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Kurzreferat:

In der vorliegenden Arbeit wird untersucht, ob bei einem cerebral-metastasierten
Adenocarzinom der Lunge Korrelationen zwischen histopathologischen Eigenschaften
des operativ entnommenen Resektates und den bildmorphologischen Ergebnissen der
zugehdrenden praoperativen MRT-Untersuchungen bestehen.

Bei 40 Patient:innen wurden die resezierten Metastasen histopathologisch hinsichtlich
der Zellzahl und der proliferativen Aktivitat (Ki67) ausgewertet und mit Ergebnissen der
zugehdrenden praoperativen MRT-Daten korreliert. Dazu wurden mittels
Segmentierung die Volumina der cerebralen Metastasen und der korrespondierenden
Perifokalodeme bestimmt. Im Anschluss wurde der zu diesen Regionen gehdrende
Apparent Diffusion Coefficienten (ADC) berechnet und anschlie3end normiert (nNADC).
Hier zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen der Gesamtzellzahl und der
proliferativen Aktivitat (r = 0,47; p = 0,001). Des weiteren konnte ein signifikanter
Einfluss der proliferativen Aktivitat (Ki67) auf den ADC-Wert des Perifokalédems
(p = 0,008) nachgewiesen werden. Die Normierung der ADC-Werte bestatigte dieses
Ergebnis bezuglich des Odems und zeigte sogar einen signifikanten Effekt des Ki67
auf die nADC-Werte der cerebralen Metastasen (p < 0,003). Der Median der
proliferativen Aktivitdt betrug 36,98% und der ADC-Werte der Metastase
1220,24 x 10°% mm2/s. Nahezu identische Werte wurden bereits fir den Primarius
beschrieben und konnten hier fir cerebrale Metastasen reproduziert werden.

Daher kann geschlussfolgert werden, dass die Diffusionsbildgebung als nicht-invasive
Methode einen direkten Zusammenhang zum histologisch  gesicherten
Adenokarzinom der Lunge herstellen kann und somit schnellstmdglich eine

zielgerichtete onkologische Therapie eingeleitet werden kann.
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Abkulrzungsverzeichnis

AAH - atypische adenomattse Hyperplasie

ADC - apparent diffusion coefficient

ALK - anaplastische Lymphomkinase

AlIS - Adenocarcinoma in situ

BK - Berufskrankheit

CRC - colorectal cancer (Kolorektales Karzinom)
CT - Computertomographie

DWI - diffusion-weighted imaging (Diffusionsbildgebung)
EGFR - epidermal growth factor receptor

FLAIR - fluid attenuated inversion recovery

FOV - field of view (Gesichtsfeld)

GGO - ground glass opacity

HCC - Hepatozellulares Karzinom

HF - Hochfrequenz

IARC - International Agency for Research on Cancer
iCC - intrahepatisches cholangiozellulares Karzinom
IMA - invasives muzingses Adenokarzinom

INV - invasives Adenokarzinom

IQR - Interquantilrang

JPEG - Joint Photographic Experts Group

KM - Kontrastmittel

KRAS - Kirsten rat sarcoma viral oncogene

LPA - lepidisches Adenokarzinom

Met - Metastase

MIA - minimal-invasives Adenokarzinom

MIB1 - monoklonaler Mausantikorper

MRT - Magnetresonanztomographie

nADC - normierter Apparent diffusion coefficient
NMR - nuclear magnetic resonance

NSCLC - non small cell lung cancer

pGGN - pure ground-glass nodules



PSN - part solid nodules

RKI - Robert-Koch-Institut

ROI - Region of Interest

SCLC - small cell lung cancer

SNR - Signal-to-noise-ratio (Signal-Rausch-Verhatnis)
TE - Time of echo (Echozeit)

TIRM - Turbo inversion recovery magnitude

TR - Time of repetition (Repititionszeit)

uiCC - Union for International Cancer Control

VOI - Volume of interest

Vol - Volumen

WHO - world health organisation (Weltgesundheitsbehérde)

ZNS - Zentrales Nervensystem
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1. Einfuhrung

Lungenkarzinome

Histologisch werden Lungenkarzinome in kleinzellige (SCLC = small cell lung cancer)
und nicht-kleinzellige (NSCLC = non-small cell lung cancer) Karzinome unterteilt.
Dabei reprasentiert die heterogene Gruppe der NSCLC absolut und relativ den
Hauptanteil der Lungenkarzinome. Die Subtypen bestehen hier aus den
Adenokarzinomen, den Plattenepithelkarzinomen, den neuroendokrinen Karzinomen,
den GrofR3zelligen bzw. Riesenzellkarzinomen und weiteren nicht ndher bezeichneten

Karzinome.
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Abbildung 1: Verteilung der bdsartigen Neubildungen der Lunge nach
histologischen Typ und Geschlecht (in Prozent), ICD-10 C33-34,
Deutschland 2017-2016 [Zentrum fir Krebsregisterdaten des Robert-Koch-

Instituts]

Im Jahr 2018 erkrankten in Deutschland 35.290 Méanner und 21.930 Frauen an
Lungenkrebs. Das mittlere Erkrankungsalter lag bei Frauen bei 69 Jahren und bei
Méannern bei 70) Jahren (Zentrum fir Krebsregisterdaten des Robert-Koch-Institus/
Barta et al. 2019). Somit ist der Lungenkrebs in Deutschland der zweithaufigste Tumor
des Mannes (nach dem Prostatakarzinom) bzw. der dritthdufigste der Frau (nach
Mamma- und Kolorektalem Karzinom).

Auch histologisch lassen sich deutliche geschlechtsspezifische Unterschiede erkenne:
So betragt der Anteil der Adenokarzinome beim Mann 40% und bei der Frau 48%.
Dem gegenuber steht ein deutlich hoherer Anteil der Plattenepithelkarzinome bei den

Mannern mit 27%.



Der Anteil der Plattenepithelkarzinome bei den Frauen betragt hier hingegen 15%.
Dabei zeigt der Anteil der kleinzelligen Karzinome hingegen keine wesentlichen
geschlechtsspezifischen Unterschiede (Mannern / Frauen 15% / 17%).

Der Anteil der dbrigen histologischen Subtypen ist ebenfalls vergleichbar (RKI,
Zentrum fur Krebsregisterdaten 2017). Beiden Geschlechtern gleich ist die relative
Zunahme der Adenokarzinome bei gleichzeitiger Abnahme der Grof3zelligen
Karzinome. Die Ursache hierfur ist Inhalt aktueller Forschungen und untersucht
Veranderungen im  Rauchverhalten (Alter, Rauchdauer, Inhalationstiefe,

Tabakprodukte) sowie Umwelteinfliisse (Barta, et al. 2019).

Des weiteren zeigen sich absolut gesehen geschlechtsspezifische gegenlaufige
Trends bei einem Anstieg der altersstandardisierten Erkrankungsrate der Frauen und
einem Ruckgang bei den Mannern, wobei das Adenokarzinom der haufigste Subtyp
unter den Nichtrauchern ist (Wild, et al. 2020). Im Jahr 2019 verstarben in Deutschland

27.882 Méanner und 16.999 Frauen an einem Lungenkarzinom.

Damit ist das Lungenkarzinom mit Abstand die h&ufigste Krebstodesursache der
Méanner und nach dem Mammakarzinom die zweithaufigste bei den Frauen (RKI,
Zentrum fir Krebsregisterdaten 2019).

Die 5-Jahres-Uberlebensrate in Deutschland betrug 2017 - 2018 fiir Manner 17% und
fur Frauen 22% (Erdmann, et al. 2021), wobei diese multifaktoriell beeinflusst wird und
abhéngig ist vom Stadium der Tumorerkrankung (UICC-Stadium | — 1V), dem

Patientenalter und dem histologischen Subtyp.
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Abbildung 2: Relatives 5-Jahres-Uberleben nach UICC-
Stadium (7.Auflage TNM) und Geschlecht ICD-10 (C33-C34)
Deutschland 2016 - 2018 /Zentrum fur Krebsregisterdaten des
Robert-Koch-Instituts

Die ginstigste Diagnosestellung zeigte sich fur die neuroendokrinen Tumoren- hier
sind 38% der Neuerkrankten im UICC-Stadium |. Demgegenuber stehen die
GrofR3zelligen Tumoren mit lediglich 11% im Stadium I. Die Adenokarzinome zeigten
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung in 59% bereits Fernmetastasen (UICC-Stadium
V). Das ist der zweith6chste Wert nach den GroR3zelligen Karzinomen (66%). Den
geringsten Anteil der NSCLC im Stadium IV bei Diagnosestellung haben die
Plattenepithelkarzinome mit 35% (Kraywinkel, et al., 2018).

Weltweit betrachtet ist das Lungenkarzinom der haufigste Tumor des Mannes mit einer
Inzidenz von 1.435.943 Neuerkrankungen im Jahr 2020. Demgegeniber belegt es bei
der Frau — vergleichbar zu Deutschland- mit einer Inzidenz von 770.828 (GLOBOCAN
2020) den dritten Platz nach dem Mamma- und dem Kolorektalem Karzinom.

Bei der Mortalitat zeigt sich eine zu Deutschland vergleichbare Situation mit 1.188.679
mannlichen an Lungenkrebs Verstorbenen (gefolgt vom hepatozellularen Karzinom mit
577.522 Verstorbenen) im Jahr 2020 bzw 607.465 weiblichen Verstorbenen (davor
Mamma mit 684996 Verstorbenen) (Sung H et al. 2021).
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Risikofaktoren

Rauchen und Passivrauchen

Zigarettenrauch ist als Ursache fur die Ausbildung eines Lungenkarzinoms der
dominierende Risikofaktor, der bereits in den 1950er Jahren erstmals beschrieben und
seitdem in mehr als 100 epidemiologischen Studien neu bewertet wurde (WHO, 2004).
So zeigt sich eine direkte Korrelation des Erkrankungsrisikos mit der Dauer des
Aktivrauchens und der Anzahl der gerauchten Zigaretten. In einer italienischen Studie
konnte ein 24-fach erhdhtes Erkrankungsrisiko fur Zigarettenraucher im Vergleich zu
lebenslangen Nichtrauchern dargelegt werden (Simonato, et al., 2001). In Deutschland
sterben jahrlich ca 26.000 Manner und 10.000 Frauen an Lungenkarzinomen, die
durch aktives Rauchen entstanden sind (Mons, et al., 2017). Bezogen auf die oben
aufgeflihrte Mortalitéat in Deutschland sind dabei 93% der Manner bzw 59% der Frauen
durch Karzinome dieser Genese verstorben. Dies deckt sich annahernd mit den
europaweiten publizierten Daten (Manner: 91% / Frauen: 65%) (McNeil, 2004). In
verschiedenen Meta-Analysen konnte auch das Passivrauchen als Humankanzerogen
bestétigt werden. Hier zeigte sich ein um 24% hodheres relatives Risiko an einem
Lungenkarzinom zu erkranken, bei einer Exposition durch den Partner (Secretan, et
al., 2009). Die gleiche Meta-Analyse zeigte ebenfalls einen evidenten Zusammenhang
zwischen der Passivrauchexposition in der Kindheit und der Ausbildung eines

Lungenkarzinoms.

Ubrige Risikofaktoren

Neben dem Aktiv- und Passivrauchen bestehen fir weitere Noxen bzw Kanzerogene
evidente Zusammenhdnge zwischen der Exposition und dem Risiko an einem
Lungenkarzinom zu erkranken. Aufgrund der deutlich geringeren Bedeutung in
Relation zum Rauchen sollen diese jedoch nur kurz beleuchtet werden.

Radon ist ein natirlich vorkommendes radioaktives Edelgas. Durch Inhalation kommt
es am Bronchialepithel zur Exposition von Alphastrahlung. Daraus resultiert ein
Anstieg des Risikos um 16% pro 100 Bg/m?3 Radonexposition (Darby, et al. 2005).

In friheren Studien wurde eine 1,5-fache Erhéhung des relativen Risikos fir
Lungenkrebs in Regionen mit erhohter Luftschadstoffkonzentration (Feinstaub)
detektiert (Pesch, et al. 1995).
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Aktuell Schatzungen ergeben, dass jahrlich 223.000 Menschen an Lungenkrebs
sterben, welcher als Folge aus der Luftverschmutzung hervorgeht, wobei die Halfte
der Todesfélle auf China und Ostasien entfallt (Lim, et al. 2010). Bei einer oben
erwahnten Gesamttodeszahl von 1.188.679 entsprache dies einem Anteil von 18,8%.
Fur weitere Noxen wie Dieselmotoremissionen (Bhatia, et al. 1998), Chromate (IARC,
1985), polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (IARC, 1983) aber auch Nickel
(Wichmann, 2004) oder Cobalt (IARC, 2006) bestehen Einstufungen als Kanzerogene,
wenngleich epidemiologische Studien, die eine Erhéhung des relativen Risikos an
Lungenkarzinomen zu erkranken, angeben kénnen weiterhin fehlen.

Hingegen ist ein Zusammenhang zwischen Asbestexposition und der Entstehung von
Lungenkarzinomen nachgewiesen und in Deutschland auch als Berufskrankheit
anerkannt (BK4104) (Drechsel-Schlund C. et al. 2003).

Adenokarzinome

Wie beschrieben, bildet der histologische Subtyp der Adenokarzinome sowohl die
grofdte Gruppe innerhalb der NSCLC als auch unter allen Lungenkarzinome (Torre et
al. 2016). Die Weltgesundheitsorganisation WHO veroffentlichte 2015 eine neue
Einteilung der Adenokarzinome der Lunge, um der zunehmenden molekularen und
genetischen Analyse gerecht zu werden. Im 20. Jahrhundert war das
Plattenepithelkarzinom der haufigste Subtyp der priméren Lungenkarzinome und
machte bei den Mannern fast die Halfte aller Falle aus (Meza et al. 2015). Seit den
1980er Jahren ist die relative Haufigkeit des Plattenepithelkarzinoms rucklaufig und
das Adenokarzinom seit 1998 der haufigste Subtyp (Lortet-Tieulent et al. 2014). Dies
ist am ehesten auf eine Anderung im Rauchverhalten zuriickzufiihren, da mit der
Herstellung von Zigaretten mit niedrigem Teergehalt oder Verdampfern auch eine
tiefere Inhalation und somit periphere Verteilung des Rauchs einhergeht (Meza et al.
2015).

Bereits 1995 hat Noguchi das Verstandnis der Adenokarzinomprogression in 6
Schritten erlautert, wobei die ersten 3 Stadien (Typen A - C) durch lepidisches
Wachstum gekennzeichnet sind (Noguchi et al. 1995), also durch den Ersatz von
Clara-Zellen und Typ-ll-Pneumozyten, die normalerweise die Alveolarwande
auskleiden. Es folgt eine zunehmende Fibrose mit alveolarem Kollaps und Entartung
(Inamura et al. 2018).
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Grundsatzlich sind pulmonale Knétchen definiert als rundliche Parenchymlasionen mit
einem Durchmesser kleiner als 30 mm. Diese kdnnen in solide und subsolide eingeteilt
werden (Hansell et al. 2008). Die subsoliden Knétchen kénnen wiederum in Milchglas-
artige Knétchen (pure Ground-Glass Nodules = pGGNSs) und teilweise solide Knétchen
(Part-Solid Nodules = PSNSs) eingeteilt werden. Alle Raumforderungen tber 30 mm
werden als Lungenmasse bezeichnet. Subsolide Knétchen sind seltener als solide
Knotchen derselben Kohorte (9,2% vs 30,2%) (Yankelevitz et al. 2015).

Gleichzeitig haben die subsoliden Knotchen eine deutlich héhere Assoziation zur
Malignitat (34% vs 7%) (Henschke et al. 2002). Die in der Computertomographie (CT)
nachweisbare Milchglastriibung (ground glass opacity = GGO) entspricht histologisch
einer teilweisen Fulllung der Luftraume, einer interstitiellen Verdickung, einem
partiellem alveolaren Kollaps, einem erhdhten kapillaren Blutvolumen oder einer
Kombination aus mehreren Faktoren (Lee et al. 2014). Im Zusammenhang mit dem
Adenokarzinomspektrum konnte in mehreren Arbeiten gezeigt werden, dass die
Milchglastribung (GGO) das bildmorphologische Aquivalent zum histologisch
gesicherten lepidischen Tumorwachstums ist (Suzuki et al. 2002; J.G. Cohen et al.
2016). Bei der Beurteilung bzw. Messung der Knotchen liefern automatisierte
Software-Ldsungen bereits jetzt einen erheblichen Beitrag und kdnnen die Variabilitat

zwischen erfahrenen Radiologen reduzieren (Goodman et al. 2006).

Dies kann gerade bei der Unterscheidung zwischen einem dichten pGGN und einem
PSN ohne Unterstitzung schwierig sein, weshalb hier eine hohe Interobserver-
Variabilitat resultiert (Ko et al. 2016; van Riel et al. 2015).

Die atypische adenomattse Hyperplasie (AAH) ist die friheste Adenokarzinom-
Spektrum-L&sion, die sich im Dunnschicht-CT nachweisen lasst (Travis et al. 2011).
Die AAH erscheint als pGGN und hat die geringsten Dichtwerte aller Lasionen des
Spektrums und ist durch ein rein lepidisches Wachstum gekennzeichnet (Lee et al.
2014). Des Weiteren ist sie rundlich konfiguriert, glatt abgrenzbar und in der Regel
bilateral mit Dominanz in den Oberlappen (Si, Ming-Jue et al. 2016; Nakahara et al.
2001).
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Das Adenocarcinoma in situ (AlS) zeigt wie die AAH ebenfalls ein rein lepidisches
Wachstum von neoplastischen Typ-ll-Pneumozyten oder Clara-Zellen entlang der
intakten Septen und keine stromale, vaskulare oder pleurale Invasion (Travis et al.
2011). Das AIS ist histologisch gréf3er als die AAH und erscheint in der CT ebenfalls
als pGGN mit glatt-berandeten Konturen (Lee et al. 2013). Bildmorphologisch kdnnen
sich Adenocarcinoma in situ auch mit kleineren soliden Anteilen darstellen, die dann
am ehesten Folge eines Alveolarwandkollaps oder einer gutartigen Narbe sind (Raptis
et al. 2018).

Zusammenfassend ist die Lasionsgrof3e der einzige signifikante Entscheidungsfaktor
zwischen préinvasiven Lasionen wie der AAH bzw. dem AIS und den invasiven
Adenokarzinomen (INV) mit einer pGGN-Morphologie. Hier konnten Lee et al eine

Spezifitat von 100% bei einem Cutoff-Wert von 10 mm zeigen (Lee et al. 2014).

Das minimal-invasive Adenokarzinom (MIA) zeigt ahnlich wie das AIS auch
Uberwiegend lepidisches Wachstum, kommt jedoch héaufig nicht mehr nur noch als
pGGN zur Darstellung, sondern mit einem soliden Anteil, der einen maximalen
Diameter von 5 mm aufweist (Kadota et al. 2014). Am haufigsten ist es in der CT jedoch
weiterhin als pGGN zu detektieren, dann aber mit einem Diameter von gré3er 10 mm
(Lim et al. 2013). Des Weiteren lasst sich im MIA histologisch nun auch eine Invasion
erkennen, sodass es zur Anordnung von Tumorzellen in azinaren oder papillaren
tubularen Strukturen kommt, aus der dann ein fibroblastisches Stroma hervorgeht,

welches haufig kollagenisiert (Fujita et al. 2009).

Die aggressivste Entitat der Adenokarzinome sind das invasive Adenokarzinom (INV)
und das invasive muzindse Adenokarzinom (IMA), wobei die Invasivitat nach
histologischem Muster in azinare, papillare, solide oder mikropapillar eingeteilt werden
kann (WHO 2015). In der Mehrzahl der Falle zeigen die INV eine komplexe heterogene
Mischung der verschiedenen histologischen Subtypen (Travis et al. 2011)
einschlielBlich des lepidischen Adenokarzinoms. Die Prognose der invasiven
Adenokarzinome korreliert dabei direkt mit dem Anteil der lepidischen Komponente.
So haben Lepidische Adenokarzinome (LPA) mit mehr als 50% lepidischer
Komponente eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 90% (Yoshizawa et al. 2011) bzw.
eine 0-Jahres-Rezidivrate von 5% (Kadota et al. 2014).
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Demgegeniiber steht eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 70% bei den
Adenokarzinomen mit papillarer oder azinarer dominierender Histologie (Duhig et al.
2015). Die schlechteste 5-Jahresiuberlebensrate haben die Adenokarzinome mit
solider und mikropapillarer Histologie als vorherrschenden Typ bei 55% (Duhig et al.
2015). So variabel wie die Histologie ist auch das Erscheinungsbild in der CT.

So konnen die INV als subsolide bzw solide Knétchen, als Masse oder auch als pGGN.
Sofern keine soliden Anteile zur Darstellung kommen, zeigt sich in der Literatur ein
signifikanter Cutoff von 16,4 mm zur Abgrenzung vom Adenokarzinom in situ (AlS)
(Lim et al. 2013).

In einer multizentrischen Studie wurde vor allem der solide Anteil untersucht- hier
zeigte sich ein signifikanter Cutoff bei 5,5 mm fur invasive Adenokarzinome und 3,3

mm fur minimal-invasive Adenokarzinome (Kakinuma et al. 2016).

Hirnmetastasen bei Nicht-Kleinzelligem Lungenkarzinom sind mit einer erhdhten
Morbiditat und Mortalitat assoziiert (de Cos et al. 2009), wobei bereits 10 - 20% der
Patienten mit NSCLC bei Erstdiagnose Hirnmetastasen haben (Matys et al. 2018).
Patienten mit dem histologischen Subtyp Adenokarzinom haben dabei ein hoheres
relatives Risiko Hirnmetastasen auszubilden als die anderen histologischen Subtypen
(Wagar et al. 2018).

Aufgrund dieser Ergebnisse empfiehlt die Européische Gesellschaft fir Onkologie
bereits seit 2016 ein Screening nach Hirnmetastasen mittels
Magnetresonanztomographie bei histologisch gesichertem Adenokarzinom (Novello et
al. 2016).

Proliferative Aktivitat

Das Ki67-Antigen ist ein Proliferationsmarker, der wéhrend des Zellzyklus in der
Interphase im Zellkern gebunden ist. Bei der mitotischen Teilung und der damit
verbunden Auflésung des Zellkerns wird dieser frei und bindet an die Chromosonen.
Dadurch kann es durch Antikdrper immunhistochemisch nachgewiesen werden.

Da dies nur in den aktiven G(1)-, S-, G(2)- und M-Phasen des Zellzyklus méglich ist,
dient der Ki67 der routinemaligen und schnellen Evaluation der sich teilenden Zellen
innerhalb eines Tumors bzw. innerhalb einer Tumorbiopsie (Gerdes, et al. 1983).
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Fur die immunhistochemische Farbung wird standardmaflig der monoklonale
Mausantikérper MIB-1 verwendet.

Um die Farbung zu verstarken kann ein sekundarer Ziegenantikdrper hinzugefugt
werden, der dann wiederum mit dem Maus-Immunglobulin-gekoppelten-Dextran
reagiert und somit den Kontrast verstarkt. Die proliferative Aktivitat korreliert mit dem

Grading und der Prognose von Adenokarzinomen der Lunge (Liu Y, et. Al 2017)

Zielstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die histopathologischen Marker der resezierten
Hirnmetastasen mit den bildmorphologischen Eigenschaften der praoperativen MRT-
Untersuchung zu korrelieren. Dadurch soll zukunftig bereits deutlich frihzeitiger eine
passende onkologische Therapie eingeleitet werden, um das klinische Outcome des
Patienten zu verbessern. Dazu wurden mdglich Zusammenhange zwischen der
proliferativen Aktivitat, dargestellt durch den Ki67-Wert mit den Volumina, der
Gesamtzellzahl sowie den ADC-Werten der cerebralen Metastase und deren
Perifokalodem untersucht. Darlber hinaus erfolgte die Untersuchung von
Einflussgréf3en, welche die Ublicherweise in der klinischen Bildgebung beobachtete
hohe Streuung der ADC-Werte beeinflussen. Hierfir wurde eine intra-individuelle
Normierung der ADC-Werte der Metastase und des Odems auf die ADC des gesunden
Parenchyms genutzt.
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2. Material und Methoden

Patient:innen

In die retrospektive Studie wurden alle Patienten eingeschlossen, die im Zeitraum
zwischen 2009 und 2020 am Universitatsklinikum Magdeburg mit cerebral-
metastasiertem Adenokarzinom der Lunge behandelt wurden und bei denen sowohl
eine praoperative MRT-Untersuchung mit entsprechendem Untersuchungsprotokoll

als auch eine Histologie im Institut fir Neuropathologie vorlagen.

Folgende Einschlusskriterien wurden bericksichtigt:

- Praoperative MRT-Bildgebung des Schadels mit
o T2w- oder FLAIR-Sequenz
o T1W-Sequenz nach Kontrastmittelgabe (KM) und
o DWI/ADC-Sequenz
- Ausreichende Bildqualitat ohne Bewegungsartefakte
- ein eindeutig der resezierten Metastase zuzuordnendes Perifokalddem

- Vorliegende Histologie der resezierten Metastase

Folgende Ausschlusskriterien wurden berticksichtigt:

- Bewegungsartefakte in den sensiblen Sequenzen (T2w/FLAIR, T1w post-KM,
DWI/ADC)

- Fehlen einer oder mehrerer Sequenzen der qualifizierenden MRT-Bildgebung
(s. Einschlusskriterien)

- Disseminierte cerebrale Metastasierung ohne eindeutige
Zuordnungsmaglichkeit des Perifokalédems zur resezierten Metastase

- Fehlendes histologisches Material im Institut fir Neuropathologie

Unter Beachtung der obigen Kriterien wurden insgesamt 40 Patient:innen identifiziert

und in die Arbeit eingeschlossen.
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identifizierte Patient:innen

n=70

Bewegungsartefakte
n=14
keine Bewegungsartefakte
n=56

keine T2w- oder FLAIR-Sequenz
n=6

T2w- undfoder FLAIR-Sequenz
n=50

keine Kontrastmittel-verstarkten
Sequenzen

n=4
Kontrastmittel-verstarkte Tlw-5equenz
n=4&
Miteinander verschmolzene
Metastasen

L
klar abzugrenzende Metastasen
n=45

Kein oder zu wenig histologisches
Material

n=5
vorhandes histologisches Material

n=40

Abbildung 3: Flussdiagram zur Patientenselektion

Magnetresonanztomographie

Die Magnetresonanztomographie (MRT) ist ein Schnittbildverfahren, welches im
Gegensatz zur Computertomographie (CT) ohne die Verwendung von ionisierender
Strahlung auskommt. Dabei bedient sich die MRT der Kernspinresonanz, eines
physikalischen Messverfahrens. Der zugrunde liegende Kernspin wurde 1924 vom
Osterreichischen Physiker Wolfgang Pauli vorhergesagt (Pauli, 1924) und konnte 1933
durch die beiden deutschen Experimentalphysiker Walther Gerlach und Otto Stern
experimentell anhand der Ablenkung eines Strahls von Wasserstoffmolekilen
nachgewiesen werden (Gerlach und Stern, 1924). Im Jahr 1937 konnte Isidor Isaac
Rabi mit Hilfe von Cornelius Jacobus Gorter erstmals das ,nuclear magnetic moment®
messen (Rabi et. Al 1938).
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Durch Gorter wurde erstmals der Begriff ,nuclear magnetic resonance- NMR)
verwendet (Gorter und Broer 1942). Felix Bloch und Edward Purcell gelang es 1946
das Prinzip der Magnetresonanz experimentell nachzuweisen, woflr beide spater mit
dem Nobelpreis fiur Physik ausgezeichnet wurden (Bloch et al. 1946). 1971 wurde
durch den Chemiker Paul Lauterbur, der dem bis dahin statischen homogenen
Magnetfeld einen Magnetfeldgradienten hinzufiigte. Somit bestand die Moglichkeit
mithilfe des Ruckprojektionsverfahrens ein  zweidimensionales Bild der
Signalverteilung zu rekonstruieren (Lauterbur 1973). 1975 ersetzte der Schweizer
Chemiker Richard Ernst die bis dato verwendete Rickprojektionstechnik durch eine
Kombination aus Phasen- und Frequenzkodierung (Kumar et al. 1975). Auf dieser
Methodik basiert die klinisch genutzten MRT-Bildgebung.

Physikalische Grundlagen

Als Kernspin wird der Eigendrehimpuls von Protonen um den eigenen
Massenschwerpunkt bezeichnet. Aufgrund der positiven Ladung der Teilchen entsteht
durch die Drehbewegung ein auf3erlich messbares magnetisches Feld. Dabei kann
das emittierte magnetische Feld jedes chemische Element (z.B. Wasserstoffatom)
durch eine spezifische Frequenz charakterisiert werden. Aufgrund der
Zusammensetzung menschlichen Gewebes, mit einem sehr hohen Volumenanteil von
Wasser, nutzt die Kklinische MRT-Diagnostik die dementsprechend emittierten

hochfrequenten Signalanteile.

Da im Gleichgewichtszustand die magnetischen Momente im Kdrper ungeordnet und
zufallig verteilt sind, lasst sich makroskopisch (auf3erhalb des menschlichen Korpers)
kein gerichtetes Magnetfeld nachweisen. Setzt man die Wasserstoff-Protonen jedoch
einem starken Magnetfeld aus, so richten sich die Kernspin-Achsen entlang der
Feldlinien des externen Feldes aus. Dies wird als Langsmagnetisierung bezeichnet.
Die Protonen richten sich dabei parallel und antiparallel in einem Verhéltnis von
1.000.007 : 1.000.000 (bei 1,0 Tesla) aus (Fermi, E. 1926). Dieser minimale
Uberschuss resultiert aus der energetisch giinstigeren Anordnung der Parallelitat von
Spin und externem Magnetfeld. Aufgrund der hohen Protonenanzahl in unserem

Kaorper reicht dieses aus, um messbare Signalanteile nachzuweisen.
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Um das fur die MRT-Bildgebung bendtigte Signal zu erhalten, muss ein kurzer Impuls
einer charakteristischen Radiofrequenz in das Magnetfeld eingestrahlt werden. Dies
gewahlte Frequenz wird durch die Lamorfrequenz definiert. Fir die Anregung von
Protonen betragt diese 42,58 MHz/T (Bloch et al. 1946). Durch den
Hochfrequenzimpuls (HF-Impuls) werden die Protonen in ihrer Ausrichtung
synchronisiert. Unmittelbar nach Anregung beginnen die Protonen sich wieder parallel
zum Grundfeld des MRTs anzuordnen. Dabei wird die Uberschussige Energie in Form
von elektromagnetischen Wellen abgestrahlt. Dieser Prozess kann mittels der
Empfangsspulen des MRTs messtechnisch erfasst werden. Das Zurtickkippen des
Vektors nach dem HF-Impuls nennt man longitudinale Relaxation oder auch T1-
Relaxation. Wahrend der Relaxation wird Energie an die Umgebung abgegeben. Die
Zeitkonstante T1 gibt die Zeit an, bis 63% der urspringlichen
Longitudinalmagnetisierung erreicht werden. Die zeitkonstante charakterisiert Gewebe

ist dabei aber abhangig von der Starke des Grundmagnetfeldes BO.

Demgegenlber steht die transversale Relaxation oder auch T2-Relaxation. Sie
beschreibt den Verlust der Phasengleichheit der Protonen (Dephasierung) und gibt an,
wann die Transversalmagnetisierung auf 37% des ursprunglichen Werts
zuriickgegangen ist. Beide Relaxationen laufen gleichzeitig ab und sind unabhangig
voneinander. Das Magnetresonanzsignal ist abhangig von der Protonendichte, von
beiden Relaxationszeiten (T1: wie schnell das Gewebe wieder erregt werden kann/ T2:
Lange des Signals) und vom Magnetfeld BO des Tomographen. Da wiederum die
Protonendichte sowie die T1- und T2-Relaxation fir jedes Gewebe spezifisch ist,

lassen sich verschiedene Kontraste berechnen (Odeblad et al. 1956).

Um nun ein Bild zu erhalten, muss die jeweilige Schicht mehrfach angeregt und
gemessen werden. Der Bildkontrast wird dabei durch die T1-Gewichtung
(Repetitionszeit/ TR) und die T2-Gewichtung (Echozeit/ TE) bestimmt. Die
Repetitionszeit beschreibt das Zeitintervall zwischen zwei Anregungen (HF-Impulsen),
durch die Protonen wieder zum Magnetfeld ausgerichtet werden. Je héher der TR-
Wert bzw. je langer die Repetitionszeit, umso groRRer ist die Langsmagnetisierung der
Protonen und das Signal wird bei erneuter Anregung starker. Die Echozeit beschreibt

das Zeitintervall zwischen der Anregung und der Messung des Signals (Axel L. 1984).
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Fur die Bildgewinnung der einzelnen Schichten wird das Gesamtmagnetfeld durch
Zuschalten eines Z-Gradienten nun absichtlich bezlglich der Resonanzfrequenz in z-
Richtung moduliert. Da die Lamorfrequenz vom gesamten anliegenden Magnetfeld (BO
+ Z-Gradient) abhangig ist, hat jede Schicht eine eigene Frequenz
(Resonanzfrequenz), mit der die Protonen angeregt werden kdnnen. Des Weiteren
werden ein Feldgradient in y-Richtung (Phasencodierung) und ein Feldgradient in x-
Richtung (Frequenzcodierung) fur die Ortscodierung genutzt.

Der y-Gradient wird nach Einstrahlung der Lamorfrequenz kurz an- und wieder
ausgeschaltet. Dadurch werden alle bereits angeregt Spins in ihrer Phase
gegeneinander verschoben (senkrecht). Der x-Gradient hingegen wird zusammen mit
dem z-Gradienten wahrend der Messung zugeschaltet. Diese bewirken, dass durch
die lokale Modulation des Grundfeldes (BO-Feld + Gradientenfelder) die
Lamorfrequenz innerhalb des Field-of-Views einen unterschiedlichen ortsabh&ngigen
Wert besitzt (Kneeland et al. 1984). Daraus resultiert ein von links nach rechts
gerichteter (waagerecht) Frequenzgradient. Insgesamt ergibt sich eine Matrix die fur
jede Ortskoordinate innerhalb des MRTs spezifische Frequenz- und
Phasenverschiebung definiert. Im Ergebnis lassen sich entsprechende Stapel von 2D-
Bildern berechnen. Zur Optimierung der Untersuchungszeit, erfolgt die Auslesung des
Field-of-Views nicht voxelweise, vielmehr erfolgen Anregung und Auslesung
schichtweise. Die so gemessene Rohdatenmatrix wird als K-Raum bezeichnet.

Die Daten in der Mitte des K-Raumes beinhalten Informationen tber den Kontrast,
wohingegen die auf3eren Bereiche Informationen tber Kanten und scharfe Strukturen
des Bildes aufweisen. Mittels Fouriertransformationen und Visualisierungsalgorithmen

werden diese Daten in ein zweidimensionales Bild umgewandelt (Minhas et al. 2022).

Diffusionsbildgebung
Grundlage der Diffusionsbildgebung (DWI) ist die 1827 von Robert Brown

beschriebene Selbstdiffusion des Wassers aufgrund thermischer Energie (sogenannte
Brownsche Eigenbeweglichkeit von Teilchen). Den Chemikern Stejskal und Tanner
gelang es 1965 die Diffusionsbewegung von Wasser durch ein kurz geschaltetes
Gradientenfeld in Kernspinresonanz-Experimenten nachzuweisen (Stejskal & Tanner,
1965).
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Die Einfuhrung in die klinische Bildgebung wird dann Denis Le Bihan zugeschrieben
(Le Bihan et al. 1986) zugeschrieben, der eine Diffusion an einem menschlichen
Gehirn nachweisen konnte. Initial wurde die DWI hauptséachlich zur Detektion
intrakranieller Pathologien wie Schlaganféllen, Epilepsien oder Tumoren verwendet. In
der aktuellen Routine ist jedoch die Messung in allen Kérperregionen maoglich, wobei
insbesondere die Detektion von kanzerdsen Verdnderungen immer mehr an
Bedeutung gewinnt, da dort meiste eine Veranderung der Membranpermeabilitat und

der Zelldichte vorliegt, was wiederum zu einer Modulation der Diffusion fuhrt.

Auch wenn der menschliche Korper zum grofdten Teil aus Wassermolekulen besteht,
konnen diese nicht frei diffundieren, sondern werden durch Bestandteile wie
Zellmembranen oder Makromolekilen an einer ungestdrten Diffusion gehindert. Zur
bildlichen Darstellung der lokalen Diffusion werden vor und nach einem
Hochfrequenzimpuls starke Magnetfeldgradienten geschaltet. Durch den ersten
Gradient erfolgt die Dephasierung der Spins. Bleiben nun alle Spins am gleichen Ort,
so erfolgt durch den 2. Gradienten eine vollstdndig Rephasierung.

Der Ausgangszustand wird wieder hergestellt. Findet jedoch ein Ortswechsel statt
(z.B. durch Diffusion), so rephasieren nicht alle Spins und es kommt im untersuchten
Volumen zu einem Signalverlust. Durch die Grol3e des Signalabfalls lassen sich
guantitative Aussagen Uber die Starke der Diffusion in der Gradientenrichtung treffen.
Das gemessene Signal hangt dabei sowohl vom Diffusionskoeffizienten des Gewebes

sowie den technischen Parametern ab.

Zu diesen Parametern zéhlen das gyromagnetische Verhéltnis, die Gradientenstarke,
die Gradientendauer sowie die Diffusionszeit (zeitlicher Abstand zwischen den beiden
Gradienten). Im Allgemeinen werden diese Parameter als b-Wert zusammengefasst,
wobei sich im klinischen Alltag hier Werte zwischen 0 und 1000 s/mm*2 etabliert haben
(Padhani et al. 2009). Erfolgen mehrere Messungen bei unterschiedlichen b-Werten
kann der erkennbare Diffusionskoeffizient = Apparent Diffusion Coefficient (ADC)
berechnet werden.

Dieser ist ein Mal} fur die Starke der Diffusionsbewegung. Somit haben Regionen mit
hoher Zellularitat und eingeschrankter Diffusionsmoglichkeit der Wassermolekile
einen niedrigen ADC-Wert. Der ADC-Wert wird fir jeden Pixel berechnet und in einer
parametrischen Karte ausgegeben (Lavdas et al. 2013).
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Korrelationen zwischen Bildgebung und Histopathologie

Bereits in den friihen 1990er Jahren wurde durch Warach et al. gezeigt, dass die DWI
und der ADC zur Gewebecharaktierisierung genutzt werden kann. Beispielhaft erfolgte
der Nachweis am infarzierten Areal beim ischamischen Schlaganfall, in denen deutlich
geringere ADC-Werte im Vergleich zur gesunden Gegenseite beobachtet wurden
(Warach et al. 1992). Bereits zwei Jahre zuvor konnte gezeigt werden, dass in
ischdmischem Gewebe die Diffusion sehr schnell abfallt (Moseley et al., 1990).

Dies liegt am ehesten an der verdnderten Membranpermeabilitit und der
resultierenden Zunahme des intrazellularen Raumes (Le Bihan et al. 2001). Wie
bereits beschrieben, haben Areale mit héheren Zellularitdt eine eingeschrankte

Diffusion und somit niedrigere absolute ADC-Werte.

Wang et al. konnte dann mittels ADC-Mapping zwischen benignen und malignen
Verdnderungen unterscheiden (Wang et al. 2001). Shen konnte einen indirekt-
reziproken Zusammenhang zwischen der Zellzahl und den ADC-Werten in
Lungenkarzinomen nachweisen (Shen et al. 2016). Dabei konnte gezeigt werden, dass
Adenokarzinome die hochsten absoluten ADC-Werte bei geringster Zellzahl (im
Vergleich zu Kleinzelligen Karzinomen) aufwiesen. Spatere Arbeiten (Ren et al. 2021)
bestétigen diese Korrelation und unterstellen, dass je grof3er die ADC-Werte sind,

desto niedriger die Proliferationsaktivitat und somit auch der Ki67 ist.

Obwohl bereits bei bis zu 14,4% der Patienten mit Adenokarzinomen der Lunge
Hirnmetastasen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung nachweisbar sind (Cagney et al.
2017), fehlen bisher detaillierte Arbeiten, die die histopathologischen Parameter des
Primartumors mit den bildmorphologischen Merkmalen der Hirnmetastasen

korrelieren.



23

Bildgebung

MRT-Akquisition

Alle Patient:innen haben praoperative MRT-Untersuchungen bekommen. Dabeli

wurden MRT-Scanner der Firmen Philips, Siemens und GE verwendet.

Die Feldstarken reichten dabei von 1,0T Uber 1,5T bis zu 3T und verteilten sich wie

folgt:
1,0T: Panorama, Philips Healthcare, Best, Niederlande
1,5T: Intera, Philips Healthcare, Best, Niederlande
1,5T: Magnetom Aera, Siemens Healthineers, Erlangen, Deutschland
1,5T: Magnetom Avanto, Siemens Healthineers, Erlangen, Deutschland
1,5T: Ingenia, GE Healthcare, Chicago, USA
3T: Magnetom Skyra, Siemens Healthineers, Erlangen, Deutschland
3T: Achieva, Philips Healthcare, Best, Niederlande

Die Bilddaten wurden mit den lokalen Standardprotokollen fur die Bildgebung bei

Patienten mit cerebraler Metastasierung aufgenommen (Spezifizierung s. Anlage 1)

Die DWI-Daten wurden durch die auf dem jeweiligen MRT-Scanner implementierte
Software automatisch rekonstruiert. AnschlieRend wurden die ADC-Maps mittels
identischer Software (OsiriX MD Ver. 14.0, Pixmeo SARL, Genf, Schweiz zzgl. des
Softwareplugins ADCmap) berechnet. Die Berechnung der ADC-Werte erfolgte
voxelweise fiur die gesamte Bildmatrix mittels einer mono-exponentiellen

Kurvenanpassung.

Si = Soexp(- b *ADC)

Wobei Si das DWI-gewichtete Signal in einem Voxel der Bildmatrix darstellt und So das
Signal im gleichen Voxel ohne die Wirkung eines diffusionsverursachenden
Gradienten. Innerhalb des exponentiellen Terms ist der b-Faktor ein Maf3 fur die
Diffusionsgewichtung. Dieses beinhaltet die Starke, Dauer und den zeitlichen Abstand

der diffusionsverursachenden Gradienten.
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Bei klinischen Anwendungen werden typischerweise b-Werte in der GroRenordnung
von bis zu 1000 sec/mm? genutzt. ADC ist der scheinbare Diffusionskoeffizient
(Apparent Diffusion Coefficient) von Wasser entlang der Richtung der
diffusionsverursachenden Gradienten. Dabei fuhrt eine hohere Wassermobilitat mit
héheren ADC-Werten zu einem geringeren beobachteten Signal Si in der
diffusionsgewichteten Sequenz. Umgekehrt fiihrt eine geringere Wassermobilitat mit
geringeren ADC-Werten zu einem héheren beobachteten Signal.

MRT-Segmentierung

Die préaoperativen MRT-Untersuchungen der Patient:innen wurden dann segmentiert.
Dazu wurde die Software MIM-Dos (Vers. 7.3.2.; MIM Software Inc., Cleveland,OH,
USA) verwendet. Zunachst wurde die relevante —spater resezierte- cerebrale
Metastase in einer Kontrastmittel-gestitzten T1-Sequenz volumetriert. Dazu wurde die
Kontur der Metastase in jeder vorliegenden Schicht handisch umfahren und so eine
VOI (volume-of-interest) generiert. AnschlieBend wurde in einer T2-gewichteten
Sequenz- mit oder ohne Flussigkeitssattigung- der Gesamtprozess der Metastase mit
dem zugehorigem perifokalen Odem volumetriert. Auch hierzu wurden die komplexen
Geometrien in jeder Schicht manuell konturiert. Durch Subtraktion des Volumens der
Metastase vom Volumen des Gesamtprozesses konnte das Volumen des alleinigen
Odems ermittelt werden. Auf Basis der so generierten VOIs wurden nun die mean-
ADC-Werte des Odems bzw der Metastase extrahiert und anschlieBend erneut
normiert (OsiriX, Pixmeo SARL, Genf, Schweiz).

Normierte ADC-Werte

Parallel zur Auswertung der ADC-Werte erfolgte die Analyse von normierten ADC
(nADC-Werten). Diese Normierung erfolgte, um den moglichen Einfluss von
endogenem und exogenem Parameter (z.B. verschiedene Magnetfeldstarken,
Patientengeometrie, Berechnungsalgorithmen) auf die DWI-Messung und damit auf
den resultierenden ADC-Wert zu begrenzen und somit die Charakterisierung
pathologischer Zustédnde mittels der diffusionsgewichteten MRT-Bildgebung zu
verbessern.Methodisch soll dadurch eine Reduzierung des Bias auf die Berechnung
des ADC realisiert werden. Die Normierung des fir die pathologischen VOIs
berechneten ADC-Wertes erfolgt dabei auf eine lagegleiche Region im gesunden
Parenchym der kontralateralen Seite.
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Abbildung 4: (A) Volumetrie einer supratentoriellen Metastase (turkis) in einer

Kontrastmittel-verstarkten T1-Sequenz. (B) Volumetrie des Gesamtprozesses (pink)
mit perifokalem Odem in einer Fliissigkeits-gesattigten T2-Sequenz (FLAIR) (C)
Volumetrie der gleichen Metastase (griin) und des perifokalen Odems (gelb) (D)
Darstellung des Apparent Diffusion Coefficients (ADC) der gleichen Metastase (turkis)
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Histopathologische Untersuchungen

Im Rahmen der Arbeit erfolgte die eigenstandige histopathologische Analyse der
operativ entnommen Gewebeproben. Die Resektate waren aus der Biodatenbank der
Neuropathologie des Universitatsklinikums verfiigbar. Nach der optischen Auswertung
erfolgte eine Inkubation mit verschiedenen Reagenzien. Anschlieend wurden die
Proben paraffiniert, geschnitten und entparaffiniert, sodass dann die
Immunhistofarbung erfolgen konnte (Details siehe Anlage 2)

Digitalisierung

Die immungefarbten Proben wurden nun unter Verwendung eines
Floureszenzmikroskops (Keyence BZ8000K, Keyence Deutschland GmbH, Neu-
Isenburg) bei einer 20-fachen VergréRerung analysiert und digitalisiert. Anschliel3end
wurden die so generierten jpeg-Dateien mittels semiautomatisierter Software (QuPath
Version 0.4.3, Edinburgh, Schottland) ausgewertet.

So konnten sowohl die Zellzahl als auch die proliferative Aktivitat detektiert werden.
Letztere ergab sich aus dem prozentualen Anteil der Ki67-positiven Tumorzellen

gegenuber der Gesamtzellzahl.

Statistische Analyse
Fur die statistische Analyse wurden die Softwares von SSPS (IBM SPSS, Ver 25,
Armonk, NY, USA) sowie DATAtab (DATAtab e. U. Graz, Osterreich) verwendet.

Dabei wurden die extrahierten Werte mittels deskriptiver Statistik ausgewertet

inklusive der absoluten und relativen Haufigkeiten ausgewertet.

Der Effekt von Faktoren wie dem Volumen von Metastase und Odem, sowie Ki67 und
der Zellzahl im Resektat auf die mittels MRT beobachtete mittlere ADC (bzw. mittleren
nADC) im VOI der Metastase bzw. dem zugehdrenden Perifokalddem wurden mittels
einer ANOVA/MANOVA untersucht. Die Faktoren wurden fir die Analyse anhand der
Verteilungsbeschreibenden Kennwerte (Interquantilranges IQR - IQR25, Median und
[IQR75) in vier Gruppen unterteilt.

Die Eignung des strukturfindenden Testes fur die Analysen (Gleichheit der Varianz in
den einzelnen Gruppen — Homoskedastizitdt) wurde zuvor durch den Levene-Test

bestétigt.
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Begleitend wurde die Spearman’s Rangkorrelationsanalyse durchgefuhrt, um
Zusammenhange zwischen den segmentierten Volumina und den unabhangigen
Faktoren aufzuzeigen.

Alle durchgefiihrten Tests waren zweiseitig, und Signifikanz wurde bei einem p-Wert

von weniger als 0,05 angenommen.

3. Ergebnisse

Patient:innen

Anhand der gewahlten Einschlusskriterien konnten aus dem Untersuchungszeitraum
40 Patient:innen mit cerebral-metastasiertem Adenokarzinom der Lunge in die
retrospektive Analyse eingeschlossen werden. Die Patient:innen waren zum
Untersuchungszeitpunkt durchschnittlich 59,5 Jahre alt (Range: 42 - 77 Jahre).

Die Geschlechtsverteilung zeigt einen weiblichen Anteil von 2/5 (n = 16) bei einem

mannlichen Anteil von 3/5 (n = 24).

Volumetrische Analyse

Das im praoperativen MRT segmentierte durchschnittliche Volumen der spéater
resezierten Metastase betrug 16,4 ml £ 15,3 ml; Median: 12,6 ml (Range: 0,7 ml bis
63,4 ml). Das Volumen des jeweiligen Perifokalodems der Metastase betrug in der
MRT 60,6 + 54,6 ml (Median: 39,6; Spannweite: 2,1 - 206,9).

Ein signifikanter Effekt des Ki67 und der Gesamtzahl der Kerne in der zugehérenden
histologischen Probe auf das segmentierte Volumen der Metastase und des Odems
war nicht nachweisbar (p > 0.27). Die Verteilung der Messwerte sind in Abbildung 5

dargestellt.
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Abbildung 5: (A) Darstellung des segmentierten Metastasenvolumens und (B)
Volumen des Perifokaldodems in Abh&ngigkeit von der histologisch bestimmten

Gesamtzahl der Kerne.

Parallel zeigte sich eine mittelgradig ausgepragte Korrelation zwischen der Anzahl der
Kerne sowie dem volumetrierten Metastasenvolumen (Spearman rho = 0.36,
Abbildung 5 A) und dem Volumen des Perifokalédems (Spearman rho = 0,25,
Abbildung 5 B)
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Abbildung 6: (A) Darstellung des segmentierten Metastasenvolumens und (B) des

Volumens des Perifokalodems in Abhangigkeit des Ki67.

Eine vergleichende Analyse der verschiedenen Volumina (Metastase und Odem)

zeigte keine Korrelation mit dem Proliferationsindex Ki67 (Spearman, rho < 0,1)
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Abbildung 7: Darstellung des segmentierten Volumens des

Perifokalddems und des korrespondierenden

Metastasenvolumens.

Eine maRige Korrelation konnte zwischen dem Volumen der Metastase und dem

perifokalen Odem aufgezeigt werden (Spearman, rho = 0.26)

Analyse der ADC-Daten

Die Analyse der ADC-Werte erfolgte fiir die Metastasen sowie das perifokale Odem.
Der mittels ROI-Analyse bestimmte mittlere ADC-Wert betrug fur die Metastasen
1256,5 +393,8 x 10 mm2/s (Median: 1220,24, IQR: 950,4/ 1502,3, Spannweite: 521,6
- 2398,2).

Entsprechend wurde fiir das perifokale Odem im mittel ein ADC von 1252,5 + 276,5 x
10® mm?/s; Median: 1244,95 (IQR: 1101,6 / 1433,7, Spannweite: 420,1 - 1856,3)
bestimmt.

Die Zellzahl in den untersuchten Schnitten betrug im Durchschnitt 856,1 + 545,50;
Median: 794 Zellen (IQR: 529,5/ 1023,2 Spannweite: 45,0 - 2512,0 Zellen).

Die proliferative Aktivitdat wurde durch Verwendung des immunhistochemischen
Markers Ki67 analysiert. Die durchschnittliche Anzahl der Ki67-positiven Zellen betrug
446,6 £ 511,1 Zellen; Median: 296,50 Zellen (IQR: 119,5/ 484,2 Zellen, Spannweite: 6
- 2204 Zellen). Die Aktivitat betrug im Mittel 36,98% (Spannweite: 2,9% - 89,0%).



durch die braunliche Farbung von den blaulichen Zellkernen zu unterscheiden.
(B) Praparat mit einem Ki67-Wert von 89%.

Mittels strukturfindender Analyse wurde kein signifikanter Effekt von Ki67 (p = 0,08)
und der Anzahl der Kerne (p = 0,35) auf den fur die Metastase berechneten ADC-Wert
ermittelt. Im Gegensatz wurde fiir das Odem ein signifikanter Effekt fur den Faktor Ki67
auf den ADC-Wert nachgewiesen (p = 0,008). Der Einfluss der Gesamtzahl der Kerne
ist dabei grenzwertig nicht signifikant (p = 0,09).

Analyse der normierten ADC-Daten

Mittels MANOVA wurde ein signifikanter Effekt des K167 auf die normierten ADC-Werte
(nADC) der Metastasen und des Odems identifiziert (p < 0,003, F = 2,8).

Der Einfluss der Gesamtanzahl der Kerne auf die nADC-Werte von Metastase und
Perifokalédem wurde dabei als grenzwertig signifikant beschrieben (p = 0,05, F = 2,3).

Die Effekte wurden anhand von Interactionplots visualisiert (Abb. 9/10):
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Abbildung 9: Darstellung der mittleren nADC-Werte in (A) der Metastase und (B)
im zugehorenden Perifokalddem. Die Faktoren Ki67 und die Gesamtzahl der Kerne

wurden entsprechend der IQ-Ranges geclustert.

Dabei zeigte sich fir niedrige Ki67-Werte (Q1: 2,9% — 22,3% und Q2: 22,34 — 37,0%)
ein konstanter Abfall des nADC mit zunehmender Anzahl der Kerne (Signifikanzen).

Dieser Effekt wird fir sowohl fir die nADC-Werte der Metastasen als auch flr die
nADC-Werte der Odeme beobachtet (Abbildung 9). Bei héherem KI67 (Q3 und Q4:
37,9 — 86,0 %) ist dieser Effekt nicht mehr zu beobachten.
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Abbildung 10: Darstellung der Sub-Gruppe, bei der ein signifikanter Effekt von
Ki67 und der Gesamtzahl der Kerne auf den mittleren nADC-Werten in (A) der
Metastase und (B) im zugehérenden Odem beobachtet wird. Die Faktoren Ki67

und die Gesamtzahl der Kerne wurden entsprechend der 1Q-Ranges geclustert

Dabei wird sowohl fur die Metastasen als auch fiir das Perifokalddem bei einem Ki67

im Bereich der ersten Quantile (Q1: 2,9% — 22,3%) ein im Vergleich zur zweiten
Quantile (Q2: 22,3% — 37,0%) signifikant kleinerer nADC-Wert beobachtet.
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Abbildung 11: Korrelation zwischen Zellzahl und Ki67

Uber alle Daten zeigte sich auch, dass zwischen der Gesamtzellzahl und der
proliferativen Aktivitat eine signifikante positive Korrelation besteht (Spearman, rho r =
0,47 und p = 0,002).

4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Untersuchung einer mdglichen Korrelation von
histologischen Parametern wie Ki67 und der Gesamtzellzahl mit den Ergebnissen der
MRT-Bildgebung. Im Vergleich wurde als bildmorphologisches Surrogat die
diffusionsgewichtete MRT und insbesondere das Ergebnis der daraus berechneten
ADC-Werte. Zielstellung war es Wissen abzuleiten, um deutlich ziigiger eine passende
onkologische Therapie einleiten zu kénnen. Neben der Auswertung der ADC-Werte
erfolgte parallel eine Analyse der sogenannten nADC-Werte, um die hohe
Heterogenitat der untersuchten Bilddaten, insbesondere der genutzten MRT-Technik,
zu kompensieren (Mishra et al. 2021; Foltyn-Dumitru et al. 2023; Qin et al. 2018)

Es konnte gezeigt werden, dass eine signifikante positive Korrelation zwischen der
Gesamtzellzahl und dem Ki67-Wert (r = 0,5; p = 0,001) besteht. Fir die untersuchten
Faktoren Ki67 sowie die Gesamtzahl der Kerne war hingegen kein signifikanter Effekt
auf den ADC-Wert der Metastasen nachweisbar. Lediglich fir den ADC-Wert des
Perifokalddems wurde ein signifikanter Effekt identifiziert.

Der Einfluss der Gesamtzellzahl war dabei grenzwertig nicht signifikant.
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Mittels der parallel genutzten Methodik der nADC konnte hingegen ein Einfluss dieser
Faktoren nachgewiesen werden. Bei niedrigen Ki67-Werten (Ki 67 < 37%, Median des
beobachteten Ki67) wurde bei zunehmender Gesamtzellzahl eine Abnahme des
normierten ADC-Wertes (nADC) der Metastasen und des Odems identifiziert (p <
0,003).

Bei modellhafter Annahme einer nicht beeinflussten ADC in der Referenzregion ist
dieses auf eine Abnahme des ADC bedingt durch die zunehmende Zellzahl im
Volumen zurtckzufihren. Bei Tumoren mit einem Ki67 oberhalb des Medians in der
untersuchten Patientenkohorte ist dieser Effekt nicht mehr nachweisbar.

Eine mdgliche Hypothese ist, dass bedingt durch den deutlich héheren Anteil Ki67-
positiver Zellen bei zunehmender Gesamtzellzahl die Diffusionsfahigkeit im Gewebe
(dargestellt Gber die Abnahme des nADC) nicht mehr mit der zunehmenden Zellzahl
(im Sinne einer Zelldichte) korreliert. Dieses kann aus den vorliegenden Daten aber
nicht abschlieBend nachgewiesen werden, da hier der absolut quantifizierende
Charakter des Verfahrens nicht gegeben ist und sich die Effekte lediglich bei einer

zusatzlichen Normierung auf den ADC einer Referenzregion darstellen.

Dartber hinaus war auch fir den Ki67 bei Werten unterhalb der Verteilungsmedians
zusatzlich eine positive Korrelation mit dem nADC der cerebralen Metastasen
nachweisbar. Ein &hnlicher Zusammenhang besteht auch fir die nADC-Werte des
zugehdrenden Perifokalddems, sodass sich zusammenfassend die bisher
vertffentlichten Daten nicht uneingeschrankt auf eine cerebrale Metastasierung
Ubertragen lassen. Im Gegensatz zeigt die vorherrschenden Literatur eine moderat
negative Korrelation mit den ADC-Werten der Adenokarzinome. Dies bedeutet also,
dass die Zellproliferationsaktivitat umso geringer ist, desto hoher der ADC-Wert ist
(Ren et al. 2021). Die Analyse von Ren et al. bezog sich dabei aber auf die Analyse
des Primarius, wobei der Ki67 im Bereich von 20% - 40% lag und damit gut auf unser
beobachtetes Werteintervall korrelieren lasst. Fiur Metastasen fehlen in der Literatur
publizierte Daten, so dass die Diskrepanz insbesondere vor dem Hintergrund der

spater diskutierten methodischen Limitation nicht aufgeldst werden kann.
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Bisher erfolgten unterschiedliche Versuche, um die Diffusionsbildgebung fir den
guantifizierenden Nachweis zellularer Eigenschaften zu nutzen. Von besonderem
Interesse sind dabei z.B. die Differenzierung verschiedener histologischer Subtypen
(Adenokarzinom, SCLS, Plattenepithelkarzinom) u.a. anhand der verschiedenen
Zellularitat. Grundlage fur den methodischen Ansatz ist die verschiedene Zellgréf3e der
histologischen Subtypen. So betragt diese fur die Kleinzelligen Karzinome 4 - 9 um,
fur Plattenepithelkarzinome durchschnittlich 16 pm und fir Adenokarzinome bis zu 40
pm (Junker et al. 2000).

Die publizierten ADC-Werte der Adenokarzinom-Kohorten liegen dabei zwischen den
niedrigeren Werten der SCLC wund den etwas hoheren Werten der
Plattenepithelkarzinome. So betragt der ADC-Wert der Adenokarzinome in einer Arbeit
aus dem Jahr 2018 fur den Primarius bei einer Kohorte n = 56 durchschnittlich 786,4
X 10 mm?/s (Jung WS et al. 2018). In einer Arbeit aus dem Jahr 2022 (Li G et al.
2022) zeigten sich ADC-Werte des Primarius in einer Kohorte mitn = 33 von 1219,6 +
201,3 x 10°®* mm?/s.

Hierbei ist bereits eine deutliche Varianz der absoluten Werte zu erkennen. Jung et al.
untersuchten zusatzlich, ob es einen Zusammenhang zwischen ADC-Werten und
weiteren histopathologischen Faktoren wie dem epidermal growth factor receptor
(EGFR)-Status oder weiteren Mutationen wie der anaplastic lymphoma kinase (ALK)
oder der Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (KRAS) gibt.

Dabei konnte Korrelation nachgewiesen werden.

Vergleicht man die aktuellen Ergebnisse mit den ADC-Werten aus der hier
vorliegenden Arbeit (ADC-Metastase: Median 1220,24 x 10° mm2/s) , dann lasst sich
hier eine nahezu vollstandige Ubereinstimmung der ADC-Werte des Primarius mit den

hier untersuchten cerebralen Metastasen dokumentieren.

Des weiteren besteht bei einem intra-individuellen Vergleich der ADC-Werte des
Perifokaldodems eine signifikante positive Korrelation mit den ADC-Werten der

cerebralen Metastase (r = 0,77 und p < 0,001).
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Es stehen bisher mehrere Arbeiten zur Verfliigung, die bildmorphologische Parameter
mit der Histologie des Primartumors korrelieren. So konnte in einer Metaanalyse mit
2016 Patientiinnen aus dem Jahr 2015 gezeigt werden, dass mittels
Diffusionsbildgebung sicher zwischen Kleinzelligen Lungenkarzinomen (SCLC) und
Nicht-Kleinzelligen Lungenkarzinomen (NSCLC) unterschieden werden kann.

Die hohe Zellularitat der Kleinzelligen Lungenkarzinome, was wie bereits erwahnt nur
eine sehr geringe Diffusion und dadurch sehr geringe absolute ADC-Werte bedingt,

war hier beziglich der Differenzierung der zentrale Aspekt.

Vergleichbares konnte fir die Unterscheidung zwischen SCLC-Zellen und dem
Adenokarzinom gezeigt werden. Wiederum erfolgte die Differenzierung aufgrund der
deutlichen Unterschiede in der ZellgréRe, welche beim SCLC zu einem dichteren
Packing im Tumor fuhrt und damit einhergehend in einem typischerweise deutlich
verringerten Extrazellularraum resultiert. Dieses bedingt dann die Mdglichkeit der
Differenzierung aufgrund des niedrigeren ADC-Werts der Kleinzelligen Karzinome im

Vergleich zu den Adenokarzinomen (Zhang B. et al. 2023).

Eine genauere Unterscheidung der einzelnen Subtypen der NSCLC gelang bisher
hingegen nicht. Die Unterscheidungen zwischen z.B. Adenokarzinomen und
Plattenepithelkarzinomen konnte bisher anhand der ADC-Methodik nicht geleistet
werden (Shen G et al. 2016; Li G et al. 2022). Eine mégliche Ursache kann sein, dass
vergleichbar zur vorliegenden Arbeit beobachteten Effekte beziglich von Variationen
der Zellzahl und des Ki67 nicht durch die im klinischen Setting gemessen ADC-Werte
aufgeldst werden konnten. Patientenindividuelle und systemspezifische Aspekte (z.B.
MRT-Feldstarke) wurden hier bisher nicht beriicksichtigt. Im Vergleich dazu war das
hier genutzte Konzept der nADC bezuglich der Auflésung des Einflusses von zellularen
und individuellen Faktoren der MRT-Bildgebung erfolgreicher (Schmeel, F.C. 2019).

Trotz der Entwicklung der MRT-Technik und der sich damit darstellenden deutlich
verbesserten Messbedingungen, kann die erforderliche Empfindlichkeit und Stabilitat
der Systeme bezuglich der Messung zellularer Variationen (z.B. der Dichte) nicht

ausreichend gewabhrleistet werden.
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In der Zusammenschau ist das Konzept der Nutzung der ADC zur Identifizierung von
Gewebetypen/-subtypen mit mehreren methodischen Schwierigkeiten verbunden. So
werden allgemein bei vergleichbaren Gewebetypen erhebliche Schwankungen in der
ADC beobachtet.

In diesem Kontext sind verschiedene Faktoren kritisch zu diskutieren.

Diese sind verschiedene Parametrisierungen fir die Messung der einer ADC-
Berechnung zugrundeliegenden DWI (z.B. der verwendeten b-Werte), die Feldstarke
des Scanners, die Patienten- und Spulengeometrie, zeitliche Fluktuationen im
Magneten und Unterschiede bei den Messungen zwischen den Auswertern (Hu YC et
al. 2020). So beeinflusst die Feldstarke des Magnetresonanztomographen (MRT)
verschiedene Aspekte der Bildqualitat und der Signalintensitat, was sich wiederum auf
die Messung der Diffusionseigenschaften von Gewebe auswirken kann.

Hohere Feldstarken bieten in der Regel ein besseres Signal-Rausch-Verhaltnis (SNR),
was zu praziseren und zuverlassigeren ADC-Messungen fuhren kann.

Allerdings kénnen bei h6heren Feldstarken auch spezifische Artefakte auftreten, wie
z.B. verstarkte Suszeptibilitatsartefakte, welche die Messungen beeinflussen kénnen.
Zusatzlich kénnen Unterschiede in den Sequenzeinstellungen, die oft angepasst
werden, um die hohere Feldstarke optimal zu nutzen, zu Variationen in den
gemessenen ADC-Werten fihren. Daher ist es wichtig, bei der Interpretation von ADC-
Werten die Feldstarke des MRTs sowie die spezifischen Scan-Parameter zu

bericksichtigen.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich das Potential der Normalisierung klinisch
ermittelter ADC-Werte (hAADC-Methodik). Dieses zeigte sich durch den Nachweis von
Effekten in den nADC-Werten, die methodisch-plausibel mit den histologischen
Ergebnissen korrelieren. Dieses Ergebnis zeigte sich bereits auch bei anderen
Tumorentitaten wie z.B. in der Leber (Do et al. 2010) und der Prostata (Boesen et al.
2015; De Cobelli et al. 2015).

Zur Berechnung der nADC-Werte wird aus Grtinden der Praktikabilitat in der Regel ein
benachbartes Gewebekompartiment (in der identischen MRT-Schicht) als
Referenzregion analysiert. Dabei wird angenommen, dass diese Region denselben

Feldheterogenitats- und Suszeptibilititseffekten wie die Lasion selbst unterliegt.
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Eine Einschrankung besteht jedoch darin, dass das scheinbar gesunde benachbarte
Parenchym, das fur die Normierung verwendet wird, in gewissem Mal3e von einer
Grunderkrankung betroffen sein kann, welche den ADC-Wert ebenfalls beeinflusst
(Leitao et al. 2012).

Parallel demonstrierten verschiedene Autoren, dass die ADC-Messung eine gute
Reproduzierbarkeit aufweist, sofern hierfir das gleichen MRT-Gerat genutzt wurde.
Starke Variationen in der ADC wurden dabei aber zwischen verschiedenen Modellen
und unterschiedliche Feldstarken (1,5T und 3T) nachgewiesen (Zhu et al. 2017).

Fur die klinische Praxis und Forschung ist es essenziell, ADC-Messungen innerhalb
derselben Studie oder diagnostischen Bewertung mit derselben Feldstarke und unter
maoglichst ahnlichen Scan-Bedingungen durchzufiihren, um die Vergleichbarkeit zu
gewahrleisten.

In diesem Kontext gelang bereits die Korrelation von histologisch-basierten
Parametern mit dem bildmorphologischen Surrogat der ADC. So konnte bereits 2017
in einer Metaanalyse gezeigt werden, dass zwischen den ADC-Werten und der
Zellularitat in verschiedenen Tumorentitaten ein direkter Zusammenhang besteht und
in allen untersuchten Entitaten eine moderate negative Korrelation vorliegt (Surov et
al. 2017). Fur invasive Mamma-Karzinome konnte bereits eine signifikante Korrelation
der ADC-Werte mit dem Tumorgrading publiziert werden.

So sind die ADC-Werte fur G1-Tumoren signifikant hoher als fir G2- bzw G3-Tumore
(Santucci et al. 2021).

In einer aktuellen Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die ADC-Werte mit der
Tumorzellularitdat in  hepatozellularen Karzinomen (HCC), intrahepatischen
cholangiocellularen Karzinomen (iCC) und Lebermetastasen von kolorektalen
Karzinomen (CRC) korreliert (Surov et al. 2023). Auch fir Karzinome der Kopf-/Hals-
Region (Oropharynx/ Hypopharynx/ Larynx) konnte eine negative Korrelation bzgl. der
Zellularitdt und der ADC-Werte dargelegt werden (Driessen et al. 2015).

Fir nicht-epitheliale Tumoren wie beispielsweise das primare ZNS-Lymphom konnten
im Trend moderate negative Korrelationen - wenngleich nicht signifikant - aufgezeigt
werden (Schaob et al. 2016).
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Die Homogenitat in der fur die MRT-Diagnostik genutzten Gerate-Pools kann jedoch
nicht ohne weiteres gewahrleistet werden. Vor diesem Hintergrund etablieren sich
verschiedene internationale Initiativen zur Standardisierung der MRT-Bildgebung.
Zielstellung ist dabei die u.a. die Optimierung der DWI/ADC-Methodik bezuglich einer
reproduzierbaren und vergleichbaren Ergebnisqualitat (Shukla-Dave et al. 2019), um
somit valide Ergebnisse fur klinische Anwendungen und fur die Forschung zu
gewahrleisten - beispielhaft hierfur sind dabei die Initiativen der Europaischen
Gesellschaft fur Radiologie (EIBALL — European Imaging Biomarkers Alliance) und der
Radiologischen Gesellschaft Nordamerika (RSNA - QIBA Quantitative Imaging
Biomarkers Alliance).

Diese unterstreichen auch die Notwendigkeit der Standardisierung der Bildgebung und

in diesem Kontext der Qualifizierung einzelner Systeme.

Bisher praktizierte LOsungsanséatze der Patientenuntersuchung am identischen
System, wie es in klinischen Studien umgesetzt wird, bzw. die Nutzung einer
Normierung auf ein von der diagnostizierten (pathologischen) Struktur spezifisches zu

wéhlendes Referenzgewebe bleiben aus methodischen Grinden dahinter zurlck.

In diesem Kontext weist die hier vorliegende Arbeit eine Reihe von Einschrankungen
auf, darunter ihr retrospektiver Charakter und die heterogene Patientenpopulation mit
z.T. abweichender Parametrisierung der zugrundeliegenden DWI-Aufnahmetechnik
(b-Werte, Magnetfeldstarke, Spulenausstattung mit unterschiedlichem
Rauschverhalten, etc.).

Bei einer Verbesserung der Korrelation der nADC-Werte mit histologischen
Eigenschaften des Gewebes ware auch eine Analyse anderer Entitaten und Subtypen
von Interesse gewesen.

Aufgrund der Ein-/Ausschlusskriterien gelang es nicht, vergleichbare und
reprasentative Kohorten zu generieren. Hinderlich war hier die variantenreiche
klinische Realitat, welche bei der Formierung der Studienpopulation zu einer hohen

Ausschlussrate (z.B. infolge fehlender Daten) fihrte.



39

5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie konnte eine signifikante Korrelation beztiglich der Zellzahl,
der proliferativen Aktivitat sowie den nADC-Werten von cerebralen Metastasen bzw
deren Perifokalddemen von metastasierten Adenokarzinomen der Lunge belegt
werden. Die Daten aus den publizierten Arbeiten bzgl des jeweiligen Primarius lie3en
sich auf cerebrale Metastasen in hohem Mal3e Ubertragen. Mit dieser Erkenntnis
eignet sich die Diffusionsbildgebung als nicht-invasive Methode, um bereits in Routine-
MRT-Untersuchungen bei der Detektion von cerebralen Metastasen einen
Zusammenhang zum histologischen Subtyp und somit auch zur Pradiktion des
klinischen Outcomes herzustellen.

Im Kontext der Ergebnisse kann jedoch auch davon ausgegangen werden, dass die
ADC-Normierung ein vielversprechendes Instrument zur Verbesserung der
Genauigkeit der ADC-Messung und der diagnostischen Leistung ist.

Als Einschrankung sollten bei der Verwendung der normierten ADC bericksichtigt
werden, dass Scanner-Protokoll und Patienten-immanente Effekte, die einen Bias in
der ADC-Methodik darstellen nur in Grenzen kompensiert werden kdnnen.

Die fehlende Standardisierung der DWI-MRT (einschlie3lich des Aufnahmeprotokolls
und der Signalanalyse) ist eine wichtige Einschrankung, um translative Vergleiche
zwischen Studien (aber auch zwischen Patienten) zu ermdglichen.

Um diese Einschrankungen zu Uberwinden, kénnen normierte ADC-Modelle als
kunftige Forschungsansatze betrachtet werden, da technologische Innovationen die
Qualitat der klinischen diffusionsgewichteten MRT weiter verbessern und inzwischen
ausgereiftere Datenverarbeitungssysteme verfiigbar sind.

Alternativ sind aber auch die sich international etablierenden Konzepte der
Standardisierung und  Qualifizierung der diffusionsgewichteten MRT zu
berlcksichtigen.

Zukunftig sollten grof3e Kohorten von verschiedenen Tumorentitdten mit den jeweiligen
praoperativen MRT-Untersuchungen und insbesondere den ADC-Werten (0.a. NADC-
Werten) im retrospektiven Design korreliert werden, um allgemein guiltige Cutoff-Werte
zu generieren und zukunftig schnellstmoglich eine zielgerichtete onkologische

Therapie einleiten zu kdnnen.
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Anlage 1 — Untersuchungsprotokolle der verschiedenen MRT-Hersteller

GE:

a) axiale T2-gewichtete Spin-Echo-Sequenzen mit 5 mm Schichtdicke (TR 7260/
TE 118),

b) axiale T1-gewichtete Gradienten-Echo-Sequenzen mit 4 mm Schichtdicke (TR
8/TE 3) nach Gabe von intravenésem Kontrastmittel mit 1 ml/10 kg Korpergewicht
(Gadovist, Bayer Healthcare, Leverkusen, Deutschland),

C) axiale Diffusions-gewichtete Sequenzen (DWI) sowie Apparent Diffusion
Coefficient (ADC) mit 5mm Schichtdicke (TR 5825/ TE 76); FoV 260 x 260 mm;
Akquisitionsmatrix 128 x 128

Philips:

a) axiale T2-gewichtete Spin-Echo-Sequenzen mit 5 mm Schichtdicke (TR 5345/
TE 98),

b) axiale FlUssigkeits-gesattigte T2-gewichtete Sequenz mit inversem Spin
(FLAIR) mit 5 mm Schichtdicke (TR 6000/ TE 90),

C) axiale T1-gewichtete Spin-Echo-Sequenzen mit 5mm Schichtdicke (TR450/ TE
15) nach Gabe von intraventésem Kontrastmittel mit 1 ml/10 KG Korpergewicht
(Gadovist, Bayer Healthcare, Leverkusen, Deutschland)

d) axiale T1l-gewichtete Gradienten-Echo-Sequenzen mit 1,5 mm Schichtdicke
(TR24/ TE 8) nach Gabe von intravendsem Kontrastmittel mit 1ml/10 KG
Korpergewicht (Gadovist, Bayer Healthcare, Leverkusen, Deutschland),

e) axiale Diffusions-gewichtete Sequenzen (DWI) sowie Apparent Diffusion
Coefficient (ADC) mit 4mm Schichtdicke (TR 5382/ TE 116); FoV 230 x 230mm;
Akquisitionsmatrix 152 x 106)
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Siemens:

a) axiale T2-gewichtete Spin-Echo-Sequenzen mit 4 mm Schichtdicke (TR 6000/
TE 79),

b) axiale FlUssigkeits-gesattigte T2-gewichtete Sequenzen mit inversem Spin
(TIRM) und 3 mm Schichtdicke (TR 9000/ TE 84),

C) axiale T1-gewichtete Spin-Echo-Sequenzen mit 5 mm Schichtdicke (TR 491/TE
9) nach Gabe von intravendsem Kontrastmittel mit 1ml/10 kg Kérpergewicht (Gadovist,
Bayer Healthcare, Leverkusen, Deutschland),

d) axiale T1-gewichtete Gradienten-Echo-Sequenzen mit 1 mm Schichtdicke (TR
1900/TE 3) nach Gabe von intravenésem Kontrastmittel mit 1ml/10 kg Korpergewicht
(Gadovist, Bayer Healthcare, Leverkusen, Deutschland),

e) axiale Diffusions-gewichtete Sequenzen (DWI) sowie Apparent Diffusion
Coefficient (ADC) mit 5mm Schichtdicke (TR 8800/ TE 72); FoV 250 x 250mm;
Akquisitionsmatrix 140 x 140)
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Anlage 2 — Histopathologische Aufarbeitung des Resektats

1. Aufbereitung
Unmittelbar nach Erhalt wurde das resezierte Gewebe beschrieben, vermessen,

gewogen und anschlieend nummeriert.

2. Gewebeinfiltration
Die Proben wurden in einen Gewebeinfiltrationsautomaten (Leica TP 1020, Leica
Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland) gelegt.
Hier ist jede Probe automatisiert mit einer Reihe von Agenzien inkubiert wurden. So
wurde das Bioptat zunéchst fur 4h in 4%-ige Formaldehyd-Losung, gepuffert (Otto
Fischar GmbH & Co. KG, Saarbriicken, Deutschland) gegeben. Anschlie3end
durchlief die Probe verschiedene Ethanole fur jeweils eine Stunde: Ethanol 70%
vergallt mit MEK (TH. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, Deutschland), Ethanol 85%
vergallt, zwei Mal 96% vergallt und anschlieRend zwei Mal 99% vergallt (jeweils TH.
Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, Deutschland).
Nun wurde die Probe fir jeweils eine Stunde in 2 nacheinander folgenden
Kohlenwasserstoffe inkubiert (ProTags Clear, quartett Immunodiagnostika,
Biotechnologie + Kosmetik Vertriebs GmbH, Berlin, Deutschland).

3. Paraffinierung und Schnitt

Die Paraffinierung erfolgte dann in einer automatisierten Paraffineinbettstation (Leica
HistoCore Arcadia H, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland)
unter Verwendung von Leica Surgipath Paraplast flr 2 mal zwei Stunden.

Die so generierten Paraffinblécke wurden unter Zuhilfenahme eines Mikrotoms (Leica
SM 2000R, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland) in 2-3
mikrometer diinne Schichten geschnitten und anschlieend in einem Trockenschrank
(UF1060, Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach, Deutschland) bei 62°C fur 30

Minuten getrocknet.
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4, Entparaffinierung

Nun wurden die Proben in einem automatisierten Entparaffinierungs- und
Rehydratisierungsautomaten (PT Link, Agilent, Santa Clara, CA, USA) unter
Zuhilfenahme eines Puffers (Envision Flex Target Retrieval Solution low pH, Agilent,
Santa Clara, CA, USA) fur die Immunfarbung vorbereitet.

Dafur wurden die Proben mit dem Puffer auf 97°C fur 20 Minuten erhitzt und
anschlieRend fur weitere 20 Minuten auf 84°C abgekuhilt.

Nun wurde bei Zimmertemperatur ein Waschpuffer (Envision Flex Wash Buffer,

Agilent) fir 10 Minuten verwendet.

5. Immunhistofarbung

In einem Autostainer (Autostainer Link48, Agilent) wurden die entparaffinierten Proben
nun zunéchst fir 5 Minuten mit einem Reagenz zur Blockierung der endogenen
Peroxidase versetzt (EnVision Flex Peroxidase Blocking Reagent, Agilent).
Anschlie3end erfolgte die Inkubation mit dem monoklonalen Maus-Antikérper (MIB-1,
Agilent) fur weitere 20 Minuten.

Um die Bindung des MIB-1 zu verstarken, wurde fur weitere 20 Minuten ein sekundarer
Ziegenantikorper hinzugefiigt (EnVision Flex/HRP).

Dieser reagiert mit dem Maus-Immunglobulin-gekoppelten Dextran des MIB-1.

Zur Kontrastverstarkung wird die Probe fir weitere 20 Minuten mit einem weiteren
Agenz inkubiert (EnVision Flex DAB+ Chromogen) und anschlie3end mit Hematoxylin
(EnVision Flex Hematoxylin) gegengefarbt. Durch diese Immunfarbung bekommen
alle Kl67-positiven Zellen einen braunlichen Zellkern wéhrend alle KI67-negativen

Zellen einen blaulichen Zellkern behalten.

6. Nachbearbeitung

Nach Immunfarbung missen die Proben kurz in verschiedenen Agentien entwassert
werden. Dazu werden die bereits oben beschriebenen folgenden Materialien
verwendet: Ethanol 70% vergallt, Ethanol 96% vergéllt, zwei Mal Ethanol 99% vergallt
und anschlieRend 3 mal ProTags Clear.

Nun kann die gefarbte und entwéasserte Probe mit einem Eindeckmedium (ProTags
PARAmount) und einem Deckglas versehen werden.
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