etwa 70 % mit einer vermehrten Asbestfeinstaubbelastung korreliert sind [® Abbildung 9]
[38]. Hyaline Pleuraplaques treten vorzugsweise, aber nicht ausschlieBlich im Bereich der
Pleura parietalis auf. Daneben finden sie sich auf dem Zwerchfell bevorzugt im Centrum
tendineum oder seltener in der Pleura visceralis. Hyaline Pleuraplagues werden bei Patienten
mit Mesotheliomen im Operations- und Obduktionsgut in mehr als 50 % der Falle nachge-
wiesen. Eine in Diskussion stehende Einordnung hyaliner Pleuraplaques im Sinne obligater
Préaneoplasien fir maligne Pleuramesotheliome konnte bislang nicht belegt werden [20],
auch wenn das Risiko fir die Entwicklung von Pleuramesotheliomen bei Patienten mit Pla-

ques erhoht ist [6].

Abbildung 9

Rontgenbild (a) des praparierten Hemithorax und korrespondierendes mikrosko-
pisches Ubersichtsbild (b) mit partiell verkalkten hyalinen Pleuraplaques der
Pleura parietalis.
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1.2.10. Versicherungsmedizinische Aspekte

Seit dem Inkrafttreten der Verordnung zur Anderung der Siebenten Berufskrankheiten-
Verordnung vom 8. Dezember 1976 wird das durch Asbest verursachte Mesotheliom des
Rippenfells und des Bauchfells als Berufskrankheit nach Nr. 4105 der Anlage zur BKV ge-
fuhrt. Mit der zweiten Verordnung Gber die Anderung der Berufskrankheiten-Verordnung vom
18. Dezember 1992 - in Kraft getreten am 1. Januar 1993 - sind dann auch Mesotheliome
des Perikards unter der Listennummer 4105 gefiihrt. Mesotheliome der Tunica vaginalis testis
sind bislang — in erster Linie auf Grund ihrer Seltenheit — nicht im Verordnungstext erfasst.
Hier muss derzeit eine Einzelfallentscheidung erfolgen. Nach den im Deutschen Mesotheli-
omregister erhobenen und in der Literatur publizierten Befunden kann aber auch bei Patien-
ten mit primaren Mesotheliomen der Tunica vaginalis testis in mehr als 70 % der informati-
ven Félle eine vergleichsweise erhdhte Exposition gegeniliber Asbestfeinstauben in der Vorge-

schichte eruiert werden [83].

Auf Grund der bewiesenen engen Korrelation zwischen einer erhéhten, in der Regel beruflich
bedingten Asbestfeinstaubexposition und der Entwicklung von Mesotheliomen rechtfertigt
jede (Verdachts-) Diagnose eines Mesothelioms die Anzeige des begriindeten Verdachts auf
das Vorliegen einer Berufskrankheit nach Nr. 4105 der Anlage zur BKV bei dem zustandigen
gesetzlichen Unfallversicherungstrager oder dem staatlichen Gewerbearzt. Zwischen 1977
und 1999 wurde den Unfallversicherungstragern in 9.449 Fallen der Verdacht auf das Vor-
liegen einer Berufskrankheit nach Nr. 4105 der Anlage zur BKV angezeigt. In 6.024 Fallen
wurden in diesem Zeitraum erstmals Entschadigungsleistungen gewahrt [® Abbildung 3].
Voraussetzung flir die Anerkennung einer entsprechenden Berufskrankheit ist neben der Si-
cherung des Krankheitsbildes und der beruflichen Exposition im Vollbeweis die Knuipfung
eines ursachlichen Zusammenhangs mit hinreichender Wahrscheinlichkeit. In Bezug auf die
BK 4105 beliefen sich die Leistungen der gewerblichen Berufsgenossenschaften allein in
1999 fiir Renten an Erkrankte oder Hinterbliebene sowie die medizinische Heilbehandlung
auf 88,10 Millionen Euro. Die Gesamtkosten fiir eine anerkannte Berufskrankheit nach Nr.
4105 werden von den gewerblichen Berufsgenossenschaften mit rund 220.000 Euro ange-
geben. In Bezug auf die langfristigen Gesamtkosten eines Leistungsfalles nimmt die BK 4105
damit Rang 1 unter allen entschadigten Berufskrankheiten ein. Der grote Anteil dieser Leis-

tungen — rund 70 % - wird in Form von Renten an Hinterbliebene gezahlt [14].
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1.3. Pleurakarzinosen

Sekundare metastatische Neubildungen stellen etwa 97 — 99 % der im Bereich der Pleura
manifestierten bosartigen Tumoren dar. Die friihzeitige Mitbeteiligung der Pleura bei prima-
ren pulmonalen oder extrapulmonalen Tumoren erklart sich besonders durch die reichhaltige
Versorgung der Pleura mit Lymph- und Blutgefalien. In etwa 40 % der fortgeschrittenen Sta-
dien eines priméaren bosartigen Lungentumors wird eine Mitbeteiligung der Pleura beobach-
tet. Dies gilt insbesondere fiir Adenokarzinome und kleinzellige Karzinome. Neben primaren
bdsartigen Lungentumoren, die bei Mannern den Hauptteil der in die Pleura metastasierten
Tumoren darstellen, werden besonders Absiedlungen bosartiger Primartumoren von Mam-
ma, Ovar, Uterus, Magen-Darm-Trakt, Pankreas, Nieren und Leber dokumentiert. Hamato-
gene, vorwiegend in der Lungenperipherie angeordnete Metastasen von Nierenkarzinomen,
Rektumkarzinomen, Osteo- und Weichteilsarkomen sowie Melanomen fiihren haufig zu einer
friihzeitigen Mitbeteiligung der Pleura visceralis [69]. In fortgeschrittenen Metastasie-
rungsphasen kdénnen makroskopisch pseudomesotheliomartig wachsende sekundare Pleura-
tumoren vielfach nur schwer von Pleuramesotheliomen abgegrenzt werden [® Abbil-
dung 10].
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Abbildung 10

Pseudomesotheliomatds wachsende Tumoren im Bereich der Pleura.
a Pleurakarzinose eines primaren Mammakarzinoms im Bereich der rechten
Pleura visceralis.

b Computertomogramm des Thorax mit dem Bild eines pseudomesothelioma-
tds wachsenden, die gesamte linke Lunge fesselnden und in die Interlobarspal-

ten einwachsenden malignen Thymoms.
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1.4. Differentialdiagnose maligner Pleuratumoren

Ohne Kenntnis des klinischen Befundes kann die differentialdiagnostische Abgrenzung zwi-
schen einem primaren und einem sekundaren bosartigen Pleuratumor besonders in relativ
kleinen Biopsiepréparaten allein nach den histomorphologischen Befunden schwierig sein.
Selbst bei Kenntnis der klinisch-radiologischen Befunde bleibt in Einzelféllen die Abgrenzung
von Pleurakarzinosen priméarer peripherer Adenokarzinome der Lungen zu epitheloid diffe-
renzierten Pleuramesotheliomen problematisch. Auch die sichere Abgrenzung reaktiver, meist
entziindlich bedingter Mesothelzellproliferate gegentiber friihen Entwicklungsphasen von
Pleuramesotheliomen — sogenannte Friihmesotheliome — erfordert im Einzelfall groRRe Erfah-

rung und den Einsatz von Zusatzuntersuchungen.

Vor dem Hintergrund der vielfach anstehenden und bedeutsamen versicherungsmedizini-
schen Fragestellungen und im Bewusstsein der haufig problematischen Differentialdiagnose
hat das Europaische Mesotheliom-Panel fur die Bewertung primérer und sekundéarer Pleura-
tumoren basierend auf morphologischen Befunden ein international akzeptiertes Wertungs-

schema mit 5 Gruppen entwickelt [® Tabelle 4] [42].

Tabelle 4

Wertungsschema des Europaischen Mesotheliom-Panel fur die pathologisch-
anatomische Mesotheliom-Klassifikation (nach [42]).

Mesotheliom A Sicheres Mesotheliom
Kein Zweifel an der pathologisch-anatomischen Diagnose.

Mesotheliom B Wahrscheinliches Mesotheliom

Die Einschréankung kann in der mangelhaften Gewebegrofie, der
schlechten Qualitat der Probe oder der mangelhaften Differenzie-
rung des Tumors begriindet sein, oder das Fehlen bestimmter
histologischer Details kann zu leichten Zweifeln Anlass geben.

Mesotheliom C Mdgliches Mesotheliom

Die Diagnose kann nicht abgelehnt werden, es fehlen aber ausrei-
chende Hinweise flir eine positive Diagnose.

Mesotheliom D Wahrscheinlich kein Mesotheliom

Die Diagnose ist zwar unwahrscheinlich, kann aber letztendlich
nicht mit Sicherheit widerlegt werden.

Mesotheliom E Sicher kein Mesotheliom

Die konkrete Diagnose eines anderen primaren Tumors sollte an-
gegeben werden.

In den letzten Jahren haben sich verschiedenartige histochemische und immunhistochemi-

sche Zusatzuntersuchungen bei der differentialdiagnostischen Abgrenzung als hilfreich erwie-
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sen (Ubersichten ® [2, 11, 13, 27, 35, 75]). Ein hochspezifischer, im internationalen Exper-
tengremium akzeptierter histochemischer, immunhistochemischer oder genetischer Marker ist
dabei fur Mesotheliome bislang nicht verfligbar. Als wertvolle histochemische Reaktionen
haben sich die PAS-Reaktion mit und ohne Diastasevorbehandlung, der Nachweis hyaluron-
saurehaltiger Vakuolen sowie die immunhistochemischen Reaktionen zum Nachweis der
Expression von Zytokeratinen, Vimentin, Carcinoembryogenic Antigen (CEA), Human Epithe-
lial Antigen (HEA), BMA120 und CD15 erwiesen. Im Einzelfall kbnnen bei konkretem Ver-
dacht auf das Vorliegen einer Pleurakarzinose auBerdem zusatzliche, teilweise organspezifi-
sche Antikérper zum Einsatz kommen. Hierzu zahlen z. B. Antikérper gegen das Prostata-
spezifische Antigen, gegen Hormonrezeptoren (Ostrogenrezeptor, Progesteronrezeptor),
Melanommarker (HMB45, Melan A), Sarkommarker (Aktin, Desmin, Myogenin, CD 99,
S-100) oder gegen Lymphome.

Neben dem breiten Spektrum immunhistochemischer Marker bieten sich durch die rasche
Entwicklung molekularbiologischer Techniken in den letzten Jahren zusétzlich auch moleku-
larpathologische Untersuchungsverfahren fur die Differentialdiagnose maligner Pleuratumo-

ren an [48].

Die Erfahrung des Untersuchers bleibt letztendlich das entscheidende Kriterium bei der Aus-
wahl dieser Zusatzuntersuchungen und bei der abschlieBenden Bewertung aller verfligbaren

Befunde.

Zu den wichtigsten derzeit diskutierten, potentiell relevanten sogenannten Markern fiir die
differentialdiagnostische Abgrenzung von Pleuramesotheliomen zu reaktiven Pleural&sionen
einerseits und neoplastischen Pleurakarzinosen andererseits gehdren Antikdrper gegen das
Calcium-bindende Protein Calretinin und das Tumorsuppressorgenprodukt P53 sowie mole-
kularpathologische Verfahren zum Nachweis einer SV 40-Infektion und zur Bestimmung von
Veranderungen im Genom unter Einsatz der komparativen genomischen Hybridisierung
(CGH).

1.4.1. Calretinin

Calretinin ist ein 29 kDa Protein, das zur EF-Hand-Familie der Calcium-bindenden Proteine
gehort. Prototypen dieser Familie sind Troponin C und Calmodulin. Calretinin besitzt sechs
Calcium-bindende Domanen (EF-Hand-Strecken). Die Aminosauresequenz des Proteins ist
im Interspezies-Vergleich wahrend der Evolution besonders konserviert. Das Calretiningen ist

auf dem langen Arm von Chromosom 16 lokalisiert (16g22-23). Als Resultat eines unter-
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schiedlichen Splicing-Vorgangs existieren zwei bekannte Calretinin-Isoformen: Calretinin-22k

und Calretinin-20k (Ubersicht ® [19]).

Vorkommen

Unter physiologischen Bedingungen wird Calretinin speziell in Subpopulationen von Nerven-
zellen im zentralen und peripheren Nervensystem, besonders in der Retina und in Neuronen,
die zu sensorischen Bahnen gehdren, exprimiert. Daneben konnte eine Expression auch in
extraneuralen Zellen, z.B. in den Leydig-Zwischenzellen im Rattenhoden, nachgewiesen wer-
den. In Abhangigkeit von der Zellzyklusphase wird — speziell in der G1-Phase und wéhrend
der Mitose — eine variierende Calretinin-Immunreaktivitdt beobachtet. Calretinin kann so-
wohl im Zytoplasma — nach der Prophase und bis zur Telophase - als auch in der Mito-
sespindel — ab der Prometaphase in allen erfolgreichen Mitosephasen — lokalisiert sein. Cal-

retinin ist hier mit den Kinetochor- und den Pol-Mikrotubuli assoziiert [36].

Funktion

Die Funktionen von Calretinin im peripheren und zentralen Nervensystem, in hormonbilden-
den Zellen und wahrend der Embryonalentwicklung sind abschlieBend nicht geklart. Ver-

schiedene Funktionen werden diskutiert (Ubersicht ® [19]):
Funktion bei der Trennung der Chromosomen wahrend der Mitose.

Als Ca?*-Puffer soll Calretinin die Zelle vor Kurzzeitfluktuationen in der intrazellularen
Calcium-Konzentration schiitzen. Calretinin soll eine Rolle beim Schutz der Zellen vor ei-

ner Ca®* - Uberlastung und den damit verbundenen zytotoxischen Effekten spielen.
Funktion bei der Testosteronproduktion und der Leydig-Zellreifung.

Im Intestinaltrakt soll die Koexpression von Calretinin mit drei vasodilatatorischen Protei-
nen (Substanz P, vasoaktives intestinales Peptid (VIP) und calcitonin-gene-related-peptide)
die Aufnahme von metabolisierten Nahrungsprodukten der Villi durch die Durchblutung

beeinflussen.

Weitere Funktionen sollen Calretinin bei der kindlichen Gehérpragung und bei der Ent-

wicklung des visuellen Systems zukommen.

Calretinin und Mesotheliome

Erstmals 1996 wurde von der Schweizer Arbeitsgruppe um M. R. CELIO und V. GOTzOs auf
die Eignung von Calretinin bei der differentialdiagnostischen Abgrenzung insbesondere von

epitheloid differenzierten Mesotheliomen zu Adenokarzinomen hingewiesen [37]. Die Befun-
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de wurden seinerzeit nur an einer vergleichsweise kleinen Fallzahl von 23 Mesotheliomen
abgesichert. Da die von der Schweizer Arbeitsgruppe als relativ hoch beschriebene Spezifitat
und Sensitivitat von anderen Arbeitsgruppen teilweise nicht bestatigt werden konnten, wurde
die Wertigkeit der Befunde in den letzten Jahren kontrovers insbesondere zwischen europdi-
schen und amerikanischen Pathologen diskutiert [4, 29, 37, 53, 75-78, 86, 86] .

1.4.2. p53-Tumorsuppressorgen

Mutationen des p53-Gens sind heute die am haufigsten dokumentierten genetischen Altera-
tionen in humanen Tumoren [57, 79]. Das p53-Gen ist ein Tumorsuppressorgen, das fur ein

nukledres Phosphoprotein mit einem Molekulargewicht von 53.000 Dalton kodiert.

Funktion

Unter physiologischen Bedingungen wirkt das Protein als ein negativer Regulator fur Zell-
wachstum und Zellteilung [28]. P53 kommt eine zentrale Rolle bei der Erhaltung der Ge-
nomstabilitat, der DNA-Reparatur und -Replikation sowie der Transaktivierung und Regulati-

on anderer fir die Zellteilung wichtiger Gene zu [41].

Mutationen kénnen dem p53-Gen einen onkogenen Charakter verleihen und die Zellteilung
stimulieren. Zum einen kann so die Tumorentstehung induziert werden, zum anderen wird
durch die Ausschaltung der Tumorsuppressorfunktion ein Wachstum geschadigter oder ent-

arteter Zellen beglnstigt.

P53 und Mesotheliome

Im Vergleich zu anderen Organtumoren liegen nur wenige Untersuchungen zur Funktion von
P53 bei der Realisation und Progression von Mesotheliomen vor. Diese Tatsache scheint in
der Seltenheit der Tumoren und den bislang nur kleinen untersuchten Kollektiven begriindet.
Mutationen des p53-Gens konnten in den untersuchten, in der Regel priméar im Bereich der
Pleura manifestierten Mesotheliomen, wenn Uberhaupt, dann nur in einem sehr geringen
Prozentsatz nachgewiesen werden [61, 64, 73]. Auf der Basis immunhistochemischer Unter-
suchungen wird dagegen eine P53-Akkumulation auch in einem nicht geringen Prozentsatz
der analysierten Mesotheliome beschrieben. Bei kritischer Wirdigung der Wertigkeit der
Befunde, die oftmals nur auf der Basis geringer Fallzahlen ermittelt wurden, konnte hier eine
P53-Akkumulation in 25 - 70 % der analysierten Tumoren dokumentiert werden [43, 59,

89]. Die Ursache fur den immunhistochemisch fassbaren Nachweis der P53-Akkumulation
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bei gleichzeitig fehlendem Nachweis von Genmutationen ist Gegenstand der Diskussion

[® Simian Virus 40, S. 33].

Ebenso diskutiert wird die Wertigkeit, die einem immunhistochemisch fassbaren P53-
Nachweis in atypischen Mesothelzellen bei der differentialdiagnostischen Abgrenzung von
reaktiven zu neoplastischen Lasionen im Bereich der Pleura zukommt [31, 33, 55, 58, 85,
100].

1.4.3. Simian Virus 40

Die erstmals 1994 von CARBONE et al. diskutierte mogliche kausale Beziehung zwischen ei-
ner chronisch schwelenden viralen Infektion mit SV 40 und der Entwicklung von Mesothelio-
men beim Menschen ist Gegenstand einer derzeit intensiv gefiihrten Diskussion
[® Pleuramesotheliome - Atiologie, S. 10] [16]. Von verschiedenen Arbeitsgruppen konnten
die von CARBONE et al. beschriebenen Befunde eines Nachweises von SV 40-Gensequenzen
in Pleuramesotheliomen nachvollzogen werden. Die Angaben (ber die relative Haufigkeit
SV 40-DNA-positiver Mesotheliome schwanken hier zwischen 50 - 80 %. Andere Arbeits-
gruppen konnten die Befunde dagegen nicht bestatigen (Ubersicht s. [15]). Die mit dem
Nachweis von SV 40-Gensequenzen abgeleitete kausale Pathogenese bei der Realisation
von Mesotheliomen ist abschliefend nicht geklart. Diskutiert wird eine Inhibierung der P53-
Tumorsuppressorfunktion durch Bindung des SV 40 TAg an P53 [® p53, S. 32] und eine
damit verbundene Instabilitdt des Genoms, insbesondere nach Schadigung durch Karzino-
gene wie Asbest. Unklar ist auch die Bedeutung, die dem SV 40-Gensequenznachweis bei
der Differentialdiagnose pleural lokalisierter bdsartiger Tumoren zukommt. Von einzelnen
Autoren wird der Nachweis entsprechender Sequenzen auch in bésartigen Lungentumoren
und nicht-neoplastischen Geweben beschrieben [34], andere Autoren negieren dagegen

einen entsprechenden Nachweis in bosartigen Lungentumoren [90, 91].

1.4.4. Komparative genomische Hybridisierung

Die komparative genomische Hybridisierung (CGH) ist eine molekularzytogenetische Metho-
de, die es erlaubt, einen Uberblick tiber die genetischen Veranderungen eines Tumors auf
chromosomaler und subchromosomaler Ebene zu erlangen. Dabei werden detektierbare

Veranderungen entweder als DNA-Zugewinn oder -Verlust klassifiziert [81].

Erste Arbeiten Uber zytogenetische Befunde bei 2 malignen Mesotheliomen stammen aus
dem Jahr 1978 [56]. Erst 10 Jahre spater wurden an gréferen Kollektiven von 15 - 30 Fal-

len weitere zytogenetische Untersuchungen durchgefihrt [54, 96]. Zumeist wurden komplexe
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genetische Alterationen beschrieben. Bereits seinerzeit wurde die Bedeutung der Beteiligung
verschiedener Onkogene bei der Pathogenese maligner Mesotheliome diskutiert [84]. Wie-
derholt wurde auf Verluste von genetischem Material auf Chromosom 1 hingewiesen. Auch
auf den Chromosomen 9 und 22 konnten wiederholt von verschiedenen Arbeitsgruppen teils
mit klassischer Zytogenetik, teils auch mit modernen molekularbiologischen Methoden unter
Einschluss der CGH, Verluste nachgewiesen werden (Ubersicht ® [50]). Offen ist die Frage
nach dem maoglichen Vorliegen eines flr Mesotheliome charakteristischen, fiir die Differenti-

aldiagnose anwendbaren Defektmusters.

1.5. Fragestellungen

Vor dem Hintergrund der offenen Fragen zur Wertigkeit des Nachweises von Calretinin, P53,
und SV 40 sowie Befunden der komparativen genomischen Hybridisierung wurden im Rah-
men der vorliegenden Arbeit am umfangreichen Untersuchungsgut des Deutschen Mesothe-

liomregisters folgende Fragen gepruft:

(1) Welche Bedeutung kommt dem immunhistochemischen Nachweis von Calretinin bei
der Differentialdiagnose von Pleuramesotheliomen, insbesondere bei der Abgren-

zung zu Pleurakarzinosen primar andernorts lokalisierter Tumoren zu?

(2) Kann der immunhistochemische Nachweis der P53-Akkumulation bei der Differenti-
aldiagnose von Pleuramesotheliomen — insbesondere bei der Abgrenzung zu reakti-
ven Pleuralasionen und Pleurakarzinosen primar andernorts lokalisierter Tumoren —

wesentliche Befunde erbringen?

(3) Mit welcher relativen Haufigkeit kbnnen Gensequenzen des Simian Virus 40 in Ge-
websproben von Mesotheliomen im Deutschen Mesotheliomregister nachgewiesen
werden? Ergeben sich aus den Befunden Hinweise fir die Differentialdiagnose oder

formale Pathogenese maligner Pleuratumoren?

(4) Welche zusatzlichen Informationen — insbesondere auch in Bezug auf die phanoty-
pisch fassbare variable Tumorbiologie — bietet der Einsatz der komparativen genomi-
schen Hybridisierung fir die Differentialdiagnose primarer und sekundarer bésartiger

Tumoren im Bereich der Pleura?
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2. Material & Methoden

2.1. Material

Fur die Untersuchungen standen Formalin-fixierte und in Paraffin eingebettete Gewebspro-
ben aus dem Archiv des Deutschen Mesotheliomregisters am Institut fir Pathologie an den
Berufsgenossenschaftlichen Kliniken Bergmannsheil in Bochum zur Verfigung. Zwischen
1987 und 1999 wurden hier 3.942 Mesotheliome der Kategorie A oder B nach dem Euro-
paischen Mesotheliom-Panel gesichert [® Tabelle 4, S. 29]. Die Untersuchungen zum im-
munhistochemischen Nachweis der Calretinin-Expression und P53-Akkumulation sowie zum
Nachweis von SV 40-Gensequenzen wurden an archiviertem Biopsie-, Operations- und Au-
topsiegut vornehmlich aus den Jahren 1993 bis 1999 durchgefiihrt. Flr die Untersuchungen
unter Einsatz der komparativen genomischen Hybridisierung wurden tberwiegend bioptisch
oder operativ entnommene und anschlieBend Formalin-fixierte, in Paraffin eingebettete Ge-
websproben aus den Jahren 1999 und 2000 herangezogen, die unter weitestgehend stan-
dardisierten Bedingungen fir in der Regel 24 bis 48 Stunden in 4 %igem gepuffertem For-

malin fixiert werden konnten.

2.2. Methoden

2.2.1. Nachweis der Calretinin-Expression

Antikdrper und Antiseren

Der Nachweis der Expression von Calretinin in den untersuchten Gewebsproben erfolgte
immunhistochemisch unter Einsatz verschiedener kommerziell erhaltlicher Antikérper und
Antiseren gegen Calretinin. Insgesamt wurden 5 kommerziell erhaltliche AntikGrper ausgetes-
tet [® Tabelle 5]. Geeignete Verdiinnungen der Antikorper und Antiseren wurden in Vorver-

suchen ermittelt.
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Tabelle 5

Zusammenstellung der eingesetzten Antikorper und Antiseren gegen Calretinin.

Antikdrperbezeichnung Hersteller |Verdinnung |Vorbehandlung
Calretinin gy Polyklonal SWant, 1:3.000 |Keine

Kaninchen anti Bellinzona

rekombinantes (CH)

humanes Calretinin
Code 7696, 7698, 7699

Calretinin gy,«»  Monoklonal SWant, 1:3.000 |Mikrowelle
Maus anti Bellinzona Citrat-Puffer
rekombinantes (CH)
humanes Calretinin
Klon 6B3

Calretinin cpem Polyklonal Chemicon, 1: 600 |Proteinase K
Kaninchen anti Temecula
rekombinantes (USA)

Meerschweinchen
Calretinin
Klon AB149

Calretinin ¢em>  Monoklonal Chemicon, 1:120 |Mikrowelle
Maus anti Temecula EDTA
rekombinantes (USA)

Ratten Calretinin
Klon MAB 1568;
Lot 17120001

Calretinin e Polyklonal Zymed, 1: 150 |Mikrowelle
Kaninchen anti San Citrat-Puffer
rekombinantes Francisco

humanes Calretinin | (USA)
Code 18-0211
Lot 80140154

Immunhistochemie

Alle immunhistochemischen Farbungen wurden unter Einsatz der APAAP-Methode halbau-
tomatisiert mit dem ChemMate 500 Farbeautomaten der Fa. DAKO, Hamburg, nach fol-
gendem Kurzprotokoll durchgefiihrt (alle Chemikalien, Puffer und Materialien von DAKO,
Hamburg) [74]:

Aufziehen von 3-4 mm dicken Schnittpréaparaten auf Kapillarspaltobjekttréager. Trock-
nung der Praparate tiber Nacht bei 58 °C im Warmeschrank.
Entparaffinierung der Praparate in Xylol und Rehydrierung in absteigender Alkohol-

reihe; Spilung in Tris-Puffer (pH 7,6). Ggf. Vorbehandlung durch Proteinase K-
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Andauung (0,4 mg/ml, 10 min., 22 °C) oder Mikrowellenvorbehandlung (10 mM
Citrat-Puffer, pH 6,0 oder 0,1 mM EDTA, pH 8,0) [® Tabelle 5].
Inkubation der Praparate mit dem primaren Antikdrper bzw. Antiserum fur 25 min.
bei Raumtemperatur in der jeweiligen Gebrauchsverdiinnung, angesetzt mit Hilfe ei-
nes Diluents. Spilung in Puffer. Bei Einsatz polyklonaler Antiseren anschliefend
»,Mausifizierung“, d.h. Inkubation mit einem Maus anti Kaninchen Serum (1:6000 in
Diluent) fir 25 min. bei Raumtemperatur. Spulung in Puffer.
Inkubation fiir 25 min. bei Raumtemperatur mit einem Briickenantikorper (LINK, Ka-
ninchen anti Maus Immunglobuline aller Isotypen). Spulung in Puffer.
Inkubation fur weitere 25 min. bei Raumtemperatur mit einem APAAP-Komplex (mo-
noklonale Maus IgG,; Antikorper, spezifisch an alkalische Phosphatase aus Kalber-
darmmukosa gebunden). Spulung mit Puffer.
Verstarkung der Reaktion durch Wiederholung der LINK- und APAAP-Komplex-
Inkubation fir jeweils 10 min. bei Raumtemperatur.
Blockung der endogenen alkalischen Phosphatase fur 4 x 5 min. durch Levamisol.
Farbentwicklung maximal 10 min. mit Neofuchsin als Chromogen.
Gegenfarbung in Mayers-Hamatoxylin fir 1 min. Blauung in Aqua dest.
Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe. Eindecken mit Eukitt.
Die Auswertung der Praparate erfolgte lichtmikroskopisch mit einem Axiolab Mikroskop der
Fa. Zeiss. Die Bilddokumentation erfolgte digital unter Einsatz des Dokumentationssystems

DISKUS der Fa. Hilgers, Konigswinter, an einem Zeiss Axioskop.

2.2.2. Nachweis der P53-Akkumulation

Der Nachweis der P53-Akkumulation in den untersuchten Gewebsproben erfolgte immun-
histochemisch unter Einsatz verschiedener kommerziell erhaltlicher Antikbrper und Antiseren
gegen P53. Insgesamt wurden 6 kommerziell erhéltliche Antikdrper getestet [® Tabelle 6].
Die Durchfihrung der immunhistochemischen Farbung erfolgte wie oben dargestellt
[® 2.2.1 Nachweis der Calretinin-Expression, S. 36]. Geeignete Verdiinnungen der Antikor-

per und Antiseren wurden in Vorversuchen ermittelt.
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Tabelle 6

Zusammenstellung der eingesetzten Antikdrper und Antiseren gegen P53.

Antikdrperbezeichnung Hersteller Verdinnung | Vorbehandlung

Pab 1801 Monoklonal BD Pharmingen, 1:100 |Mikrowelle
Maus IgG, Heidelberg Citrat-Puffer
Epitop AS 32-79

Pab 240 Monoklonal BD Pharmingen, 1:50 |Mikrowelle
Maus IgG, Heidelberg Citrat-Puffer
Epitop AS 213-217

Pab 246 Monoklonal BD Pharmingen, 1:20 |Mikrowelle
Maus IgG, Heidelberg Citrat-Puffer
Epitop AS 88-109

DO 1 Monoklonal Dako, Hamburg 1:100 |Mikrowelle
Maus IgG,, Citrat-Puffer
Epitop AS 1-45

DO 7 Monoklonal Dako, Hamburg 1:100 |Mikrowelle
Maus IgG,, Citrat-Puffer
Epitop AS 17-29

CM1 Polyklonal Novocastra, New 1:2.500 |Mikrowelle
Kaninchen anti Castle upon Tyne Citrat-Puffer
rekombinantes (UK)
humanes P53

2.2.3. SV 40-Gensequenznachweis

Fur die Untersuchungen wurden in Formalin fixierte und in Paraffin eingebettete Gewebspro-
ben herangezogen. An Hamatoxilin-Eosin (HE) gefarbten Praparaten erfolgte nach lichtmik-
roskopischer pathologisch-anatomischer Begutachtung zunachst eine Kennzeichnung rele-
vanter Tumorareale. In Abhangigkeit von der Grof3e dieser Areale wurden an korrespondie-
renden gefarbten Serienschnitten Tumorareale unter mikroskopischer Kontrolle mikrodisse-
ziert [40] oder bei groBeren Arealen mit einem Einwegskalpell vom Objekttrager abgekratzt.
Tumorfreie Areale derselben Praparate wurden als interne Kontrolle prapariert. Fir die DNA-

Isolation standen mindestens 500 - 1.000 Zellen zur Verfligung.

DNA-Isolation

Die DNA-Isolation erfolgte nach Entparaffinierung der dissezierten Zellen in Xylol (2 x 5 min.)
Uber eine Proteinase K-Andauung (2 ug/ul, 55 °C, 18 Stunden). Fir die Aufreinigung wurde

ein kommerzielles Saulen-Matrix-System eingesetzt (Qiagen DNA Mini Kit, Hilden). Die von
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den S&ulen eluierte DNA wurde mit Ethanol geféllt, in 10 pl A. bidest. aufgenommen, die
Konzentration photometrisch bestimmt und die DNA-L6sung auf eine Konzentration von 125

ng/ul eingestellt.

PCR

Fur die Amplifikation des fir das SV 40-Genom spezifischen Genfragments wurden die Pri-
mer SV.For3 (TGA GGC TAC TGC TGA CTC TCA ACA) und SV.Rev (GCA TGA CTC AAA
AAA CTT AGC AAT TCT G) verwendet. Die Primer amplifizieren ein fir das SV 40 TAg spezi-
fisches, 105 Bp groRes Genfragment (GenBank Accession V01380 NID g62000; 4476-
4453 4372-4399) [16]. Die Reaktion erfolgte in einem 20 pl Ansatz unter Einsatz von 250
ng isolierter DNA (2 pl), jeweils 12,5 pmol Primer (je 2 pl 6,25 pmol/ul) und 10 pl HotStar-
Taq Master Mix (Qiagen, Hilden) nach einer 15 minitigen Denaturierung bei 95 °C fiir 45
Zyklen in einem MWG Primus Thermozykler (45 Sek., 95 °C — 1 min., 52 °C - 1 min., 72
°C; abschlieBend 10 min. 72 °C).

Die PCR-Produkte wurden auf einem 3 %igen Agarosegel (Nusieve 3:1) aufgetrennt. Fir die
Visualisierung und Dokumentation auf einem UV-Tisch wurden Gel und Laufpuffer
0,05 % (W/V) Ethidiumbromid zugesetzt. In reprasentativen Fallen wurde zur Verifizierung
des PCR-Produkts die amplifizierte DNA aus dem Gel eluiert und direkt nach der Sanger-
Dideoxy-Methode sequenziert. Die Sequenzierungen wurden in Kooperation im Labor von A.
F. Gazdar, Hamon Center for Therapeutic Oncology Research, University of Texas

Southwestern Medical Center, Dallas, durchgefiihrt.

2.2.4. Komparative genomische Hybridisierung

Fir die CGH-Analysen wurde genomische DNA der zu untersuchenden Tumorproben aus
20 Serienschnitten von 10 um Dicke aufgearbeitet [® SV 40-Gensequenznachweis, S. 38).
Die einzelnen umfangreichen Arbeitsschritte fiir die Durchfilhrung der komparativen genomi-
schen Hybridisierung sind im Detail bei KRISMANN et al. beschrieben [49]. Referenz-DNA
wurde aus peripherem humanem Blut von freiwilligen Spendern isoliert (QIAmp Blood Kit,
Qiagen, Hilden). Die Hybridisierung erfolgte fur 3 Tage bei 37 °C auf kommerziell erhaltli-

chen Metaphasechromosomen (Vysis, Stuttgart).

Die Bildaufnahmen erfolgten an einem Epifluoreszenzmikroskop (ZEISS Axiophot) mit einem
manuellen Filtersatz fir die drei verwendeten Fluorochrome (DAPI, FITC, TRITC) und einer
gekuhlten CCD-Kamera (SensiCam, Fa. PCO). Die CGH-Bildverarbeitung und Analyse
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wurden mit dem Programmsystem QUIPS (Vysis, Stuttgart; Version 1998) auf einem Macin-
tosh G3 PowerPC (Apple) vorgenommen. Pro Fall wurden je nach Qualitat der Metaphase-

praparationen 10 - 15 Metaphasen jeweils mit jedem der drei Fluorochrome aufgenommen.

Eine Karyotypisierung der 46 Chromosomen wurde fluoreszenzmikroskopisch und Compu-
ter-gestiitzt Uber das blaue DAPI-Bild ermdglicht. Das griine FITC-Bild reprasentiert die Tu-
mor-DNA und das rote TRITC-Bild stellt die Normalgewebs-DNA optisch dar.

Fiir die Erstellung von Summenkaryogrammen wurde Computer-gestiitzt eine Ubereinan-
derprojektion der Karyogramme von einzelnen Metaphasen vorgenommen. Die grafische
Darstellung fiir jedes Chromosom erfolgte in einem Ideogramm. Zur Lokalisation genetischer
Anomalien wurde die eindimensionale Kurve des Ratio-Intensitatsprofils fir jedes Chromo-
som an der senkrechten Mittelachse orientiert. Diese symbolisiert eine Gleichverteilung von
Tumor- und Normalgewebs-DNA auf dem jeweiligen Chromosomenabschnitt. Ein Abwei-
chen des Profils nach rechts entspricht einem DNA-Zugewinn, ein Ausschlag nach links ei-
nem DNA-Verlust. Die beiden parallel zur Mittellinie ausgerichteten Achsen symbolisieren ein
Verhaltnis der Fluoreszenzintensitat von FITC zu TRITC von 0,80 bzw. 1,20. Nur Verande-
rungen aulerhalb dieser Grenzen wurden bei der Analyse als signifikante chromosomale
Anomalien gewertet und grafisch in Form von Balken an den Chromosomen-ldeogrammen
dargestellt. Griine Balken reprasentieren dabei DNA- Zugewinne in der Tumor-DNA, rote
Balken DNA-Verluste.

In Kontrollreaktionen wurden Proben invers markiert und analysiert. Aulerdem wurde Tu-

mor DNA mit bekannten Defekten wiederholt analysiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Calretinin

Fir die Untersuchungen zur Bedeutung des immunhistochemischen Nachweises von Calreti-
nin bei der Differentialdiagnose von Pleuramesotheliomen, insbesondere bei der Abgrenzung
zu Pleurakarzinosen primér andernorts lokalisierter Tumoren wurden insgesamt 1005 Ge-
websproben aus dem Archiv des Deutschen Mesotheliomregisters herangezogen. Die Aus-
wahl der Proben erfolgte rein zuféllig. Es handelte sich um 756 bioptisch gewonnene Proben

und 249 Proben aus dem Operations- und Autopsiegut.

Primardiagnose

Die priméaren pathologisch-anatomischen Diagnosen wurden unter Berlicksichtigung Hama-
toxilin-Eosin und Elastica-von-Gieson gefarbter Schnittpraparate und unter Beriicksichtigung
der verfligbaren Angaben zum klinischen Krankheitsbild und ggf. der im Rahmen der Opera-
tionen oder Autopsien erhobenen Befunde gestellt. Erganzend wurden histochemische Unter-
suchungen zum mdglichen Nachweis von PAS-positiven Schleimvakuolen nach Diastase-
Vorbehandlung sowie immunhistochemische Untersuchungen unter Einsatz eines bei der
Differentialdiagnose von bosartigen Pleuratumoren im Deutschen Mesotheliomregister be-

wahrten Antikdrperpanels durchgefiihrt [® Tabelle 7] [11, 82].

Insgesamt konnten 730 Pleuramesotheliome der Kategorien A oder B nach dem Europai-
schen Mesotheliom-Panel gesichert werden. An 260 Praparaten wurde die Diagnose einer
Pleurakarzinose und an 15 Proben die Diagnose einer Pleurasarkomatose gestellt. Eine diffe-

renzierte Diagnose-Ubersicht gibt Tabelle 8.
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Tabelle 7

Antikdrperpanel bei der Differentialdiagnose bésartiger Pleuratumoren.

[+++ = regelmé&Rig positiv; ++ = haufig positiv; + = gelegentlich positiv; (+) = gelegentlich

fokal positiv, — = in der Regel negativ]
. Pleuramesotheliome _ Pleura-
Antikdrper Pleurakarzinosen
Epitheloid Sarkomatoid sarkomatosen

MNF116 Zzytokeratine +++ ++ +
AE1/AE3 zytokeratine ++ ++ +
BMA120 ++ - -
V9 Vimentin ++ + +++
BerEP4 HEA (+) +++ +
CD 15 - + -
CEA - ++ -
TTF1 - ++ (Lunge) -
Aktin (+) (+) - +
Desmin (+) (+) - +
Myogenin - - - +
CD 99 - - - +
S-100 - - - +

Tabelle 8

Zusammenstellung der pathologisch-anatomischen Diagnosen der fur die Unter-

suchungen herangezogenen Gewebsproben.

Diagnose Anzahl %
Pleuramesotheliome gesamt 730 72,6
Epitheloid 396 39,4
Biphasisch 260 25,9
Sarkomatoid 74 7.4
Pleurakarzinosen gesamt 260 25,9
Adenokarzinome 226 22,5
davon gesicherte primare Lungentumoren 68 6,8
Plattenepithelkarzinome 21 2,1
Kleinzellige Karzinome 13 1,3
Pleurasarkomatosen 15 1,5
Gesamt 1005 100
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Evaluierung der verfugbaren Calretinin-Antikdrper

In einer Voruntersuchung wurde zunachst an Gewebsproben von 45 gesicherten
Mesotheliomen und 10 gesicherten Pleurakarzinosen von Adenokarzinomen die
Immunreaktivitat aller fir die Untersuchungen zur Verfligung stehenden Antikérper und
Antiseren gegen Calretinin getestet [® Tabelle 5, S. 36]. Die Bewertung der
Immunreaktion erfolgte in den Kategorien A = sicher positiv, B = wahrscheinlich positiv,
C = nicht bewertbar, D = wahrscheinlich negativ und E = sicher negativ. Die Einordnung in
die Kategorien A oder B setzte den Nachweis einer positiven Immunreaktion in mindestens
5 % der atypischen Zellen voraus. Die einschrankende Bewertung in den Kategorien B und D
kann in der Qualitat der Gewebsproben oder der Immunreaktion begriindet sein. Tumoren
in den Kategorien A und B wurden im Rahmen der Auswertung als positiv, Tumoren in den

Kategorien D und E als negativ gewertet.

Mit dem polyklonalen Antiserum Calretining,,, zeigten 89 % der untersuchten
Mesotheliome — bei Fehlen einer nennenswerten unspezifischen Hintergrundfarbung — eine
positive, teils zytoplasmatisch, teils nuklear betonte positive Immunreaktion
[® Abbildung 11a & e]. Vergleichbare Befunde wurden bei Einsatz des monoklonalen

Antikdrpers Calretiningy,. » erzielt.

Bei Einsatz des Antiserums Calretining,, zeigten zahlreiche der untersuchten Préaparate
eine nicht zu akzeptierende unspezifische Hintergrundféarbung. Nur bei 56 % der
Mesotheliome konnte eine schwach-positive, teilweise diffuse Immunreaktion der

Tumorzellen dokumentiert werden [® Abbildung 11f].

Die Immunreaktion des Antiserums Calretining,.q war qualitativ und quantitativ vergleich-
bar dem der Reaktion mit dem Antiserum Calretiningy,,. Calretinin,,., wurde dabei jedoch

in 40fach hdherer Konzentration eingesetzt [® Abbildung 11b].

Der monoklonale Antikorper Calretining,., » imponierte durch eine sehr saubere, visuell
Uberzeugende Immunreaktion [® Abbildung 11 c & d]. Im Vergleich zum Calretiningy,
zeigte der monoklonale Antikdrper aber eine geringere Sensitivitat bei der Darstellung epi-
theloider Mesotheliome. Nur 78 % der untersuchten Mesotheliome zeigten hier eine positive

Immunreaktion.

Bei zwei Calretinin-positiven Adenokarzinomen zeigten — im Gegensatz zu den untersuch-
ten Mesotheliomen, bei denen in der Regel in mehr als 50 % der Tumorzellen eine positive
Immunreaktion dokumentiert werden konnte — weniger als 10 % der Tumorzellen eine positi-

ve Immunreaktion. Daneben kam es hier im Sinne einer positiven Kontrolle zur Darstellung
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gereizter Mesothelzellen [® Abbildung 14 b]. Auch wenn bedingt durch eine unspezifische
Hintergrundfarbung die Beurteilung der Immunreaktion bei dem Antiserum Calretining,em
erschwert war, zeigten die untersuchten Antiseren und der Antikdrper keine nennenswerten

Unterschiede in Bezug auf eine Darstellung positiver Tumorzellen bei Adenokarzinomen.

In den Voruntersuchungen zur Evaluierung der verfligbaren Antikdrper und Antiseren gegen
Calretinin wurden zusammenfassend die vergleichsweise Uberzeugendsten Befunde bei der

Immunféarbung von Mesotheliomen mit dem polyklonalen Antiserum Calretiningy,, erzielt.

Fir die weitergehenden Untersuchungen zur Sensitivitat und Spezifitdt des immunhistochemi-
schen Nachweises von Calretinin bei der Differentialdiagnose von Pleuramesotheliomen,
insbesondere bei der Abgrenzung zu Pleurakarzinosen primar andernorts lokalisierter Tumo-
ren, wurde nachfolgend an weiteren 685 Pleuramesotheliomen, 250 Pleurakarzinosen und
15 Pleurasarkomatosen das Antiserum Calretining,.., eingesetzt. Eine Ubersicht der zusam-

menfassend mit dem Antiserum Calretining,,. €rhobenen Befunde gibt Tabelle 9.
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Abbildung 11

Evaluierung der verfiigbaren Antikorper und Antiseren gegen Calretinin an
Pleuramesotheliomen.

a Calretining,,.. Uberzeugend positive, betont zytoplasmatisch lokalisierte Immunreaktion.
b Calretining,.q: Positive, vorwiegend zytoplasmatisch lokalisierte Immunreaktion in den
Tumorzellen.

¢ Calretining,.m .- Vollstdndig negative Immunreaktion der Tumorzellen

d Calretining,.m ,: Vorwiegend zytoplasmatisch lokalisierte positive Immunreaktion in den
Tumorzellen.

e Calretining,,. Zytoplasmatisch lokalisierte positive Immunreaktion der Tumorzellen ohne
unspezifische Reaktion der Stromaanteile.

f Calretining,.,.: Schwach positive Immunreaktion der Tumorzellen bei gleichzeitig
unspezifisch positiver Immunreaktion in Stromaanteilen.

(MaRstab a - f = 50 um)

45



Ergebnisse

Tabelle 9

Zusammenstellung der immunhistochemischen Befunde bei Einsatz des Antise-
rums Calretining, -

Diagnose Positiv Negativ Unklar Gesamt

n % n % n % n %
Pleuramesotheliome gesamt | 642| 88,0 71 9,7 17 2,3| 730| 100
Epitheloid 369| 932 15 3,8 12 3,0 396| 100
Biphasisch 245| 94,2 12 4,6 3 1,2| 260| 100
Sarkomatoid 28| 378 44| 595 2 2,7 74| 100
Pleurakarzinosen gesamt 18 6,9 219| 84,2 23 8,9| 260| 100
Adenokarzinome 14 6,2| 192| 850 20 8,8| 226| 100
davon gesichert der Lungen 5 7,3 55 80,9 8 11,8 68 100
Plattenepithelkarzinome 4| 191 15| 71,4 2 9,5 21| 100
Kleinzellige Karzinome 0 0 12| 92,3 1 7,7 13| 100
Pleurasarkomatosen 0 0 14| 93,3 1 6,7 15| 100
Gesamt 660| 657 304| 302 41 4,1| 1005| 100

Calretinin-lImmunreaktion

Bei der lichtmikroskopischen Begutachtung Calretinin-positiver Praparate konnte zwischen
einer zytoplasmatischen und einer nukledr betonten positiven Immunreaktion unterschieden
werden. Letztere trat entweder als Farbung der Nukleoli oder als positive Reaktion im
Karyoplasma auf. Die positive Immunreaktion im Zytoplasma war kornig, diffus und
weitgehend homogen verteilt. Viele Praparate zeigten sowohl eine zytoplasmatische als auch
eine nukledre Immunreaktion. War Calretinin-positives Karyoplasma vorhanden, so war
dieses in der Regel starker angefarbt als das der Zelle zugehdrige Zytoplasma. In den

meisten Zellen waren die Nukleoli dieser Zellen ebenfalls positiv dargestellt.

Epitheloide Pleuramesotheliome

Bei der Mehrzahl der untersuchten epitheloid differenzierten Pleuramesotheliome zeigten

mehr als 50 % der atypischen Zellen eine teils nukledr, teils zytoplasmatisch betonte Immun-
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reaktion [® Abbildung 12 a & b]. Nur in einzelnen Fallen war eine entsprechende Immunre-
aktion in weniger als 20 % der epitheloiden Zellen zu dokumentieren. Eine immunhistoche-
misch fassbare Calretinin-Expression war nicht auf invasiv wachsende Mesotheliome be-
schrankt. Auch in nicht invasiven friihen Phasen der Tumorentwicklung — sogenannten Friih-
mesotheliomen — war die Calretinin-Expression nachweisbar [® Abbildung 13]. Fur die Di-
agnose und Abgrenzung epitheloid differenzierter Pleuramesotheliome zu Pleurakarzinosen
primar andernorts lokalisierter Adenokarzinome erreichte das Antiserum Calretining,,, eine

Sensitivitat von 0,96 und eine Spezifitat von 0,93.

Sarkomatoide Pleuramesotheliome

Von den untersuchten 74 Pleuramesotheliomen mit fihrender sarkomatoider Differenzierung
zeigten nur 28 (37,8 %) eine iberzeugend positive, auch hier teils nuklear, teils zytoplasma-
tisch betonte Immunreaktion [® Abbildung 12 ¢ & d]. In der Regel konnte eine positive Im-
munreaktion in weniger als 10 % der atypischen Zellen dokumentiert werden. Fir die Diag-
nose und Abgrenzung zu Pleurasarkomatosen erreichte das Antiserum Calretining., eine

Sensitivitat von 0,38 und eine Spezifitat von 1.

Biphasische Pleuramesotheliome

Bei den untersuchten biphasischen Pleuramesotheliomen konnte eine positive Immunreaktion
Uberwiegend in den epitheloiden Tumorabschnitten belegt werden. Nur in einzelnen Fallen
erwiesen sich auch sarkomatoide Tumorareale als Calretinin-positiv. Fir die Diagnose und
Abgrenzung zu Pleurakarzinosen von Adenokarzinomen und Pleurasarkomatosen erreichte

das Antiserum Calretining,., eine Sensitivitdt von 0,95 und eine Spezifitdt von 0,94.

Adenokarzinome

Die untersuchten Pleurakarzinosen von Adenokarzinomen reagierten mit dem Antiserum
Calretining,.,, Uberwiegend (85,0 %) negativ. Nur in wenigen Fallen (6,2 %) lag eine zwei-
felsfrei positive Reaktion der Tumorzellen vor. Diese Reaktion trat in den Praparaten nur in
enger raumlicher Beziehung zu Tumornekrosen und Entziindungsreaktionen auf. In allen
positiven Praparaten zeigten weniger als 10 % der atypischen Zellen eine positive Immunre-
aktion — in den meisten Praparaten reagierten sogar weniger als 5 % der Tumorzellen posi-
tiv. In Praparaten mit Calretinin-negativen Pleurakarzinosen primar andernorts lokalisierter,
adenoid differenzierter Tumoren konnte vereinzelt eine positive Reaktion in Alveolar-

makrophagen im subpleuralen Lungengewebe beobachtet werden. Unabhangig davon zeig-
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te sich in nahezu allen Praparaten eine spezifische Anfarbung gereizter Mesothelzellen in

raumlicher Beziehung zum Tumor [® Abbildung 14 b, d, f, h].

Abbildung 12

Immunhistochemischer Nachweis der Calretinin-Expression in
Pleuramesotheliomen.

a & b Epitheloid-adenoid differenziertes Pleuramesotheliom mit fokal betont
zytoplasmatischer (a), fokal dann aber betont nuklear und schwach
zytoplasmatisch positiver Immunreaktion (b).

¢ & d Sarkomatoid differenziertes Pleuramesotheliom mit Gberwiegend positiver
Immunreaktion im Zytoplasma der pleomorphen Tumorzellen.

(Malistab: a - ¢ = 50 um; d = 25 pm; Antiserum Calretiningy,n,)
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Abbildung 13

Nachweis der Calretinin-Expression mit dem Antiserum Calretiningy,, in ver-
schiedenen Entwicklungsphasen des Pleuramesothelioms eines Patienten.

a & b Atypische Mesothelzellen in einer Pleurabiopsie 3 Monate vor Diagnose-
sicherung eines Pleuramesothelioms (a = HE-Farbung). Betont nukledre Immun-
reaktion mit dem Antiserum gegen Calretinin (b)(10/1999).

¢ Pleura visceralis mit frihen Entwicklungsphasen eines Pleuramesothelioms
(Makrofoto; 02/2000).

d Invasiv wachsende Tumoranteile. Nukledr betonte, teils aber auch zytoplas-
matisch positive Immunreaktion (02/2000).

(MaRstab a, b = 25 um, d = 50 um)
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Abbildung 14

Immunhistochemischer Nachweis der Calretinin-Expression bei der Differentialdiagnose
primarer und sekundérer Pleuratumoren.

a & b Pleurakarzinose eines primar pulmonalen Adenokarzinoms. Positive Immunreaktion
der parapleuralen pulmonalen Tumorzellen bei Einsatz eines Antikdpers gegen das TTF1-
Antigen (a). Mit dem Antiserum Calretining,,, nur positive Reaktion gereizter Mesothelzellen
(b).

c - f Pleurakarzinose priméarer Adenokarzinome der Ovarien. Positive Immunreaktion der
Tumorzellen bei Einsatz eines Antikdpers gegen das CA125- (c) bzw. HEA-Antigen (e). Posi-

tive Reaktion gereizter Mesothelzellen bei Einsatz des Antiserums Calretiningy ., (d & f).
(Fortsetzung ® néchste Seite)
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(Fortsetzung der Legende zu Abbildung 14)

g Pleurakarzinose eines primar pulmonalen Adenokarzinoms. Keine Reaktion
der Tumorzellen bei Einsatz des Antiserums Calretiningy..

h Pleurakarzinose eines Adenokarzinoms bei unklarem Primartumor. Positive

Immunreaktion gereizter Mesothelzellen bei gleichzeitig negativer Reaktion der
Tumorzellen bei Einsatz des Antiserums Calretining .

(MaRstab: a, b, e - h =50 um; ¢, d = 25 um)

Plattenepithelkarzinome - Kleinzellige Karzinome

In knapp 20 % der zur Untersuchung gelangten 21 Plattenepithelkarzinome konnten Cal-
retinin-positive Tumorzellen dokumentiert werden. Die Immunreaktion war hier im Vergleich
zu den positiven Pleuramesotheliomen und den fokal positiven Adenokarzinomen sehr
schwach und ausschlief3lich zytoplasmatisch ausgepragt und betraf maximal 10 % der atypi-
schen Zellen. Die positiven plattenepithelial differenzierten Tumoren zeigten eine tberwie-

gend hohe Tumordifferenzierung mit Ansatzen zur Verhornung.

In den untersuchten 13 Pleurakarzinosen von kleinzelligen Lungentumoren konnte eine
positive Immunreaktion atypischer Zellen nicht belegt werden. Vergleichbar mit den an der
Gruppe der Adenokarzinome erhobenen Befunden zeigte sich auch hier eine positive Im-

munreaktion im Bereich gereizter Mesothelzellen.

Pleurasarkomatosen

Die untersuchten Praparate von Pleurasarkomatosen zeigten im Bereich des Tumors keine

spezifische Immunreaktion bei Einsatz des Antiserums Calretiningy,.

Zusammenfassend zeigte das polyklonale Antiserum Calretining,, bei Diagnose und Ab-
grenzung bosartiger Pleuramesotheliome zu Pleurakarzinosen priméar andernorts lokalisierter
bdsartiger epithelialer Tumoren und zu Pleurasarkomatosen eine vergleichsweise hohe Sensi-
tivitat (0,97) und Spezifitat (0,77), die jeweils einen Wert von 1 erreichen, wenn der Anteil
der fur die Bewertung des Praparates als positiv notwendigen Tumorzellen (cut off-Wert) auf
mindestens 20 % gesetzt wird und die differentialdiagnostische Abgrenzung epitheloider oder
biphasischer Pleuramesotheliome zur Diskussion steht. Der pradiktive Wert einer Calretinin-

positiven Immunreaktion liegt bei 0,90, der einer negativen Reaktion bei 0,94.
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3.2. pS5S3-Tumorsuppressorgen

Evaluierung der verfigbaren P53-Antikorper

In einer Voruntersuchung wurde zunachst an Gewebsproben von 10 priméren Adenokarzi-
nomen der Lungen die Immunreaktivitat aller fur die Untersuchungen zur Verfiigung stehen-
den Antikdrper und Antiseren gegen P53 getestet [® Tabelle 6, S. 38]. Die Bewertung der
Immunreaktion erfolgte entsprechend dem fir Calretinin dargestellten Bewertungsschema
[® S. 43]. Abweichend hiervon wurden mindestens 1.000 Tumorzellen ausgezahlt. Aul3er-
dem wurde auf den Nachweis einer positiven Immunreaktion in mindestens 5 % der atypi-
schen Zellen (cut off-Wert) verzichtet. Die Wahl von Gewebsproben bdsartiger Lungentumo-
ren fur die Antikdrper-Evaluierung erfolgte auf Grund von Untersuchungen zur Akkumulation
von P53 in Lungentumoren, bei denen sich verschiedene der zur Evaluierung anstehenden
Antikorper und Antiseren als grundsatzlich geeignet fir den Nachweis der Akkumulation des
Tumorsuppressorgenproduktes erwiesen haben [102]. Die Uberzeugendste Immunreaktion
wurde mit dem polyklonalen Antiserum CM1 und den monoklonalen Antikérpern DO1 und
DO?7 erzielt. Mit dem polyklonalen Antiserum CM1 zeigten 6 der untersuchten 10 Karzinome
eine (berzeugend positive, nukledr lokalisierte Immunreaktion. Bei Einsatz der Antikdrper
DO1 und DO7 konnte eine entsprechende Reaktion in jeweils 5 Karzinomen belegt werden.
Mit den monoklonalen Antikérpern Pab 1801 zeigten 2 Karzinome eine positive nukleare
Immunreaktion. Bei Einsatz der Antikbrper Pab 240 und Pab 246 konnte eine visuell tber-
zeugende Reaktion in den untersuchten Gewebsproben nicht dokumentiert werden. Alle Kar-
zinome, die bei Einsatz eines der monoklonalen Antikdrper eine positive Immunreaktion auf-
wiesen, reagierten auch mit dem polyklonalen Antiserum CM1 positiv. Die weiteren Untersu-

chungen wurden daher ausschliellich unter Einsatz des Antiserums CM1 durchgefiihrt.

Untersuchungsgut

Fir die Untersuchungen zur Bedeutung des immunhistochemischen Nachweises von P53 bei
der Differentialdiagnose von Pleuramesotheliomen — insbesondere bei der Abgrenzung zu
reaktiven Pleuralasionen und Pleurakarzinosen primar andernorts lokalisierter Tumoren —
wurden insgesamt 172 Gewebsproben aus dem Archiv des Deutschen Mesotheliomregisters

herangezogen. Es handelte sich um Gewebsproben von

64 gesicherten Pleuramesotheliomen aus den Jahren 1993 - 1994 und 1997 - 1998,
69 primaren pulmonalen Adenokarzinomen aus den Jahren 1997 — 1998 sowie um

36 Praparaten mit dem Bild einer reaktiven Pleuritis aus den Jahren 1997 - 1999 ohne
Hinweise fiir das Vorliegen eines bdsartigen Tumors.
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Die Auswahl der Proben erfolgte rein zuféllig auf der Basis der pathologisch-anatomischen
Diagnosen. Es handelte sich zu weitgehend gleichen Anteilen sowohl um bioptisch gewon-

nene Proben als auch um Proben aus dem Operations- und Autopsiegut.

P53-Akkumulation in Pleuramesotheliomen

Insgesamt zeigten 33 (51,6 %) der untersuchten Pleuramesotheliome eine als positiv zu wer-
tende nukleare Immunreaktion als Hinweis auf eine P53-Akkumulation. Unter Berlcksichti-
gung der fuhrenden Differenzierung zeigte die Gruppe sarkomatoider Pleuramesotheliome
einen geringeren Anteil P53-positiver Tumoren als die Gruppen mit flhrender epitheloider

oder biphasischer Differenzierung [® Tabelle 10].

Tabelle 10

Zusammenstellung der immunhistochemischen Befunde zum Nachweis der P53-
Akkumulation in Pleuramesotheliomen.

Fithrende Diffe- Positiv Negativ Gesamt
renzierungen n % n % N %
Biphasisch 20 54,1 17 45,9 37 100
Epitheloid 11 55,0 9 45,0 20 100
Sarkomatoid 2 28,6 5 71,4 7 100
Gesamt 33 51,6 31 48,4 64 100

Bei den als positiv gewerteten Mesotheliomen war in vielen Féllen ein nur sehr geringer An-
teil nuklear positiver Tumorzellen auffallig. In 45 % der positiven Tumorproben zeigten bei
Auswertung von mindestens 1.000 Tumorzellen nur weniger als 1 % der atypischen Zellen
eine positive nukledre Immunreaktion [® Abbildung 15 a]. Nur in rund 27 % der Proben
stellten sich mehr als 10 % der atypischen Zellen positiv dar [® Tabelle 11]. Die nuklear
positiven Tumorzellen waren berwiegend homogen disseminiert in den untersuchten Tu-
morarealen verteilt [® Abbildung 15 b]. In Gewebsproben mit einem hohen Anteil P53-
positiver Zellen konnten aber auch fokal koharente, P53-positive Tumorzellverbande doku-

mentiert werden [® Abbildung 15 c].

Als auffallig erwies sich auBerdem, dass von insgesamt 18 Fallen aus den Jahren
1993 - 1994 nur in einer Tumorprobe ein positiver P53-Befund — hier mit weniger als 1 %

positiver atypischer Zellen — dokumentiert werden konnte. Die lbrigen 17 Falle erwiesen sich
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in der Immunreaktion mit dem Antiserum CML1 als negativ. In Tumorproben von Pleurame-
sotheliomen aus den Jahren 1997 - 1999 konnte dagegen - bei 14 P53-negativen Fallen —

in 32 Fallen eine P53-Akkumulation belegt werden.

Tabelle 11

Zusammenstellung der immunhistochemischen Befunde zum Nachweis der P53-
Akkumulation in P53-positiven Pleuramesotheliomen unter Bericksichtigung des
Anteils positiver Tumorzellen.

Fuhrende Differenzio. Anteil P53-positiver Tumorzellen Gesamt
<1% 1-10% >10%

rungen

N % n % n % n %
Biphasisch 9 45,0 6 30,0 5 |250 20 100
Epitheloid 4 36,4 3 27,2 4 |364 11 100
Sarkomatoid 1 50 0] 0,0 1 [50,0 2 100
Gesamt 14 42,4 9 27,3 10 |30,3 33 100

P53-Akkumulation in primaren pulmonalen Adenokarzinomen

In 29 der untersuchten 69 primaren pulmonalen Adenokarzinome konnte immunhistoche-
misch unter Einsatz des polyklonalen Antiserums CM1 eine Uberzeugend nukleare P53-
Akkumulation dokumentiert werden [® Tabelle 12]. In allen Gewebsproben zeigten deutlich
mehr als 20 % der atypischen Zellen eine nukleare Reaktion. Uberwiegend war eine positive

Immunreaktion in koharenten Tumorzellverbénden zu belegen [® Abbildung 15 d].
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Abbildung 15

Immunhistochemische Darstellung der nuklearen P53-Akkumulation in Mesotheliomen (a -
c), einem Adenokarzinom (d) und benignen Pleuralasionen (e & f).

a Epitheloid differenziertes Pleuramesotheliom mit weniger als 1 % P53-positiven Tumorzel-
len. Homogen disseminierte Verteilung P53-positiver Zellen.

b & ¢ Sarkomatoid und biphasisch differenzierte Pleuramesotheliome mit rund 30 % (b) bis
40 % (c) P53-positiver Tumorzellen. Fokal koharent positive Tumorzellverbande (c).

d Primar pulmonales Adenokarzinom. Deutlich mehr als 20 % der atypischen Zellen zeigen
eine nukledre P53-Akkumulation. Uberwiegend koharent P53-positive Tumorzellverbande.
e & f P53-Akkumulation in benignen Pleuralé@sionen bei Pleuritis. Weniger als 5 % der Me-
sothelzellen zeigen eine nukledre Reaktion. Fokal angedeutet perlschnurartig angeordnet
schwach positive Zellgruppen (f).

(MaRstab: a, c, e, f =25 um; b, d = 50 um)
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P53-Akkumulation in benignen Pleuralasionen bei unspezifischer Pleuritis

Immunhistochemisch war mit dem polyklonalen Antiserum CM1 eine nukledre P53-
Akkumulation in Mesothelzellen von 16 der untersuchten 36 benignen Pleuraldsionen bei
einer Pleuritis zu belegen [® Tabelle 12]. In allen positiven Proben lag der relative Anteil
P53-positiver Mesothelzellen unter 5 %. Die Verteilung positiver Mesothelzellen in den aus-
gewerteten Gewebsarealen war im Bereich der Pleura weitgehend homogen. In Gewebspro-
ben mit P53-positiven Mesothelzellen im Bereich der gereizten, proliferierenden Serosadeck-
zellen konnten fokal aber auch Gruppen von perlschnurartig angeordnet positiven Zellgrup-

pen beobachtet werden [® Abbildung 15 e-f].

Tabelle 12

Zusammenstellung der immunhistochemischen Befunde zum Nachweis der P53-
Akkumulation in primaren pulmonalen Adenokarzinomen und benignen Pleura-
l&sionen unter dem Bild einer Pleuritis.

) Positiv Negativ Gesamt
Diagnose
n % n % n %
Adenokarzinome 29 42,0 40 58,0 69 100
Pleuritis 16 44,4 20 55,6 36 100
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3.3. SV 40-Gensequenznachweis

Mesotheliome

Der Nachweis eines fur das SV 40 TAg-spezifischen, 105 Bp grofen Genfragmentes war in
38 (53 %) der untersuchten 72 Pleuramesotheliome moglich. Signifikante Unterschiede in
Bezug auf die phanotypische, lichtmikroskopisch fassbare Differenzierung der untersuchten
Tumoren ergaben sich nicht [® Tabelle 13]. Abbildung 16 zeigt die gelelektrophoretische
Auftrennung reprasentativer PCR-Produkte nach Amplifikation von DNA aus den Tumorge-
weben (M) und korrespondierenden tumorfreien Gewebsarealen (N) mit spezifischen Primern
fir ein Fragment des SV 40 TAg-Gens (Falle 1-5).

In 12 Fallen standen neben Anteilen des invasiv wachsenden Tumors auch Gewebsproben
von Arealen mit nicht invasiv wachsenden friihen Tumorentwicklungsphasen zur Verfligung.
In 4 Proben konnte der SV 40 TAg-Sequenznachweis dabei auch in nicht invasiven Tumorab-
schnitten gefiihrt werden [® Abbildung 16 (Fall 6)]. Es handelte sich ausschlief3lich um Pra-
parate bei denen ein entsprechender Nachweis auch in den korrespondierenden invasiv

wachsenden Tumoranteilen moglich war.

An 5 zufallig ausgewahlten PCR-positiven Proben konnte durch direkte Sequenzierung der
PCR-Produkte und Vergleich mit der in der GenBank fuir SV 40 hinterlegten Sequenz die Spe-

zifitat des amplifizierten Fragments bestatigt werden.

Tabelle 13

Zusammenstellung der molekularpathologischen Befunde zur Amplifikation von
SV 40-Genfragmenten bei Pleuramesotheliomen.

Fithrende Diffe- Positiv Negativ Gesamt
renzierung n % n % n %
Biphasisch 19 51 18 49 37 100
Epitheloid 14 56 11 44 25 100
Sarkomatoid 5 50 5 50 10 100
Gesamt 38 53 34 47 72 100
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Reaktive Mesothelzellproliferate

An 10 Gewebsproben von Patienten ohne Hinweis auf einen Tumor wurde durch Mikrodis-
sektion DNA aus dem Bereich reaktiver Mesothelzellproliferate isoliert und auf die Prasenz
von SV 40 TAg-Sequenzen hin untersucht. Ein entsprechender Nachweis in den Regionen der
noch als reaktiv zu interpretierenden Mesothelzellproliferate konnte in einer Probe gefuihrt

werden [® Tabelle 14].

Adenokarzinome

In den 10 untersuchten Tumorproben von Pleurakarzinosen priméar pulmonal lokalisierter
Adenokarzinome war unter Einsatz der PCR der Nachweis von SV 40 TAg-Gensequenzen
nicht moglich [® Abbildung 16 (Falle 7-9)] [® Tabelle 14].

Kontrollgewebe

Von 10 Patienten mit gesicherten biphasischen Pleuramesotheliomen und positivem
SV 40 TAg-Nachweis in den Tumoren wurde Kontrollgewebe — entweder Stromazellen oder
tumorfreies Lungengewebe — auf eine SV 40 TAg-Prasenz hin untersucht. Nur in einem Fall
eines ausgedehnten, invasiv wachsenden Mesothelioms war wiederholt nach DNA-Isolation
aus einem lichtmikroskopisch tumorfreien Gewebsareal und PCR-Amplifikation gele-

lektrophoretisch eine als positiv zu wertenden Bande darstellbar [® Tabelle 14].

Tabelle 14

Zusammenstellung der molekularpathologischen Befunde zur Amplifikation von
SV 40-Genfragmenten in reaktiven Mesothelzellproliferaten, pulmonalen Ade-
nokarzinomen und Kontrollgeweben.

Diagnose Positiv Negativ Gesamt
Reaktive Mesothelzellproliferate 1 9 10
Pulmonale Adenokarzinome 0 10 10
Kontrollgewebe 1 9 10
Gesamt 2 28 30




Ergebnisse

Pleuramesotheliome

Fall 1 2 3 4 5
N M N M N M N M N M
105 Bp ——
_ _ Reaktive
Frihmesotheliom Pleurakarzinosen  Mesothelzellproliferate
Fall 6 7 8 9 10 11 12
N FM K K K R R R
e  —N N
Abbildung 16

Zusammenstellung reprasentativer Gelelektrophoresen zum Nachweis eines spe-
zifischen Genfragmentes fur das SV 40 TAg in Gewebsproben von invasiven
Pleuramesotheliomen (M, Falle 1-5), von einem Friihmesotheliom (FM, Fall 6),
korrespondierendem tumorfreiem Normalgewebe (N, Falle 1-6), Pleurakarzino-
sen (K, Falle 7-9) und reaktiven Mesothelzellproliferaten (R, Falle 10-12).
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3.4. Komparative genomische Hybridisierung

Flr die Untersuchungen unter Einsatz der komparativen genomischen Hybridisierung (CGH)
wurden Gewebsproben von 7 gesicherten Pleuramesotheliomen mit fihrender epitheloider
Differenzierung herangezogen. Es handelte sich um 2 bioptisch und 5 im Rahmen von Ope-

rationen entnommene Gewebsproben bésartiger Tumoren.
Die wesentlichen CGH-Befunde sind in Tabelle 15 zusammenfassend dargestellt.

Das Beispiel eines reprasentativen Summenkaryogramms zeigt Abbildung 17.

Tabelle 15

Zusammenstellung der CGH-Befunde von epitheloiden Pleuramesotheliomen.

DNA-Verluste DNA-Zugewinne
Fall , . Gesamtzahl
Chromosomale Lokali- Anzahl Chromosomale Lokali- Anzahl | der Defekte
sation sation
1 1p, 3p14-21, 9, 13, 7 |8q,15911.2-15 2 9
17p, 18922-qgter, 22q
14q 1 |- 0 1
3 3pl4-21, 4, 11q-qter, 7 |1q, 3p24-25, 7 3 10
14, 17p, 21q11.2-21,
22q
4 9p 1 |-
- 0 |- 0 0
6 4921-27, 6016-22, 4 |120g23-24.3
8p, 8913-22
7 1p13-21, 3pl14-21, 9 |2p11.2-12, 2q, 3q12- 5 14
3022-26.3, 50q13-34, 13.3, 8pl1.2-qgter,
8p22-pter, 9pl12-21, 15g22-qter
14q, 18p, 22q
Durchschnitt 4,1 1,6 57

Bei den 7 Pleuramesotheliomen mit flihrender epitheloider Differenzierung konnten im Mittel
mit der Methode der CGH 5,7 chromosomale Anomalien detektiert werden. Die Anzahl der

nachweisbaren Anomalien pro Fall variierte zwischen O und 14 Defekten.
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Die Mehrzahl der nachweisbaren Defekte war durch DNA-Verluste charakterisiert. Im Mittel
konnten mit der CGH 4,1 chromosomale Loci mit Hinweisen fir einen DNA-Verlust bestimmt

werden (Variation O - 9 Verluste / Fall).

Chromosomale Loci mit Hinweisen auf DNA-Zugewinne wurden im Mittel mit einer Anzahl

von 1,6 / Fall nachgewiesen (Variation O - 5 / Fall).

Ein fur alle untersuchten epitheloiden Pleuramesotheliome reproduzierbar nachweisbarer
Defekt konnte mit der CGH nicht detektiert werden. Wiederkehrend fanden sich aber Verlus-
te von genetischem Material im Bereich der Loci 3p14-21 (3 Falle), 9(p) (3 Falle), 22q (3
Falle) und 14q (2 Falle).

Fir das Vorliegen eines oder mehrerer chromosomaler Abschnitte mit wiederkehrenden
DNA-Zugewinnen von verschiedenen Patienten ergaben sich aus den CGH-Untersuchungen

keine Hinweise.

10 n=26 11 n=29 12 n=28

S

3 n=29 14 n=26 15 n=27 16 n=25

;J 5T BT E o[

21 n=28 22 n=28

=
©
=
|
N
©
N
o
=
Il
N
©

Abbildung 17

CGH-Summenkaryogramm aus 15 Metaphasen eines Pleuramesothelioms mit
fihrender epitheloider Differenzierung.
(Fall 7, ® Tabelle 15; n = Anzahl der ausgewerteten Chromosomen)
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4. Diskussion

Die differentialdiagnostische Abgrenzung zwischen primaren und sekundaren bosartigen
Pleuratumoren allein nach den histomorphologischen Befunden kann — gerade in kleinen
Biopsiepraparaten — schwierig sein. Auch bei Kenntnis erganzender klinisch-radiologischer
Befunde kann im Einzelfall die Abgrenzung von Pleurakarzinosen primarer peripherer Ade-
nokarzinome der Lungen zu epitheloid differenzierten Pleuramesotheliomen problematisch
bleiben. Einzelne hochspezifische und hochsensitive licht- oder elektronenmikroskopisch
fassbare morphologische, histochemische oder immunhistochemische Marker sind fur die
Differentialdiagnose bislang nicht verfligbar. Auch ergeben sich bislang keine Hinweise fur
entsprechend spezifische und sensitive sogenannte genetische Marker
[® 1.4. Differentialdiagnose maligner Pleuratumoren, S. 29]. Die Differentialdiagnose des
Pathologen griindete sich daher bislang neben den histomorphologischen Befunden auf das
Ergebnis eines breiten Panels sogenannter immunhistochemischer Marker, die sich als mehr
oder weniger spezifisch und sensitiv fir Mesotheliome oder Adenokarzinome erwiesen haben
[® Tabelle 7, S. 42].

Die Wertigkeit verschiedener neuer, potentiell relevanter Marker fiir die differentialdiagnosti-
sche Abgrenzung von Pleuramesotheliomen zu Pleurakarzinosen, aber auch gegenuber reak-
tiven Pleuraldsionen ist Gegenstand der aktuellen Diskussion. Zu den wichtigsten diskutierten
Markern gehoren Antikdrper gegen das Calcium-bindende Protein Calretinin und das Tu-
morsuppressorgenprodukt P53 sowie molekularpathologische Verfahren zum Nachweis
einer SV 40-Infektion und zur Bestimmung von Veranderungen im Genom unter Einsatz der

komparativen genomischen Hybridisierung (CGH).

4.1. Calretinin

Calretinin ist ein 29 kDa Protein, das, wie S-100 zur EF-Hand-Familie der Calcium-
bindenden Proteine gehort [19]. Calretinin wird in neuralen Geweben — vor allem in der
Retina und in Neuronen der sensorischen Bahnen — aber auch in bestimmten nicht-neuralen
Zellen, wie zum Beispiel Adipozyten, Muskelspindelzellen, Leydig- und Sertoli-Zellen und
Mesothelzellen exprimiert (Ubersicht ® [19]). Die genaue Funktion von Calretinin in nicht-
neoplastischen und neoplastischen Geweben ist unbekannt [® 1.4.1. Calretinin - Funktion,
S. 31].
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4.1.1. Calretinin und Mesotheliome

Die 1996 von der Schweizer Arbeitsgruppe um CELIO und GOTzOSs publizierten Befunde, die
auf eine hohe Spezifitdt und Sensitivitat von Calretinin bei der Differentialdiagnose primarer
und sekundarer Pleuratumoren hindeuten, sind bis heute Gegenstand einer intensiv gefiihr-
ten Diskussion verschiedener Arbeitsgruppen um die Wertigkeit dieses Markers [4, 29, 37,
37,53, 75-78, 86, 86].

Evaluierung der verfuigbaren Calretinin-Antikdrper

Untersuchungen von ORDONEZ deuteten bereits 1998 auf eine unterschiedliche Sensitivitat
kommerziell erhaltlicher Antiseren gegen Calretinin bei der Differentialdiagnose von
Mesotheliomen hin [77]. Von den untersuchten 38 Mesotheliomen zeigten alle Tumoren eine
positive Immunreaktion bei Einsatz eines polyklonalen Antiserums der Fa. Zymed. Mit einem
Antiserum der Fa. Chemicon reagierten dagegen nur 28 (74 %) der untersuchten
Mesotheliome positiv. Auch bei der Auswertung weiterer publizierter Daten zur
Immunreaktion von Calretinin ist auffallig, dass von Arbeitsgruppen, die Calretinin als wenig
geeigneten Marker fiir die Differentialdiagnose von Mesotheliomen beschrieben, in der

Regel das von der Fa. Chemicon vertriebene polyklonale Antiserum eingesetzt wurde.

In einer Voruntersuchung wurde daher zunachst an Gewebsproben von 45 gesicherten
Mesotheliomen und 10 gesicherten Pleurakarzinosen die Immunreaktivitat verschiedener
kommerziell verfugbarer Antikrper und Antiseren gegen Calretinin getestet [® Tabelle 5,
S. 36]. Die dabei erhobenen Befunde zeigten klar die ungleiche Sensitivitat verschiedener
getesteter Antiseren [® Abbildung 11, S. 45]. Die im Vergleich lberzeugendsten Befunde
wurden mit dem polyklonalen Antiserum und monoklonalen Antikbrper der Fa. SWant
(Calretiningy,,, und Calretining,,,) und dem polyklonalen Antiserum der Fa. Zymed
(Calretining.q) erhoben. Rund 90 % der untersuchten Pleuramesotheliome zeigten hier eine

Uberzeugend positive Immunreaktion.

Das polyklonale Antiserum der Fa. Chemicon (Calretining,.,,) erwies sich auf Grund einer
unspezifischen Hintergrundfarbung und einer geringen Sensitivitat, der monoklonale Antikor-
per der Fa. Chemicon auf Grund einer im Vergleich zu den Antiseren der Fa. SWant und
Zymed geringen Sensitivitat als weniger geeignet. In Bezug auf die Spezifitt bei der Abgren-
zung zu Adenokarzinomen zeigten die untersuchten Antiseren und der Antikdrper — soweit an

den untersuchten Fallzahlen zu beurteilen — keine nennenswerten Unterschiede.

Durch diese Untersuchungen zur Evaluierung verschiedener kommerziell erhaltlicher Antise-

ren und Antikorper gegen Calretinin wird damit — auch unter Bericksichtigung der von ver-

63



Diskussion

schiedenen Arbeitsgruppen publizierten Methoden — klar belegt, dass sich die kritisch gefuhr-
te Diskussion um die Wertigkeit von Calretinin bei der Differentialdiagnose pleural lokalisier-

ter Tumoren ,,nur* auf den Einsatz verschiedener Antiseren und Antikdrper griindet.

4.1.2. Calretinin in primaren und sekundaren Pleuratumoren

Unter Kosten-Nutzen-Aspekten — das Antiserum Calretinin,,.q musste im Vergleich zum Anti-
serum Calretining,,, in 40fach héherer Konzentration eingesetzt werden — wurden die weite-
ren Untersuchungen an einer groRen Fallzahl von insgesamt 1005 priméren und sekundaren

Pleuratumoren mit dem Antiserum Calretining,,, durchgeftihrt.

Pleuratumoren mit epitheloider Differenzierung

Fir epitheloide Pleuramesotheliome erreichte das Antiserum Calretining,,, eine Sensitivi-
tat von 0,96 und bei der Abgrenzung gegentiber Pleurakarzinosen primar andernorts lokali-
sierter Tumoren eine Spezifitat von 0,93. Fir biphasische Pleuramesotheliome wurde eine
Sensitivitat von 0,95 und eine entsprechende Spezifitat von 0,94 erzielt. Diese Daten besta-
tigten grundsatzlich die von einzelnen Arbeitsgruppen an kleineren Kollektiven erhobenen
Befunde einer hohen Sensitivitdt und Spezifitdt des Markers Calretinin fur die Differentialdi-

agnose von pleural lokalisierten Tumoren.

Eine positive Calretinin-Immunreaktion in Anteilen von Adenokarzinomen wurde — unab-
hangig von der Art der eingesetzten Antikdrper — in einem Anteil von nur 5 - 10 % der unter-
suchten Tumoren auch von anderen Arbeitsgruppen beschrieben. Verschiedentlich wurde auf
eine eher zytoplasmatisch als nuklear betonte Calretinin-Immunreaktion in Adenokarzinomen
hingewiesen [27]. Diese Befunde konnten am eigenen umfangreichen Untersuchungsgut
nicht bestatigt werden. In Calretinin-positiven Adenokarzinomen wurde in der Regel nur ein
geringer Prozentsatz (< 10 %) positiver Tumorzellen beobachtet, der nach eigenen Befunden
nur in enger raumlicher Beziehung zu Tumornekrosen und Entziindungsreaktionen zu beo-
bachten ist. Bei der lichtmikroskopischen Auswertung entsprechender Praparate muss aber
besonders beriicksichtigt werden, dass auch gereizte Mesothelzellen - insbesondere in
enger rAumlicher Beziehung zu Tumorzellen von Pleurakarzinosen — eine Uberzeugend posi-
tive Calretinin-lmmunreaktion zeigen, die von der positiven Immunreaktion neoplastischer

Zellen differenziert werden muss [® Abbildung 14, S. 50].

Im Gegensatz zu Pleurakarzinosen von Adenokarzinomen zeigten Absiedlungen priméar an-

dernorts lokalisierter Plattenepithelkarzinome im Bereich der Pleura in knapp 20 % der
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untersuchten Gewebsproben Calretinin-positive Tumorzellen. Die Immunreaktion war im
Vergleich zu Pleuramesotheliomen und Adenokarzinomen aber sehr schwach und
ausschlieBlich zytoplasmatisch ausgepragt. Auch hier waren maximal nur 10 % der
atypischen Zellen, vorwiegend hoher differenzierter, teils verhornender Zellen Calretinin-
positiv. Der Aspekt Calretinin-positiver Karzinome mit plattenepithelialer Differenzierung ist
bislang von anderen Arbeitsgruppen kaum untersucht worden. ORDONEZ bezog 1998 im
Rahmen seiner Untersuchungen zur Wertigkeit der Calretinin-immunreaktion fiir die
Differenzierung von epitheloiden Mesotheliomen und pulmonalen Adenokarzinomen auch
28 primar pulmonal lokalisierte Plattenepithelkarzinome mit in die Studie ein [77]. Rund
40 % der Karzinome zeigten dabei eine positive Calretinin-Reaktion. Eine detaillierte
morphologische Charakterisierung der positiven Befunde wurde aber leider nicht publiziert.
Fir eine weitergehende Bewertung ist hier die Bearbeitung groRerer Fallzahlen

plattenepithelialer Karzinome mit unterschiedlicher primérer Lokalisation notwendig.

Zusammenfassend ist die Calretinin-Immunreaktion — bei Verwendung geeigneter Antikor-
per — flr die Differentialdiagnose von primaren und sekundaren malignen Pleuratumoren mit
epitheloider Differenzierung ein sehr sensitiver und spezifischer immunhistochemischer Mar-
ker. FUr keinen anderen, an einem groReren Kollektiv untersuchten immunhistochemischen
Marker wird eine vergleichbar hohe Sensitivitat und Spezifitdt beschrieben [13]. Der bei der
Differentialdiagnose im Einzelfall zu berlicksichtigende geringe prozentuale Anteil positiver
Adeno- und Plattenepithelkarzinome stellt an reprasentativen Gewebsproben, die im Rahmen
von Operationen oder Autopsien gewonnen wurden, in der Regel kein Problem dar. Hier ist
meist eine ausreichend hohe Zahl an Tumorzellen zu beurteilen. Mesotheliome mit vorwie-
gend epitheloider Differenzierung zeigen nach den hier erhobenen Befunden dabei in der
Regel im Gegensatz zu Pleurakarzinosen priméar andernorts lokalisierter, epitheloid differen-
zierter Tumoren einen Anteil von mindestens 20 % — meist aber mehr als 50 % — positiver
Tumorzellen. Besonders an kleineren Biopsien sollte aber die Calretinin-Immunreaktion um

ein Panel weiterer bewahrter Antikdrper erganzt werden [® Tabelle 7, S. 42].

Pleuratumoren mit sarkomatoider Differenzierung

Fir sarkomatoide Pleuramesotheliome erreicht das Antiserum Calretining,,, nur eine
Sensitivitat von 0,38, fir die Abgrenzung zu seltenen Pleurasarkomatosen priméar extrapleu-
raler Sarkome aber eine Spezifitat von 1. Die eingeschrankte Bedeutung fir die Differential-
diagnose sarkomatoid differenzierter Neoplasien im Bereich der Pleura wird grundsatzlich
auch durch publizierte Befunde anderer Arbeitsgruppen bestéatigt. Da rein sarkomatoid diffe-

renzierte Pleuramesotheliome selten sind, liegen den bisher publizierten Befunden in der
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Regel nur geringe Fallzahlen zu Grunde. Von ATTANOOS et al. wurde ein Kollektiv von 31
sarkomatoiden Mesotheliomen publiziert [2]. Nur 12 (39 %) der Tumoren zeigten dabei eine
fokal positive Calretinin-lmmunreaktion. Im Gegensatz dazu wies keine der untersuchten
spindelzelligen Neoplasien ohne Hinweise auf einen primaren Ausgangspunkt im Bereich der

serdsen Haute eine immunhistochemisch nachweisbare Calretinin-Expression auf.

Zusammenfassend ist die Calretinin-lmmunreaktion fir die Differentialdiagnose von prima-
ren und sekundaren Pleuratumoren mit sarkomatoider Differenzierung nach den hier erho-
benen Befunden durchaus ein sehr spezifischer immunhistochemischer Marker, der bei posi-
tivem Reaktionsausfall die sichere Abgrenzung zu Pleurasarkomatosen erlaubt. Auf Grund
der geringen Sensitivitdt muss aber die Calretinin-lmmunreaktion um ein Panel weiterer be-
wahrter Antikbrper erganzt werden. Neben histomorphologischen Kriterien (Uber-
sicht ® [22]) sowie dem positiven Nachweis der Expression von Zytokeratinen und Vimentin
in den Tumorzellen ist dabei besonders der fehlende Nachweis der Expression von Aktin,
Desmin, Myogenin, CD 99 und S-100 richtungsweisend fir die Diagnose eines sarkomatoi-
den Mesothelioms [® Tabelle 7, S. 42]. Keiner dieser Antikorper erreicht aber fur Pleura-
sarkomatosen eine dem Calretinin fir Mesotheliome vergleichbare hohe Sensitivitat und

Spezifitat.

4.2. p53-Tumorsuppressorgen

Mutationen des auf dem kurzen Arm von Chromosom 17 (17p13) lokalisierten Tumor-
suppressorgens p53 gehoren heute zu den am haufigsten dokumentierten genetischen Alte-
rationen in humanen Tumoren [57, 79]. Im Vergleich zu anderen Organtumoren liegen nur
wenige Befunde zur Funktion von P53 bei der Realisation und Progression von Mesothelio-
men vor. COTE et al. berichteten schon Anfang der neunziger Jahre tber den Nachweis von
heterozygoten Deletionen im Bereich des p53-Locus auf Chromosom 17 in Mesotheliomzell-
linien [26]. In weiteren Untersuchungen konnte das gehaufte Auftreten heterozygoter Deleti-
onen im p53-Locus in humanen Mesotheliomen und korrespondierenden Zelllinien dagegen
nicht bestatigt werden. Im Gegensatz zu humanen Mesotheliomen finden sich bei murinen

Mesotheliomen in rund 75 % der untersuchten Tumoren entsprechende Deletionen [25, 52].

Die von anderen Autoren publizierten Angaben Uber die relative Haufigkeit des immunhisto-
chemischen Nachweises von P53 in humanen Mesotheliomen schwanken zwischen rund 25
und 70 % [43, 58, 85, 89]. Bei nahezu allen bislang untersuchten Organtumoren wird die

immunhistochemisch fassbare P53-Expression als Folge einer p53-Mutation gewertet. Ur-
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sachlich fur die Moglichkeit des immunhistochemischen Nachweises ist in der Regel nicht
eine Uberexpression, sondern eine Stabilisierung des mutierten Genproduktes (iber die Er-
héhung der Proteinhalbwertszeit von wenigen Minuten auf mehrere Stunden. In Mesothelio-
men konnen p53-Mutationen — auch bei immunhistochemisch positiven Tumoren — nur in
wenigen Fallen detektiert werden [61, 64]. Der immunhistochemische P53-Nachweis in Me-
sotheliomen - bei gleichzeitigem Fehlen von Mutationen als Ursache fur die Akkumulation
des Tumorsuppressorgenprodukts — macht daher das Vorhandensein anderer fiir die P53-

Stabilisierung verantwortlicher Mechanismen wahrscheinlich.

Evaluierung der verfiigbaren P53-Antikorper

Fir die hier durchgefihrten Untersuchungen zum immunhistochemischen P53-Nachweis in

Mesotheliomen wurde zunéchst eine Evaluierung verfligbarer Antikérper und Antiseren ge-

gen P53 vorgenommen. Die Evaluierung war aus verschiedenen Griinden notwendig:
Kommerziell ist ein grof3es Spektrum gegen P53-Epitope gerichtete Antikdrper und Antise-
ren erhaltlich.

Systematische Untersuchungen zur Wertigkeit verschiedener AntikGrper und Antiseren
gegen P53 sind kaum publiziert.

Aus eigenen Untersuchungen zur P53-Akkumulation in bdsartigen Lungentumoren war
bekannt, dass verschiedene der kommerziell verfugbaren Antikdrper aufféallige qualitative
und quantitative Unterschiede in Bezug auf die Darstellung des P53-Proteins in Tumoren
zeigen konnen [® 4.1.1. Evaluierung der verfigbaren Calretinin-Antikorper, S. 63]
[102].

Vor diesem Hintergrund wurde ein breites Spektrum kommerziell erhaltlicher AntikGrper ge-
gen verschiedene Epitope des Tumorsuppressorproteins getestet [® Tabelle 6, S. 38]. Die
Untersuchungen wurden an primaren bosartigen nichtkleinzelligen Lungentumoren vorge-
nommen, da hier bei 40 - 60 % der untersuchten Tumoren ein positiver Reaktionsausfall zu
erwarten ist. Mit allen getesteten Antikdrpern kann nicht zwischen der mutierten und der wild-

typ Form des Tumorsuppressorproteins unterschieden werden.

Als Ergebnis der Evaluierung wurden die Untersuchungen zum immunhistochemischen P53-
Nachweis in Mesotheliomen mit dem polyklonalen, gegen rekombinantes humanes P53
gerichteten Kaninchenantiserum CM1 vorgenommen [62]. Das Antiserum CM1 wurde be-
reits bei zahlreichen internationalen Studien zum Nachweis der P53-Akkumulation in ver-
schiedenen Organtumoren erfolgreich eingesetzt und Uberzeugt auch auf Grund der mogli-

chen hohen Verdinnung von 1 : 2.500 unter Kosten-Nutzen-Aspekten [® Tabelle 6, S. 38].
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P53-Akkumulation in Mesotheliomen

Nach orientierender Begutachtung von immunhistochemisch gefarbten Praparaten der 64
zur Untersuchung gelangten Pleuramesotheliome war in zahlreichen Fallen ein nur sehr ge-
ringer Prozentsatz P53-positiver Tumorzellen auffallig. Aus diesem Grund wurde — im Ge-
gensatz zur Auswertung der mit Calretinin gefarbten Praparate — auf die Festsetzung einer
minimalen Zahl positiver Tumorzellen (cut off-Wert) flir die Bewertung als positives Praparat

verzichtet.

Insgesamt war in 33 (51,6 %) der untersuchten 64 Pleuramesotheliome eine als positiv zu
wertende nukledre Immunreaktion als Hinweis auf eine P53-Akkumulation zu dokumentie-
ren. Der relative Anteil positiver sarkomatoider Pleuramesotheliome war mit rund 29 % ge-
ringer als der Anteil von rund 50 % in den Gruppen mit fihrender epitheloider und biphasi-
scher Differenzierung [® Tabelle 10, S. 53]. Eine grundsatzlich zu diskutierende signifikante
Korrelation zwischen der P53-Akkumulation und der flihrenden Differenzierung kann hieraus
nicht abgeleitet werden, da die untersuchte Fallzahl in der Gruppe sarkomatoider Mesothe-
liome relativ gering war. AuBerdem zeigten die untersuchten Pleuramesotheliome mit bipha-
sischer Differenzierung ein annéhernd gleiches P53-Immunreaktionsmuster in epitheloiden

und sarkomatoiden Tumoranteilen.

Der nahezu vollstandig negative Reaktionsausfall — auch bei Einsatz Antigen-demaskierender
Techniken — in Gewebsproben, die in den Jahren 1993 - 1994 fixiert und archiviert wurden,
muss primdar als (Fixierungs-) Artefakt interpretiert werden. Entsprechende Artefakte sind
grundsatzlich bei retrospektiv angelegten immunhistochemischen und molekulargenetischen

Untersuchungen zu berticksichtigen.

Auffallig und in dieser Form bislang nicht fir eine P53-Akkumulation in anderen Organtu-
moren beschrieben ist ein vergleichsweise hoher Anteil von Mesotheliomen mit einem niedri-
gen relativen Anteil P53-positiver Tumorzellen. In rund 73 % der untersuchten Mesotheliome
zeigten maximal 10 %, in rund 45 % der Proben nur weniger als 1 % der Tumorzellen eine

nukleare Immunreaktion.

Ursachen der P53-Akkumulation

Als Ursachen fir immunhistochemisch detektierbare P53-Akkumulationen sind drei grund-

satzliche Mechanismen zu beriicksichtigen:

Mutationen des p53-Gens mit konsekutiver erhdhter Halbwertszeit des mutierten Proteins.

Physiologische P53-Akkumulationen als Folge einer DNA-Schadigung (z. B. durch Strah-
lung, Asbest).
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Interaktionen von P53 mit anderen (stabilisierenden) Proteinen (z. B. SV 40 TAg).
Grundsétzlich sind alle drei Mechanismen als Ursache fir die immunhistochemisch
nachweisbare P53-Akkumulation bei Pleuramesotheliomen einzeln oder in Kombination
vorstellbar. Gegen das Vorliegen von p53-Mutationen bei der Uberwiegenden Zahl der
Mesotheliome spricht die fehlende Mdglichkeit des Nachweises entsprechender genetischer
Alterationen in den flir andere Organtumoren mutationstypischen Exons 5 - 8 des Gens mit
Standardmethoden. Theoretisch denkbar ist, dass — bei nur geringem Anteil P53-positiver
Zellen in zahlreichen Mesotheliomen — dennoch disseminiert vorliegende Mutationen mit
Standardverfahren nicht detektierbar sind. Andererseits ist es unter Beriicksichtigung unserer
heutigen Kenntnis von der Tumorbiologie unwahrscheinlich, dass speziell bei Mesotheliomen
— in anderen Organtumoren wird ein entsprechendes Reaktionsmuster nicht beobachtet —

disseminiert unabhangige Mutationsereignisse im p53-Tumorsuppressorgen auftreten.

Eine lokale DNA-Schadigung einzelner disseminierter Tumorzellen — z. B. als Folge einer
Asbestfeinstaubeinwirkung — erscheint urséachlich unwahrscheinlich, da in autonom wachsen-
dem Tumorgewebe in der Regel Asbestfasern oder Asbestkorper nicht nachgewiesen werden
kdnnen. Als Folge der erhdhten Proliferationsaktivitdt der Tumorzellen und einer damit not-
wendigen erhohten DNA-Syntheseaktivitat, steigt dagegen aber auch die Zahl der Fehlsyn-
these-bedingten Mutationen in diesen Zellen an. Dabei notwendig werdende DNA-
Reparationsmechanismen kénnen physiologisch mit einem P53-vermittelten Zellzyklusstop
und einer immunhistochemisch nachweisbaren P53-Akkumulation verbunden sein. Ver-
gleichbare  Prozesse und dann daraus resultierende  entsprechende  P53-
Immunreaktionsmuster wéren grundsatzlich aber auch fur andere Organtumoren zu diskutie-

ren.

Als wesentliche Ursache firr die nachweisbare P53-Akkumulation in nur einem geringen
Prozentsatz der Mesotheliomzellen muss aber auch eine Interaktion von P53 mit anderen
stabilisierenden Proteinen diskutiert werden. Als mégliche Kandidatenproteine sind (a) das
MDM2-Protein und (b) das SV 40 TAg zu berticksichtigen. Eine erhbhte MDM2-Expression
wird in etwa 30 % der untersuchten Mesotheliome beobachtet [98]. Die erhdhte Expression
ist nicht auf einzelne Tumorzellen beschréankt, sondern betrifft in der Regel koharent positive
Tumorzellverbénde. Vor diesem Hintergrund ist auch eine erh6hte MDM2-Expression als
Ursache fiir ein disseminiert positives P53-Immunreaktionsmuster in Mesotheliomen unwahr-

scheinlich.

Auf Grund des mdglichen Nachweises von Gensequenzen des SV 40 TAg in rund 50 % der

untersuchten Pleuramesotheliome muss eine Interaktion zwischen dem exprimierten
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SV 40 TAg und P53 als wahrscheinliche Ursache fiir die immunhistochemisch fassbare P53-
Akkumulation diskutiert werden. Grundsatzlich ist eine Interaktion von SV 40 TAg und P53
bei Mesotheliomen belegt [17]. Auf Grund des disseminiert positiven Immunreaktionsmusters
muss dabei aber auch eine disseminiert vorliegende SV 40 TAg-Expression in Tumorzellen
unterstellt werden. Da Paraffin-gangige Antikérper gegen SV 40 TAg nicht kommerziell er-
héltlich sind, konnten entsprechende immunhistochemische Untersuchungen an den verfug-
baren, nahezu ausschlief3lich in Formalin-fixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebspro-
ben nicht durchgefiihrt werden. Publizierte Befunde zur SV 40 TAg-Expression in Cryomaterial
von Pleuramesotheliomen stiitzen die Hypothese einer disseminierten SV 40 TAg nur bedingt.
Wahrend von TESTA et al. ein eher disseminiert positives SV 40 TAg-Immunreaktionsmuster
beschrieben wurde [95], berichten CARBONE et al. Uber ein eher homogen positives Immun-
reaktionsmuster in koharenten Tumorzellen [16]. Unklar ist, ob das von CARBONE et al. in
Mikrofotogrammen dargestellte Muster charakteristisch fur die untersuchten Falle war oder
lediglich auf Grund der eindrucksvoll koharenten positiven Reaktion abgebildet wurde. Da in
gut einem Drittel der hier untersuchten Pleuramesotheliome ein Anteil von mehr als 10 %
P53-positiver, teils auch koharenter Tumorzellen belegt werden konnte, sind die Befunde zur
P53-Akkumulation in Mesotheliomen durchaus mit P53-SV 40 TAg-Interaktion erklarbar. Ein
Abgleich der erhobenen Befunde zum immunhistochemischen Nachweis der P53-
Akkumulation und zum Nachweis von SV 40 TAg-Genfragmenten zeigte flir die untersuchten
Proben keine klare Korrelation. Es wurden sowohl P53-positive Tumoren mit negativem
SV 40-Status als auch P53-negative Tumoren mit positivem SV 40-Status nachgewiesen.
AuszuschlieBen ist dabei nicht, dass grundsatzlich auch Interaktionen mit anderen, bislang
nicht charakterisierten Proteinen oder im Einzelfall eine p53-Mutation fir die P53-

Akkumulation ursachlich sind.

P53-Akkumulation in Adenokarzinomen

Der in 42 % der untersuchten 69 primaren pulmonalen Adenokarzinomen gefiihrte Nach-
weis einer nuklearen P53-Akkumulation deckt sich gut mit in der Literatur publizierten Daten
(Ubersicht ® [101]). In allen positiven Gewebsproben zeigten deutlich mehr als 20 %, oft-
mals mehr als 50 % der atypischen Zellen eine positive Immunreaktion, in der Regel in koha-
rent positiven Tumorzellverbanden. Unter Berticksichtigung einer tberzeugend belegten ho-
hen p53-Mutationsrate in den Exons 5 - 8 des Gens muss als wichtigster Kausalfaktor fiir die
nachweisbare P53-Akkumulation eine stabilisierende Genmutation unterstellt werden. Eine

entsprechende Annahme wird fur die Uberwiegende Zahl der untersuchten Falle durch ver-
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gleichend erhobene immunhistochemische und molekularbiologische Befunde bestatigt
(Ubersicht ® [71, 101)).

P53-Akkumulation in benignen Pleuralasionen bei unspezifischer Pleuritis

Immunhistochemisch war eine nukledre P53-Akkumulation in Mesothelzellen von rund 44 %
der untersuchten 36 benignen Pleuralasionen bei einer Pleuritis zu belegen [® Tabelle 12,
S. 56; Abbildung 15 e & f, S. 55]. In allen positiven Proben lag der relative Anteil P53-
positiver Mesothelzellen unter 5 %. Die Verteilung positiver Mesothelzellen in den
ausgewerteten Gewebsarealen war im Bereich der Pleura weitgehend homogen. Als Ursache
fir die immunhistochemisch nachweisbare P53-Akkumulation sind grundsatzlich die auch
bei Mesotheliomen diskutierten Mechanismen zu prifen [® S. 68]. Da entsprechende
genetische Alterationen und SV 40 TAg-Sequenzen in reaktiven, benignen Pleuralasionen
nicht in dieser Frequenz nachgewiesen werden konnten, muss — neben einer maéglichen
SV 40-Infektion - die P53-Akkumulation als Folge eines im weitesten Sinne als
physiologische Tumorsuppressorfunktion zu bezeichnenden Mechanismus diskutiert werden.
Als Folge einer erhohten Proliferationsaktivitdt gereizter Mesothelzellen und einer damit
notwendigen erhéhten DNA-Syntheseaktivitat steigt — vergleichbar der Situation in
Tumorzellen — auch in diesen Zellen die Zahl der durch Fehlsynthesen bedingten
Mutationen. Dabei notwendig werdende DNA-Reparationsmechanismen kdnnen -
vergleichbar dem flir Mesotheliome diskutierten Mechanismus — physiologisch mit einem

P53-vermittelten Zellzyklusstop verbunden sein.

P53 zur Differentialdiagnose pleuraler Tumoren und benigner Lasionen

Zusammenfassend muss unter Berticksichtigung der erhobenen Befunde die Frage, ob dem
immunhistochemischen Nachweis der P53-Akkumulation bei der Differentialdiagnose von
Pleuramesotheliomen — insbesondere bei der Abgrenzung zu reaktiven Pleuralasionen und
Pleurakarzinosen primar andernorts lokalisierter Tumoren — eine wesentliche Bedeutung zu-
kommt, differenziert beantwortet werden. Die Tatsache, dass eine P53-Akkumulation grund-
satzlich in Pleuramesotheliomen, pulmonalen Adenokarzinomen und in benignen Pleuralasi-
onen nachgewiesen werden kann, macht den Nachweis zunéchst zu einem besonders an
kleinen Biopsien — in jeder Hinsicht nur wenig geeigneten Marker. Dennoch kann im Einzel-
fall die immunhistochemische Zusatzuntersuchung an reprasentativen Gewebsproben auf
Grund des Immunreaktionsmusters — bei besonderer Berticksichtigung des relativen Anteils
positiver Zellen — einen erganzenden Beitrag bei der Differentialdiagnose benigner und ma-

ligner Pleuraléasionen liefern. So muss bei einem Anteil von mehr als 5 % nuklear positiver
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Zellen nach den hier erhobenen Befunden das Vorliegen einer malignen Lasion unterstellt
werden. Im Gegensatz dazu kann in Fallen mit einem Anteil von weniger 5 % nuklear positi-

ver Zellen nicht zwangslaufig auf eine benigne Lasion riickgeschlossen werden.

4.3. SV 40-Gensequenznachweis

Unter Einsatz der PCR konnte in 53 % der untersuchten 72 Pleuramesotheliome der Nach-
weis eines fur das SV 40 TAg spezifischen, 105 Bp grofRen Genfragmentes geflihrt werden.
An 1 von 10 Gewebsproben der Patienten mit dem Bild reaktiver Mesothelzellproliferate
konnte ebenfalls ein entsprechendes Genfragment nachgewiesen werden. In 10 Tumorpro-
ben von Pleurakarzinosen primar pulmonal lokalisierter Adenokarzinome war unter Einsatz
der PCR dagegen der Nachweis entsprechender Gensequenzen nicht méglich. Nur in einer
Kontrollproben des tumorfreien Lungengewebes von insgesamt 10 untersuchten Patienten
mit gesicherten biphasischen Pleuramesotheliomen und positivem SV 40 TAg-Nachweis im
Tumor wurde mit der PCR ein SV 40 TAg spezifisches Genfragment nachgewiesen. Der posi-
tive Nachweis in dieser Probe ist aber — auch unter Berticksichtigung der weiteren erhobenen
und von anderen Arbeitsgruppen publizierten Befunde — trotz Reproduzierbarkeit des Befun-
des als Kontamination der lichtmikroskopisch tumorfreien Probe mit einzelnen Tumorzellen
zu werten. Unter Berlcksichtigung der an reaktiven Mesothelzellproliferaten erhobenen Be-

funden ist auch eine ,,Kontamination“ der Probe mit Mesothelzellproliferaten zu diskutieren.

Berichte tber den Nachweis von SV 40 TAg-spezifischen Genfragmenten in Gewebsproben
humaner Mesotheliome liegen seit 1994 vor [16]. Von einzelnen Arbeitsgruppen konnte die
zuerst von CARBONE et al. publizierten Befunde grundséatzlich bestatigt werden (Uber-

sicht ® [15, 18]). Andere Arbeitsgruppen erhoben aber teils widerspriichliche Befunde:

GALATEUA-SALLE et al. (1998) konnten zwar grundsatzlich in rund 48 % der untersuchten
Mesotheliome SV 40 TAg-spezifische Genfragmente nachweisen, detektierten aber auch
in rund 29 % der untersuchten bésartigen Lungentumoren entsprechende Gensequenzen
[34].

MULATERO et al. (1999) fanden in keiner der von lhnen untersuchten 17 Gewebsproben
von Mesotheliomen Hinweise auf eine virale SV 40-Infektion [65].

HIRVONEN et al. (1999) und EMRI et al. (2000) konnten in keiner der untersuchten 49
Mesotheliome aus Finnland bzw. 29 Proben aus der Tirkei SV 40 TAg-spezifische
Genfragmente nachweisen. Die Autoren interpretierten die negativen Befunde als Ergeb-
nis der nicht SV 40-kontaminierten Polioimpfstoffe in den 50er und 60er Jahren in den
jeweiligen Landern [32, 39].

STRICKLER et al. (1996) konnten ebenfalls in keiner der von lhnen untersuchten 50
Mesotheliome SV 40 TAg-spezifische Genfragmente nachweisen [92].
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SV 40 als Humankanzerogen?

Vor dem Hintergrund der grundsatzlichen, auch politischen und versicherungsrechtlichen
Problematik und Relevanz einer mdglichen Initiation humaner Tumoren als Folge einer
SV 40-Infektion wurde Anfang 1997 im Rahmen eines vom National Institute of Health
(NIH), der Food and Drug Administration (FDA) und dem Center for Disease Control (CDC)
in Bethesda, Maryland, organisierten internationalen Expertentreffens ein Forderungskatalog
fir einen Beweis dieser Hypothese aufgestellt [18]. Danach sollten vor einer abschlieenden
Entscheidung dariber, ob SV 40-Infektionen beim Menschen fur die Entwicklung bestimmter
Tumortypen als Kanzerogen zu werten sind, folgende Voraussetzungen wissenschaftlich un-

tersucht werden:

(1) Reproduzierbarer Nachweis SV 40 TAg-spezifischer Genfragmente in humanen Tumoren
durch verschiedene Institute in von unabh&angigen und angesehenen Organisationen

durchgefiihrten Blindstudien.

(2) Spezifischer Nachweis von SV 40 TAg-Genfragmenten in Tumorzellen bei gleichzeitigem

Fehlen in Stromazellen mit nicht-immunhistochemischen Methoden.

(3) Nachweis einer gegeniiber anderen Organtumoren vergleichsweise erhdéhten SV 40-
Infektionsrate in Mesotheliomen — und ggf. auch Osteosarkomen und Ependydomen —
als eindeutigem Hinweis fiir den Kausalzusammenhang zwischen der SV 40-Infektion und

der Entwicklung dieser Tumoren.

Die Forderungen (1) und (3) sind durch zahlreiche seit 1997 von verschiedenen internatio-
nalen Arbeitsgruppen publizierten Befunde weitgehend erfillt. Eine von der International
Mesothelioma Interest Group (IMIG) organisierte Blindstudie, an der 4 unabhangige Institute
teilnahmen, konnte Uberzeugend reproduzierbar — an allerdings nur kleinen Fallzahlen — in
10 der 12 untersuchten Mesotheliome den Nachweis von SV 40 TAg sowohl auf DNA- als

auch auf Proteinebene belegen [95].

Die grundsatzliche Moglichkeit des Nachweises SV 40 TAg-spezifischer Genfragmente in
Uber 50 % der untersuchten Pleuramesotheliome wird auch durch die von uns durchgefthr-

ten Untersuchungen lberzeugend bestétigt.

Auch der von verschiedenen Autoren in etwa 15 - 20 % der untersuchten Proben beschrie-
bene Nachweis SV 40 TAg-spezifischer Genfragmente in reaktiven Mesothelzellproliferaten
wird durch die eigenen Untersuchungen bestatigt [16, 34]. Hinweise auf die von GALATEUA-

SALLE et al. 1998 beschriebene Prasenz SV 40 TAg-spezifischer Genfragmente in bdsartigen
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Lungentumoren konnten dagegen — in Ubereinstimmung mit anderen Autoren — von uns

nicht bestatigt werden [15, 34].

Ungeklart war bislang die Frage des spezifischen Nachweises von SV 40 TAg-
Genfragmenten in Tumorzellen bei gleichzeitigem Fehlen in korrespondierenden Stromazel-
len mit nicht-immunhistochemischen Methoden. In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von
A. F. GAzDAR wurden daher im Rahmen der eigenen Untersuchungen Mikrodissektionen an
entsprechenden Gewebsproben durchgefiihrt. Dabei konnte der spezifische Nachweis von
SV 40 TAg-Genfragmenten in Mesotheliomzellen bei gleichzeitigem Fehlen in korrespondie-
renden Stromazellen und im tumorfreien Lungengewebe erstmals lberzeugend belegt wer-
den [90, 91].

Kontaminationen

Wiederholt diskutierte SV 40-Laborkontaminationen als Ursachen fir den Nachweis von
SV 40 TAg-Genfragmenten in Mesotheliomen werden durch diese Befunde Uberzeugend
widerlegt. Auch eine in der Literatur diskutierte Kontamination von Funktionsrdumen in Klini-
ken, in denen Proben von Mesotheliomen gewonnen wurden, wird durch die Untersuchun-
gen nicht bestatigt. Wirde man eine entsprechende Kontamination unterstellen, so wéare ein
positiver Reaktionsausfall in Mesotheliomen, Lungentumoren und tumorfreien Geweben in
etwa gleichen Anteilen zu erwarten. Die flir die Untersuchungen herangezogenen Proben aus
dem Archiv des Deutschen Mesotheliomregisters stammen aulRerdem nicht nur aus einer
Klinik, sondern wurden dem Archiv teilweise von Pathologen aus verschiedenen Instituten

und von verschiedenen Kliniken Ubersandt.

Friihmesotheliome

Von besonderer Bedeutung ist auch der in den vorliegenden Untersuchungen erstmals
geOfuhrte Nachweis von SV 40 TAg-Genfragmenten in nicht invasiven, friihen Tumorentwick-
lungsphasen, entsprechend sogenannten Frihmesotheliomen. Die pathologisch-
anatomische Diagnose eines Friihmesothelioms in einer kleineren Biopsie kann das Vorlie-
gen eines bei dem Patienten andernorts im Bereich der Pleura bereits invasiv wachsenden
Mesothelioms nicht ausschlieBen. Der gleichzeitig mogliche Nachweis von SV 40 TAg-
Genfragmenten in Mesothelzellen bei benignen Pleuralasionen deutet aber auf eine SV 40-
Infektion vor der malignen Transformation der Mesothelzellen hin. SV 40-positive Personen-
gruppen mussten mithin ein héheres Risiko fiir die Entstehung von Mesotheliomen aufweisen.
Hierfur ergeben sich bislang aus den wenigen verfligbaren epidemiologischen Daten zu die-

sem Themenkomplex keine sicheren Hinweise [93]. Es muss diskutiert werden, dass maogli-
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cherweise eine fur die klinische Tumormanifestation notwenige Latenzzeit bislang noch nicht
erreicht wurde. AuBerdem fehlen bislang international kombinierte epidemiologische, patho-
logisch-anatomische, staubanalytische und molekulargenetische Studien, die einen magli-

chen Zusammenhang fiir Mesotheliome systematisch untersucht haben.

Kausale Pathogenese der SV 40-induzierten Kanzerogenese

Die Mechanismen zur kausalen Pathogenese der moglichen durch eine SV 40-Infektion in-
duzierten Kanzerogenese — speziell flir Mesotheliome — beim Menschen sind im Detail unge-
klart. Der zu unterstellende (ko-)kausale Basismechanismus fir die Tumorentwicklung als
Folge einer SV 40-Infektion beim Menschen verlauft Uber eine Inaktivierung von Tumor-
suppressorgenprodukten (P53 , RB) durch Bindung des SV 40 TAg an diese Proteine
[® 4.2. p53-Tumorsuppressorgen, S. 66].

Unklar ist, ob SV 40 beim Menschen allein als Kanzerogen wirken kann oder ob das Virus
als Kokanzerogen wirkt. Der bedeutendste Kausalfaktor fur die Entstehung von Mesothelio-
men beim Menschen stellt eine meist beruflich bedingte erhéhte Asbestfeinstaubexposition
dar. Nach den im Deutschen Mesotheliomregister erhobenen Befunden ergeben sich in
mehr als 90 % der gesicherten Mesotheliome durch Angaben der Patienten, Lungenstaub-
analysen oder gezielte Ermittlungen der fir die versicherungsmedizinischen Verfahren zu-
standigen Unfallversicherungstrager Hinweise auf eine stattgehabte vergleichsweise erhthte
Asbestfeinstaubexposition. GroRere Kollektive nicht gegeniiber Asbestfeinstaub exponierter
Personen mit Mesotheliomen stehen damit fir molekularpathologische Befunden kaum zur
Verfligung. Aus den wenigen zu dieser Fragestellung vorliegenden molekularpathologischen
Untersuchungen ergaben sich bislang keine sicheren Hinweise, die einen kausalen Zusam-
menhang zwischen dem Nachweis von SV 40 TAg-Genfragmenten in Mesotheliomen und
einer Asbestfeinstaubbelastung in vivo Uberzeugend unterstiitzten oder widerlegten. In den
50er und 60er Jahren mit kontaminierten Polioimpfstoffen in ihrer Kindheit oder Jugend be-
handelte Personen kommen allerdings erst jetzt in ein Alter, bei dem man — eine erhdhte
Asbestfeinstaubexposition in den 70er Jahren sowie eine mittlere Latenzzeit von rund 30 Jah-

ren unterstellt — die klinische Manifestation von Pleuramesotheliomen erwarten kann.

In vitro Befunde

Befunde aus in vitro Untersuchungen stiitzen die Hypothese von SV 40 als Kokausalfaktor fur
die Tumorentstehung nach erhohter Asbestfeinstaubbelastung: BOCCHETTA et al. konnten
zeigen, dass die Infektion mesothelialer Zellen durch SV 40 beim Menschen wahrschein-

lich nicht auf der Basis einer fir den Menschen zunachst postulierten semipermissiven Infek-
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tion und Replikation abl&auft [9]. Bei einem semipermissiven Vorgang infiziert SV 40 zwar alle
Zellen, eine Expression des SV 40 TAg — und eine damit verbundene Lyse oder Transformati-
on — wird aber nur in einer kleinen Zellfraktion beobachtet. Mesothelzellen werden nach
den Befunden von BOCCHETTA et al. im Gegensatz zu anderen humanen Zelltypen uniform
infiziert, exprimieren uniform SV 40 TAg, werden aber nicht uniform lysiert. Bei den so SV 40-
infizierten Mesothelzellen wird in vitro eine sehr hohe Transformationsrate beobachtet, die
durch zusatzliche Exposition der Zellen mit Asbest (Krokydolith) weiter erhdht wird. Dieser
Mechanismus steht wahrscheinlich mit der Bindung des SV 40 TAg an P53 in Zusammen-
hang. Eine Transformation kultivierter humaner Fibroblasten konnte dagegen allein durch
die Infektion mit SV 40 kaum erreicht werden. Auch die alleinige in vitro Exposition gegen-
Uber Asbest flihrte nicht zu einer nennenswerten Transformation dieser Zellen. Bei Kombina-
tion von SV 40-Infektion und von Asbestexposition wurde dagegen eine deutlich erhthte

Transformationsrate auch in Fibroblastenkulturen registriert.

Zusammenfassend geben die in vivo an humanen Gewebsproben erhobenen Befunde -
auch unter Beriicksichtigung der von anderen Arbeitsgruppen publizierten Daten — Hinweise
auf eine kausale oder kokausale Bedeutung von SV 40-Infektionen flr die Realisation von
Mesotheliomen beim Menschen. Die in vitro Befunde stiitzen die Hypothese einer kokausalen
Wirkung von SV 40-Infektion und Asbestfeinstaubexposition beim Menschen. Gezielte epi-
demiologische, pathologisch-anatomische, staubanalytische und molekulargenetische Stu-
dien werden aber erst in den kommenden Jahren die Bedeutung einer SV 40-Infektion beim

Menschen fur die Entwicklung von Mesotheliomen klaren kénnen.

SV 40-Nachweis bei der Differentialdiagnose pleuraler Tumoren

Auf Grund der erhobenen Befunde ist der Nachweis von SV 40 TAg-Genfragmenten fiir die
Differentialdiagnose von reaktiven Mesothelzellproliferaten und Pleuramesotheliomen im
Einzelfall derzeit nur von akademischer Bedeutung. Bei der Differentialdiagnose von Pleura-
mesotheliomen und Pleurakarzinosen primar pulmonaler Karzinome kann der positive
Nachweis von SV 40 TAg-Genfragmenten aber im Einzelfall fur die Diagnose richtungswei-
send sein. Voraussetzung ist in jedem Fall eine saubere Mikrodissektion der zu untersuchen-
den Tumorzellen von umgebenden Stromazellen und besonders von reaktiven Mesothel-
zellproliferaten. Da SV 40 TAg-Genfragmente nur in rund 50 - 60 % der Mesotheliome
nachweisbar sind, erreicht das aufwendige Verfahren (Mikrodissektion, DNA-Isolation, PCR)
eine im Vergleich zu immunhistochemischen Untersuchungen mit einem Antikbrperpanel -
bei vergleichbar guter Spezifitit — eine deutlich geringere Sensitivitat [® 4.1. Calretinin,
S. 62].
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4.4. Komparative genomische Hybridisierung

Karyotypisierungen durch herkémmliche zytogenetische Methoden deuteten bereits vor der
Verfugbarkeit der komparativen genomischen Hybridisierung (CGH) auf einige klonale
chromosomale Anomalien bei malignen Mesotheliomen hin. In der Mehrzahl der
untersuchten Mesotheliome konnten mit den traditionellen Methoden der Zytogenetik — auch
unter Einsatz herkdmmlicher molekulargenetischer Verfahren — mehr als 10 klonale
chromosomale Anomalien nachgewiesen werden [94]. Chromosomale Deletionen wurden in
Mesotheliomen wiederholt auf den kurzen Armen der Chromosomen 1, 3 und 9 sowie dem
langen Arm von Chromosom 6 beschrieben. Als haufigste genetische Alteration wurde bei
Mesotheliomen aber der Verlust einer Kopie des kompletten Chromosoms 22 beschrieben.
Diese genetischen Alterationen gelten bei Mesotheliomen als sogenannte hot spots, also als
Alterationen, die wiederholt und gehauft bei einer Tumorentitdt nachweisbar sind. In der
Literatur finden sich weiter Hinweise auf nicht zufallige, zytogenetisch fassbare Alterationen
auf den Chromosomen 4, 6, 14, 15, 18 und 19 sowie Trisomien und Polysomien der
Chromosomen 1, 5, 7, 11, 12 und 20. Die meisten der angefiihrten Alterationen werden in
Kombination untereinander beobachtet, wobei in etwa 25 % der untersuchten Mesotheliome
nahezu alle der aufgefiihrten Alterationen nachweisbar sind [66]. Entsprechend der auch fiir
andere Tumoren postulierten und auch Uberzeugend belegten Hypothese eines multi step-
Prozesses — also der Akkumulation verschiedener genetischer Alterationen als obligate
Voraussetzung fur die Tumorrealisation — muss auf Grund der Vielzahl der zytogenetisch
fassbaren genetischen Alterationen grundsatzlich auch fur Mesotheliome ein entsprechendes

Modell unterstellt werden.

Offen ist die Frage der Aufdeckung eines fir Mesotheliome charakteristischen, und dann

auch fur die Differentialdiagnose verwendbaren Defektmusters.

Gegenlber herkdmmlichen zytogenetischen Verfahren bietet die Methode der CGH die
Moglichkeit einer wesentlich detaillierteren chromosomalen Lokalisation der detektierten
Anomalien. Die Mdglichkeit der topografischen Zuordnung chromosomaler Anomalien kann
bedingt die Ubertragung der betroffenen Loci zu bekannten Genen erlauben. Gleichzeitig
wird durch die genauere Untersuchung der Loci auch die Méglichkeit zur Charakterisierung
eines fir Mesotheliome mdglicherweise reproduzierbar nachweisbaren und ,spezifischen®

Defektmusters eroffnet.

Bei den hier zur Untersuchung gelangten 7 Pleuramesotheliomen mit fihrender epitheloider

Differenzierung konnten im Mittel mit der Methode der CGH 5,7 chromosomale Anomalien
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detektiert werden. Die Anzahl der nachweisbaren Anomalien pro Fall variierte zwischen
0 und 14 Defekten. Diese Werte liegen im Rahmen der auch mit herkémmlichen zytogeneti-

schen Verfahren nachweisbaren chromosomalen Anomalien.

Entsprechend den bisher publizierten zytogenetischen Befunden war die Mehrzahl der nach-
weisbaren Defekte durch DNA-Verluste charakterisiert. Im Mittel konnten mit der CGH 4,1
chromosomale Loci mit Hinweisen fur einen DNA-Verlust bestimmt werden (Variation O - 9
Verluste / Fall). Chromosomale Loci mit Hinweisen auf DNA-Zugewinne wurden im Mittel

mit einer Anzahl von 1,6 / Fall nachgewiesen (Variation O - 5 / Fall).

Isolierte oder kombinierte, fiir alle untersuchten epitheloiden Pleuramesotheliome reprodu-
zierbar nachweisbare Defektmuster konnte mit der CGH nicht detektiert werden. Wiederkeh-
rend fanden sich aber Verluste von genetischem Material im Bereich der Loci 3p14-21 (3
Falle), 9(p) (3 Falle), 229 (3 Falle) und 14q (2 Falle). Wiederkehrende DNA-Zugewinne im
Bereich eines oder mehrerer chromosomaler Abschnitte in Tumoren verschiedener Patienten

konnten durch die CGH-Untersuchungen nicht nachgewiesen werden.

Grundsatzlich stehen die hier mit der CGH mit Deletionen charakterisierten Loci in guter
Ubereinstimmung mit den in der Literatur publizierten, mit herkémmlichen zytogenetischen
Methoden erhobenen Befunde. Vergleicht man die hier erhobenen CGH-Befunde mit den
wenigen bislang publizierten, an Mesotheliomen erhobenen CGH-Daten, so zeigt sich auch

hier eine im weitesten Sinne grundsatzliche Kongruenz [® Tabelle 16].

Aus den bislang publizierten CGH-Befunden an Mesotheliomen ergeben sich bisher keine
Hinweise fur die Festlegung wiederkehrender charakteristischer Defektmuster zu Gruppen
von Mesotheliomen mit epitheloider, biphasischer oder sarkomatoider Differenzierung.
Durch die Beschrankung der eigenen Untersuchungen auf Mesotheliome mit fiihrender epi-
theloider Differenzierung ist daher prinzipiell eine Vergleichbarkeit der Befunde mit publizier-

ten Daten gegeben.

Vier der in Tabelle 16 zusammengestellten Veroffentlichungen von KIVIPENSAS et al.,
BIORKQVIST et al. und KNUUTILA et al. stammen aus dem Finnischen Haartmann-Institut fir
Medizinische Genetik in Helsinki. Die von den einzelnen Autoren publizierten CGH-Befunde
zeigen in Bezug auf die Defektmuster nur eine teilweise Ubereinstimmung. Dennoch muss
bei der Interpretation der finnischen Befunde die Madoglichkeit der Bearbeitung von
Gewebsproben aus den gleichen Tumoren durch die verschiedenen Autoren grundsatzlich

berlicksichtigt werden.
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Tabelle 16

Vergleich publizierter und eigener CGH-Befunde fiir maligne Mesotheliome.

Autoren DNA-Verluste DNA-Zugewinne
Kivipensas et al. (1996) [44] | 1p, 8p, 14q, 229 (15q)
Bjorkquist et al. (1997) [7] 4q, 6q, 9p, 13, 14q, 22q 1q
Bjorkquist et al. (1998) [8] 4q, 6q, 14q 7p, 159
Knuutila et al. (1998) [46] 1q, 6q, 6p, 13q, 14q -
Balsara et al. (1999) [3] 1pl2-22, 13912, 14q24-ter, |5p
22q; LOH 15q11.11-15
Krismann (2001) [48] 1p, (4p), 4q, 9p, 13q, 14q, |(15Qq)
22q
Eigene Befunde 3pl14-21, 9(p), 14q, 22¢q -

Interessant ist in diesem Zusammenhang der Ansatz von KNUUTILA et al. [46], gepoolte DNA
von verschiedenen Tumoren einer Entitat zu verwenden, um so nur charakteristische wieder-
kehrende Defekte nachzuweisen. Auch die unabhéngig von der finnischen Arbeitsgruppe von
BALSARA et al. [3] publizierten Befunde sind grundsatzlich mit anderen publizierten Daten
kongruent. Eine Ausnahme bildet hier lediglich der Nachweis chromosomaler Deletionen im
Bereich des langen Arms von Chromosom 15 (15g11.11-15). Sowohl die finnische Arbeits-
gruppen als auch KRISMANN konnten in diesem Bereich DNA-Zugewinne nachweisen
[® Tabelle 16] [8, 44, 48]. Die im Rahmen der eigenen Untersuchungen erhobenen CGH-
Befunde haben weder Hinweise auf einen DNA-Verlust noch auf einen DNA-Zugewinn im
Bereich des Chromosoms 15 erbracht. Die in den eigenen Untersuchungen wiederkehrend
an verschiedenen epitheloiden Mesotheliomen nachgewiesenen DNA-Verluste auf den
Chromosomen 9(p), 14q und 22q lassen sich gut bei den publizierten CGH-Befunden ein-
ordnen. Auffallig und nur bedingt Literatur-kongruent ist der an 3 der untersuchten 7 Falle
detektierte Verlust auf Chromosom 3p14-21, der in dieser Haufung bislang nicht beschrie-

ben wurde.

CGH Befunde bei nichtkleinzelligen bosartigen Lungentumoren

Vergleicht man die an Mesotheliomen erhobenen CGH-Defektmuster mit den an priméren
bdsartigen nichtkleinzelligen Lungentumoren, speziell mit fihrender adenoider Differenzie-
rung erhobenen Befunde, so kann unter dem Aspekt der Differentialdiagnose ein fiir beide
Tumortypen spezifisch divergentes Defektmuster nicht herausgestellt werden [® Tabelle 17].

Nichtkleinzellige bosartige Lungentumoren zeigen reproduzierbar DNA-Verluste auf den
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chromosomalen Loci 1p, 3p, 4q, 59, 6q, 8p, 9p, 13q, 18q und 21q und DNA-Zugewinne
auf den Loci 5p, 8q, 11913, 16p, 179 und 19q [80]. Vor dem Hintergrund der grof3en be-
reits lichtmikroskopisch phé&notypisch fassbaren Heterogenitat nichtkleinzelliger bosartiger
Lungentumoren — mehr als 50 % dieser Karzinome weisen mehr als eine histomorphologi-
sche Differenzierung auf [97] — ist eine weitere Differenzierung der Befunde fir Adenokarzi-
nome und Plattenepithelkarzinome nur bedingt sinnvoll. Differenziert man die Befunde aber
dennoch nach den fihrenden histomorphologischen Subtypen, so zeigen Adenokarzinome
gehauft Verluste auf den Chromosomen 3q, 99, 10p und 19 und Zugewinne auf dem lan-
gen Arm von Chromosom 1. Primare pulmonale Karzinome mit filhrender plattenepithelialer
Differenzierung werden dagegen durch DNA-Verluste auf dem kurzen Arm von Chromo-
som 2 und Zugewinne auf den Chromosomen 3g und 12p charakterisiert [® Tabelle 17]
[80].

Bereits der orientierende Vergleich der in den Tabellen 16 und 17 zusammengefassten
Befunde verdeutlicht, dass hochspezifische und sensitive, fiir die Differentialdiagnose von
Mesotheliomen und Pleurakarzinosen z. B. primarer bdsartiger nichtkleinzelliger
Lungentumoren anwendbare Defektmuster nicht festzulegen sind. Die untersuchten
Mesotheliome zeigen im Vergleich zu den nichtkleinzelligen Lungenkarzinomen DNA-Verluste
im Bereich von Chromosom 14q und 22(g) und einen Zugewinn im Bereich 15q. Unter
Beriicksichtigung der hier erhobenen und publizierten Befunde erdffnet die CGH damit aber
doch prinzipiell die Méglichkeit zur Aufdeckung wiederkehrender chromosomaler Defekte

bei Mesotheliomen.

Tabelle 17

Zusammenstellung von CGH-Befunden bei Mesotheliomen [® Tabelle 16] und
primaren bosartigen Lungentumoren [8, 80].

Tumor DNA-Verluste DNA-Zugewinne
Mesotheliome 1p(a), 3p, 449, 6q, 8p, 9p, |1q, 5p, 7p, 15q
13(q), 14q, 22(q)
Nichtkleinzellige 1p, 3p, 4q, 5q, 649, 8p, 9p, | 5p, 6p, 7p, 89, 11913, 16p,
Lungenkarzinome 13q, 18qg und 21q 179 und 199
Adenokarzinome 39, 99, 10p und 19 1(q)
Plattenepithelkarzinome | 2 3g und 12p
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Diese Defekte kdnnen bei Mesotheliomen im Bereich dieser Loci aber nur mit vergleichswei-
se relativ niedriger Frequenz nachgewiesen werden. Defekte an diesen Loci sind zudem mit
der CGH als grundsatzlich reproduzierbar auch in Tumoren anderer Organe und deren Me-
tastasen beschrieben [45]. Deshalb ist zz. die Methode der CGH im individuellen Einzelfall

eine flr die Differentialdiagnose pleural lokalisierter Tumoren wenig geeignete Methode.

Fur reaktive Pleural&sionen mit dem Bild einer Pleuritis ergeben sich bislang keine Hinweise
fur das Vorliegen chromosomaler, mit der CGH fassbarer Anomalien. KRISMANN et al. konn-
ten mit der Methode der CGH allerdings in 5 (42 %) der untersuchten 12 benignen solitaren
fibrésen Pleuratumoren chromosomale Anomalien nachweisen [49]. Auch fiur die Differenti-
aldiagnose benigner und maligner pleuraler Prozesse ist die CGH — als sehr aufwendige

Methode — damit im Einzelfall eine nur bedingt geeignete Methode.
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5.  Schlussfolgerungen

Die Differentialdiagnose bosartiger, pleural lokalisierter Tumoren allein nach den histo-
morphologischen Befunden kann — gerade in kleinen Biopsiepraparaten — auch bei Kenntnis
erganzender klinisch-radiologischer Befunde im Einzelfall auch fiir den erfahrenen Patholo-
gen problematisch sein. Zahlreiche Forschungsanséatze haben sich daher in den zuriicklie-
genden Jahren mit der Entwicklung morphologischer, histochemischer, immunhistochemi-
scher und genetischer Marker befasst. Ein einzelner hochspezifischer und sensitiver, im inter-
nationalen Expertengremium akzeptierter Marker konnte bislang nicht tiberzeugend erarbei-

tet werden.

Auch die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Marker weisen in Bezug auf die Differential-

diagnose pleural lokalisierter Tumoren unterschiedliche Sensitivitaten und Spezifitaten auf.

Die Calretinin-Immunreaktion stellt fir die Differentialdiagnose von priméren und
sekundaren Pleuratumoren mit epitheloider Differenzierung einen sehr sensitiven und
spezifischen Marker dar. Fir keinen anderen, an einem groReren Kollektiv untersuch-
ten Marker konnte eine vergleichbar hohe Sensitivitat und Spezifitat belegt werden.
Fir sarkomatoide Pleuramesotheliome erreicht Calretinin — bei hoher Spezifitat flr
die Abgrenzung gegentiber Pleurasarkomatosen — aber eine deutlich niedrigere Sen-
sitivitat. Hier muss die Calretinin-immunreaktion, die bei der pathologisch-
anatomischen Begutachtung von Gewebsproben unter der Fragestellung eines Pleu-
ramesothelioms in jedem Fall durchgefuhrt werden sollte, um ein Panel weiterer be-

wahrter Antikdrper erganzt werden.

Die Wertigkeit des immunhistochemischen Nachweises einer Akkumulation des P53-
Tumorsuppressorgenprodukts muss unter Beriicksichtigung der erhobenen Befun-
de bei der Abgrenzung zu reaktiven Pleuraldsionen und Pleurakarzinosen priméar an-
dernorts lokalisierter Tumoren differenziert bewertet werden. Da P53 grundsatzlich in
Pleuramesotheliomen, pulmonalen Adenokarzinomen und benignen Pleuraldsionen
nachgewiesen werden kann, ist die P53-Akkumulation ein fur die Differentialdiagno-
se wenig geeigneter Marker. Im Einzelfall kbnnen immunhistochemische Zusatzunter-
suchungen auf Grund des Immunreaktionsmusters aber einen ergénzenden Beitrag

bei der Differentialdiagnose benigner und maligner Pleuraldsionen liefern.

Der Nachweis von SV 40 TAg-Genfragmenten kann bei der Differentialdiagnose von

Pleuramesotheliomen und Pleurakarzinosen primér pulmonaler Karzinome im Einzel-
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fall fiir die Diagnose richtungsweisend sein. Fir die Differentialdiagnose von reakti-
ven Mesothelzellproliferaten und Pleuramesotheliomen erlangt der Nachweis im Ein-
zelfall nur akademische, aber keine diagnostische Bedeutung. Da SV 40 TAg-
Genfragmente nur in rund 50 - 60 % der Mesotheliome nachweisbar sind, erreicht
das aufwendige Verfahren eine im Vergleich zu immunhistochemischen Untersu-
chungen mit einem Antikdrperpanel - bei vergleichbar guter Spezifitat — eine deut-
lich geringere Sensitivitat. Weitere Untersuchungen mdissen zeigen, ob SV 40 bei der
Realisation von Pleuramesotheliomen neben dem Asbest die Bedeutung eines we-
sentlichen (Ko-)Kausalfaktors zukommt. Dies kann fir versicherungsmedizinische

Fragen von grofier Bedeutung sein.

Das mit der komparativen genomischen Hybridisierung (CGH) aufgezeigte hete-
rogene genetische Defektmuster ist gut vereinbar mit einer auch pathologisch-
anatomisch fassbaren groRRen Heterogenitéat der Mesotheliome. Die mit der Methode
der CGH nachweisbaren chromosomalen Defekte sind fir Mesotheliome aber wenig
spezifisch und auch nur bedingt sensitiv. Im individuellen Einzelfall stellt die CGH ei-
ne flr die Differentialdiagnose pleural lokalisierter Tumoren wenig geeignete Metho-
de dar. Auch fiir die Differentialdiagnose benigner und maligner pleuraler Prozesse

ist die CGH - als sehr aufwendige Methode — im Einzelfall nur bedingt geeignet.

Zusammenfassend hat sich im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen der immunhisto-
chemische Nachweis der Calretinin-Expression als Marker mit héchster Sensisitivitdt und Spe-
zifitat erwiesen. Bei der pathologisch-anatomischen Begutachtung von Gewebsproben unter
der Fragestellung eines Pleuramesothelioms sollte die Calretinin-Immunreaktion daher un-
bedingt durchgefuihrt werden. Letztendlich stellt fir die Differentialdiagnose pleural lokalisier-
ter Tumoren aber die Erfahrung des Untersuchers das entscheidende Kriterium bei der Aus-
wahl geeigneter Zusatzuntersuchungen und bei der abschlieBenden diagnostischen Bewer-
tung aller verfligbaren histomorphologischen, histochemischen, immunhistochemischen,

staubanalytischen und letztendlich auch klinisch-radiologischen Befunde dar.
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6. Zusammenfassung

Die Differentialdiagnose bdsartiger, pleural lokalisierter Tumoren allein nach den histomorpholo-
gischen Befunden kann im Einzelfall auch fir den erfahrenen Pathologen problematisch sein. Ein
hochspezifischer und sensitiver Marker fir die Diagnose bosartiger Pleuramesotheliome steht bis-
lang nicht zur Verfiigung.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Wertigkeit wichtiger, derzeit als potentiell relevant
diskutierter Marker fur die differentialdiagnostische Abgrenzung von Pleuramesotheliomen zu re-
aktiven Pleuraldsionen einerseits und sekundéaren boésartigen Pleuratumoren andererseits unter-
sucht. Im einzelnen wurden immunhistochemische Untersuchungen zur Expression des Calcium-
bindenden Proteins Calretinin und zur Akkumulation des Tumorsuppressorgenprodukts P53 so-
wie molekularpathologische Untersuchungen zum Nachweis einer SV 40-Infektion und zur Be-
stimmung von Veranderungen im Genom unter Einsatz der komparativen genomischen Hybridi-
sierung an Gewebsproben von Pleuramesotheliomen, sekundaren Pleuratumoren und reaktiven
Pleuralasionen durchgefiihrt. Die untersuchten Marker wiesen dabei in Bezug auf ihre Wertigkeit
bei der Differentialdiagnose pleural lokalisierter Tumoren unterschiedliche, teilweise nur bedingt
geeignete Sensitivitaten und Spezifitaten auf.

- Die Calretinin-Immunreaktion stellt fir die Differentialdiagnose von primaren und sekundaren
Pleuratumoren mit epitheloider Differenzierung einen sehr sensitiven und spezifischen Marker
dar. Fur keinen anderen, an einem groReren Kollektiv untersuchten Marker konnte eine ver-
gleichbar hohe Sensitivitat und Spezifitat belegt werden. Fiir sarkomatoide Pleuramesotheliome
erreicht Calretinin — bei hoher Spezifitat flr die Abgrenzung gegeniiber Pleurasarkomatosen —
aber eine niedrigere Sensitivitat. Hier muss die Calretinin-Immunreaktion um ein Panel weiterer
bewahrter AntikGrper erganzt werden.

- Die Wertigkeit des immunhistochemischen Nachweises einer Akkumulation des P53-
Tumorsuppressorgenprodukts muss bei der Abgrenzung zu reaktiven Pleuralasionen und
Pleurakarzinosen differenziert bewertet werden. Die Mdéglichkeit des Nachweises in Pleurame-
sotheliomen, pulmonalen Adenokarzinomen und in benignen Pleuraldsionen macht die P53-
Akkumulation zu einem nur wenig geeigneten Marker. Im Einzelfall kann der Nachweis auf
Grund des Reaktionsmusters aber einen erganzenden Beitrag bei der Differentialdiagnose be-
nigner und maligner Pleural&sionen liefern.

- Der Nachweis von SV 40 TAg-Genfragmenten kann bei der Differentialdiagnose von Pleura-
mesotheliomen und Pleurakarzinosen bdsartiger Lungentumoren im Einzelfall richtungsweisend
sein. Fir die Differentialdiagnose von reaktiven Pleuralasionen und Pleuramesotheliomen er-
langt der Nachweis keine diagnostische Bedeutung. Im Vergleich zu immunhistochemischen
Untersuchungen mit einem Antikdrperpanel besitzt der SV 40-Nachweis — bei vergleichbar gu-
ter Spezifitét — eine deutlich geringere Sensitivitat.

- Die mit der komparativen genomischen Hybridisierung (CGH) nachweisbaren chromoso-
malen Defekte sind fiir Mesotheliome wenig spezifisch. Die Methode ist auch nur bedingt sensi-
tiv. Flr die Differentialdiagnose pleural lokalisierter Tumoren stellt die CGH eine im Einzelfall
wenig geeignete Methode dar. Auch fur die Differentialdiagnose benigner und maligner pleura-
ler Prozesse ist die CGH nur bedingt geeignet.

Zusammenfassend hat sich im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen der immunhistoche-
mische Nachweis der Calretinin-Expression als Marker mit hochster Sensisitivitat und Spezifitét
erwiesen. Bei der pathologisch-anatomischen Begutachtung von Gewebsproben unter der Frage-
stellung eines Pleuramesothelioms sollte die Calretinin-Immunreaktion daher unbedingt durchge-
fihrt werden. Letztendlich stellt fiir die Differentialdiagnose pleural lokalisierter Tumoren aber die
Erfahrung des Untersuchers das entscheidende Kriterium bei der Auswahl geeigneter Zusatzunter-
suchungen und bei der abschlielenden diagnostischen Bewertung aller verfiigbaren histomorpho-
logischen, histochemischen, immunhistochemischen, staubanalytischen und letztendlich auch
klinisch-radiologischen Befunde dar.
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