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1 Einleitung und Zielsetzung

Das Knochenmark ist eines der Organe, die haufiger von himatogen metastasierenden Tumoren
betroffen sind. Bei 30-75 % der Malignompatienten existieren Mikrometastasen im
Knochenmark (PANTEL et al. 1999). Sie tragen wesentlich zur Morbiditdt bei, durch
Schmerzen, pathologische Frakturen, Hyperkalzimie, neurologische Komplikationen und

Knochenmarksuppression (RUBENS 1991, WANG et al. 2004).

Die Inzidenz der Knochenmarkinfiltration variiert mit der Art des Primdrtumors. Besonders
haufig treten Knochenmarkmetastasen beim Mammakarzinom, beim Prostatakarzinom und beim
Bronchialkarzinom auf (ANNER et al. 1977, SINGH et al. 1977). Bei Kindern handelt es sich
hiufig um Metastasen bzw. Infiltrate von Neuroblastomen, Rhabdomyosarkomen und Ewing
Sarkomen (FINKLESTEIN et al. 1970, DELTA et al. 1964). Generell gilt, dass jeder Tumor, der

hiamatogen metastasiert, das Knochenmark infiltrieren kann.

Spezielle Mdglichkeiten zur Untersuchung des Knochengewebes sind radiologische
Untersuchungen, wie das Rontgenbild, die Computertomographie, die Magnetresonanztomo-
grafie, die Knochenszintigraphie sowie histologische und zytologische Untersuchungen des
Gewebes mittels Knochenmarkaspiration und Beckenkammbiopsien (ADLER 2005).

Die Zahl der zytologischen und histologischen Untersuchungen vom Knochenmark hat in den
zuriickliegenden Jahren weltweit deutlich zugenommen (FRISCH et al. 1990, WANG et al.
2004).

Im HELIOS Klinikum Bad Saarow haben sich die Untersuchungsauftrige, die das Knochenmark
betreffen, im Zeitraum von 1993 bis 2006 verdoppelt. 1993 waren es ca. 6 %, bezogen auf alle
zytologischen und histologischen Untersuchungsanforderungen an das Institut fiir Pathologie.
2006 waren es bereits iiber 15 %.

Diese Tatsache begriindet sich folgendermaflen: Zum einen hat sich der Versorgungsauftrag des
Klinikums in den letzten 14 Jahren durch die Betreuung einer wachsenden Anzahl von Patienten
mit onkologischen Erkrankungen verdndert. Zum anderen hat der Stellenwert der
Knochenmarkuntersuchung in der Tumordiagnostik fortwédhrend zugenommen, nicht zuletzt
auch wegen der Moglichkeit des Einsatzes der Immunhistochemie.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der deskriptiven Analyse und Auswertung der im
zytologischen und histologischen Untersuchungsmaterial —archivierten Prdparate mit

Knochenmarkmetastasen, die im Zeitraum von 1993 bis 2006 diagnostiziert wurden. Der
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Schwerpunkt liegt auf den histopathologischen Verdnderungen von Knochen und Knochenmark.
Es erfolgt eine Datenanalyse, die qualitative und quantitative Aspekte erfasst und auswertet.
Anhand des Untersuchungsmaterials des Institutes fiir Pathologie des Klinikums Bad Saarow

sollen folgende Fragen beantwortet werden:

- Wie viele Knochenmarkinfiltrationen durch solide Tumoren wurden im gewéhlten
Zeitraum diagnostiziert?

- Wie war die Alters- und Geschlechterverteilung?

- Um welche Primédrtumoren handelte es sich hierbei?

- Welche Indikation ging der Knochenmarkuntersuchung voraus?

- In wie vielen Féllen wurde erst mithilfe der Knochenmarkuntersuchung der
Primértumor identifiziert und wie viele echte CUP-Félle traten auf?

- LieBen sich bei echten CUP-Fillen im Untersuchungsmaterial im Nachhinein mit
entsprechenden immunhistochemischen Untersuchungen die Lokalisation oder die Art
der Primértumoren kléren?

- Wie groB3 war der zeitliche Abstand zwischen der Diagnose des Priméirtumors und der
von ihm gebildeten Metastase?

- Welche Begleitsymptome traten klinisch auf?

- Welche zyto- und histomorphologischen Eigenschaften und Wachstumsmuster hatten
die Metastasen im Knochenmark?

- Ist die gewihlte zytologische und histologische Untersuchungsmethode geeignet, um

Knochenmarkmetastasen suffizient zu identifizieren?

Die Knochenmarkmetastasierung ist ein fundamentales Problem der klinischen Onkologie. Mit
dem Nachweis eines Skelettbefalls ist die Tumorkrankheit systemisch und damit operativ nicht
mehr heilbar. Die Erarbeitung neuer Erkenntnisse auf diesem Gebiet dient der Bewertung
epidemiologischer Daten des Krebsregisters und dient der Sicherung der Qualitdt in Diagnostik

und Therapie.



2 Wissenschaftliche Grundlagen
2.1 Funktion, Entwicklung und Anatomie des Knochenmarks
2.1.1 Funktion

Das Knochenmark ist das Gewebe, in dem die Stammzellen des hdmatopoetischen Systems
angesiedelt sind. Diese sind darauf spezialisiert, die Blutzellen des Korpers stindig neu zu
bilden. Dies ist notig, da die meisten Blutzellen nur eine Lebensdauer von wenigen Tagen bis zu
mehreren Wochen haben.

Die Erythrozyten dienen dem Sauerstofftransport, die Thrombozyten spielen bei der
Blutgerinnung eine essenzielle Rolle und die Leukozyten sind ein unverzichtbarer Teil unseres
Immunsystems.

Neben der blutbildenden Funktion enthdlt das Knochenmark, ebenso wie Milz und Leber,
ortstindige Makrophagen, die gealterte und beschidigte Erythrozyten durch Phagozytose dem

Blutkreislauf entziehen.

2.1.2 Entwicklung

Bis zur 6. Schwangerschaftswoche findet die Himatopoese im Dottersack, bis zum 7. Fetalmonat
hauptséchlich in Leber und Milz statt, wo sie noch ca. 2 Wochen postpartal nachweisbar bleibt.
Im Knochenmark etabliert sich die Himatopoese ab dem 5./6. Fetalmonat. Wéahrend zu Beginn
alle Knochen beteiligt sind, zieht sich die Himatopoese mit fortschreitender Kindesentwicklung
bis zum Erwachsenenalter in zentrale Skelettabschnitte zuriick. Die urspriinglichen von
hamatopoetischen Knochenmark ausgefiillten Ridume unterliegen einer Substitution durch
Fettmark. Die Gesamtmenge des Knochenmarks variiert dementsprechend in Abhéngigkeit vom
Lebensalter (Abb. 1).

An einem ausgewachsenen Skelett ist nur noch das Knochenmark der Wirbelkorper, Rippen,
Schédel- und Beckenknochen sowie des proximalen Femurs blutbildend.

Eine Umkehr dieser Entwicklung ist im Bedarfsfall, z. B. bei chronischem Sauerstoffmangel,
Neoplasmen und Infektionen, mdglich. Die embryonalen Blutbildungsstitten sind somit als

extramedulldre Bildungsorte reaktivierbar (FRISCH et al. 1999).
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Abbildung 1: Quantitative Auswertung von Himatopoese, Fettmark und Spongiosa in
KMB von 158 Autopsiefillen (nichthiimatologische und nicht-osteolytische Erkrankungen).
Beachte die stete Abnahme von Himatopoese und Spongiosa im zunehmenden Alter.

* Beckenkamm ° Lendenwirbel (aus FRISCH et al. 1987)

2.1.3 Anatomie

Der Knochen besteht aus einer &dulleren Kompakta und der inneren Spongiosa mit
Knochenbilkchen. Die Kompakta bildet eine feste dullere Schale, die Verformungen widersteht,
wihrend das innere trabekuldre Maschenwerk durch eine Leichtbauweise aus inneren
Verstrebungen Festigkeit aufweist.

In den Maschen zwischen den Knochentrabekeln liegt das Knochenmark, das sich aus dem
Knochenmarkstroma und dem Knochenmarkparenchym zusammensetzt. Das Knochenmark fiillt

die Spongiosaliicken des Knochens auf (FRISCH et al. 1999).



Abbildung 2: Anatomie des Knochenmarks'

1. Knochentrabekel 5. Arterien
2. Granulopoese (speziell Myeloblasten) 6. Fettzellen
3. Retikulin 7. Venen-Sinusoide

4. Erythropoese 8. Megakaryozyten

Das Knochenmarkstroma

Unter dem Knochenmarkstroma ist das Gerlist des Knochenmarks mit Fasern und ortstindigen
Zellen zu verstehen. Es ist mit dem BlutgefaBsystem eng verbunden.

Dieses hdamatopoetische Microenvironment bildet ein giinstiges Umfeld fiir das Wachstum und
die Entwicklung von Stammzellen (MUELLER-HERMELINK 1990).

Eine Storung in diesem System kdnnte eine maligne Transformation zur Folge haben und fiir die
Intra- und Extravasation von Tumorzellen mitbedeutend sein. Somit konnte es bei der

Etablierung von Metastasen eine grofle Rolle spielen (FRISCH et al. 1999).

Das Knochenmarkstroma besteht aus unterschiedlichen Strukturen:

! Handzeichnung von PD Dr. Stefan Koch, mit freundlicher Genehmigung iiberlassen




1. Knochengewebe

Das Endost kleidet die Binnenrdume des Knochens aus und trennt somit das eigentliche
Knochengewebe von den Rdumen ab, die das Knochenmark enthalten.

Drei Zelltypen sind darin zu unterscheiden: aktive und ruhende Osteoblasten sowie Osteoklasten.
Eine Osteoprogenitorzelle, die als einschichtige Lage hinter den Osteoblasten liegt, regeneriert
diese 3 Zelltypen, weil diese ihrerseits mitotisch nicht aktiv sind.

Die Osteoprogenitorzelle geht vermutlich aus einer Stammzellpopulation hervor, die nicht mit

der hamatopoetischen Stammzelle identisch ist.

2. Retikulum
Das Retikulum ist ein zartes Faserwerk. Da das Knochenmark mit den Parenchymzellen
(eigentliche Blutzellen) ausgefiillt ist, treten diese Fasern optisch in den Hintergrund. Mithilfe

von Versilberungstechniken lassen sie sich jedoch sehr gut anfarben.

3. GefdBlsystem

Durch die Foramina nutritiae treten die Arterien und Venen in das Knochengewebe ein und aus.
Man unterscheidet einerseits periostale, epiphysale und metaphysale Gefdlle voneinander.
Andererseits gibt es auch die direkt in das Knochenmark ziehenden Gefél3e.

Das Kapillarnetz fliet in eine Reihe diinnwandiger Sinusoide ein, die ihren Inhalt in einen
groBen Zentralsinus entleeren, bevor sie den Knochen durch einen Kanal als V. emissaria
verlassen. Dieses weit verzweigte System besteht aus linglichen Endothelzellen, die mit ihren
Fortsdtzen untereinander zusammenhdngen. Somit entstehen zwischen den Endothelzellen
Fenestrationen.

Die Blutzellen treten jedoch nicht zwischen, sondern durch die Endothelzellen hindurch in das

Blutsystem ein (FRISCH et al. 1999).

4. Fettmark
Das Fettmark fiillt die Knochenmarkrdume aus, die nicht fiir die Himatopoese benétigt werden.
Die Adipozyten gehen aus den Retikulumzellen hervor. Die Menge des Fettgewebes im

Knochenmark verhilt sich umgekehrt proportional zur Menge des hdmatopoetischen Gewebes

(BAIN et al. 2000).



5. Nervengewebe
Die Nervenfasern gelangen in Begleitung der Gefde in den Knochen. Diese haben im Knochen
die Funktion, Schmerzen weiterzuleiten, den Sinusfiillungsdruck und den Gewebedruck zu

messen.

Die Zellen des Knochenmarks lassen sich entwicklungsgeschichtlich in 2 Kompartimente
unterteilen: die eigentlichen ortstdndigen Stromazellen und die aus der Stammzellimmigration
resultierenden eigentlichen hdmatopoetischen Zellen, wozu im weiteren Sinne auch die

Lymphozyten und Plasmazellen gerechnet werden (SCHAEFER 1983).

Die einzelnen Zelltypen des Knochenmarkstromas sind:

1. Fibroblastische Retikulumzellen

Sie dienen der Synthese des Prokollagens der retikuliren Fasern. Sie haben aullerdem die
Fahigkeit zu phagozytieren. Mit ihrem typischen Gehalt an alkalischer Phosphatase sind sie bei
allen Zustinden einer zunehmenden Markfibrose vermehrt, so auch bei sekundér fibrotischen

Prozessen, etwa in der Nachbarschaft von Tumormetastasen (SCHAEFER 1983).

2. Osteoblasten
Sie treten als ruhende und aktive Osteoblasten in Erscheinung und sind fiir die Knochenbildung

verantwortlich.

3. Chondroblasten
Sie bilden den fiir die chondrale Ossifikation notwendigen Knorpel, der im weiteren Verlauf

ossifiziert.

4. Fettzellen

Diese bilden in ihrer Gesamtheit das Fettmark.

Da Endothelzellen erst nachtrdglich in das Knochenmark einsprossen, werden diese nicht zu den
Stromazellen gerechnet.

Makrophagen, Gewebsmastzellen und Lymphozyten sind ausdifferenzierte Zellen, die sich direkt
der Hématopoese ableiten und ebenfalls nicht den Knochenmarkstromazellen zugerechnet

werden (MUELLER-HERMELINK1990).
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Die Knochenmarkstromazellen sind als Syntheseort von Regulationsfaktoren fiir die
Proliferation und Differenzierung der hdmatopoetischen Progenitorzellen neben den T-
Lymphozyten, Monozyten bzw. Makrophagen und Endothelzellen, in denen ebenfalls
Wachstumsfaktoren  gebildet werden, die  wichtigsten zelluldiren Bildungsstitten
hamatopoetischer Wachstumsfaktoren. Sie beeinflussen die Reifung und Funktion der
migrationsfdhigen Zellen im Knochenmark (HOFFBRAND 2003, MUELLER-HERMELINK
1990).

Das Knochenmarkparenchym

Das Parenchym ist der Gewebeanteil, der in einem Organ die organspezifischen Aufgaben
erfillt. Im Knochenmark sind das die hdmatopoetischen Stammzellen und die daraus
abgeleiteten Zelllinien. Das Knochenmarkparenchym besteht aus einer sich rasch entwickelnden
hochmobilen Zellpopulation, sodass ein Biopsieschnitt mit einer Momentaufnahme vergleichbar
ist. Das erklart die grole Variation von Funktionszustinden in der Knochenmarkbiopsie, die

trotzdem noch als Normvarianten angesehen werden miissen (FRISCH et al. 1999).

Markzellularitit

Sie gibt die relative Menge der hdmatopoetischen Zellen und Fettzellen an. Ist das Knochenmark
normozelluldr heiit das, dass die Proportionen von Héimatopoese und Fettmark
lebensaltergerecht verteilt sind (Tab. 1). Hypozelluldr bedeutet, dass die Himatopoese sinkt und
korrespondierend dazu die Fettzellen steigen. Beim hyperzelluliren Knochenmark steigt die

Héamatopoese und der Fettanteil sinkt (FRISCH et al. 1987).
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Tabelle 1: Histomorphometrie des normalen Knochenmarks” (aus FRISCH et al. 1987)

Variable Mittelwert (SD) Dimension
Hamatopoese 40 9 Vol.-%
Fettmark 28 ®)

Spongiosa 26 &)

Osteoid 0,3 (0,2)

Sinus 4,5 2,1)

H/F-Index” 1,4

G/E-Index 2.8

Lymphozyten (diffus) 20 (12) pro mm®
Mastzellen 2 (1)

Megakaryozyten 8 4

Makrophagen (eisenspeichernd) 16 (10)

Plasmazellen 21 (18)

Lymphzellinfiltrate 2 %

Arterien 3 4) pro 100 mm’
Arteriolen 26 (18)

Kapillaren 101 (61)

Sinus 1700 (825)

Osteoblastenindex’ 5 5) %
Osteoklastenindex® 4 3) pro 100 mm*
*  Diese Werte wurden an 158 Biopsien gesunder Personen ermittelt

®  H/F-Index = Hiamatopoese (Vol.-%)/Fettmark (Vol.-%)

©  G/E-Index = granulopoetische Zellen (n)/erythropetische Zellen (n)

¢ OB =% des mit kubischen Osteoblasten bedeckten Spongiosaumfangs

OK = Anzahl der Osteoklasten pro 100 mm Spongiosaumfang
SD = Standardabweichung

2.2 Normale Hamatopoese

Die Hématopoese beginnt nach dem derzeitigen Kenntnisstand mit einer pluripotenten
Stammzelle, aus der sich alle Zellen der myeloischen, lymphatischen, megakaryozytiren und
erythrozytiren Reihe entwickeln (Abb. 3 und 4). Stammzellen haben die Fihigkeit zur
Selbsterneuerung und tragen dazu bei, dass der gesamte Zellgehalt des Knochenmarks bei
Gesunden in einem Gleichgewichtszustand konstant bleibt (FRISCH et al. 1999).

Normalerweise befinden sich Stammzellen in einer Ruhephase und werden nur durch bestimmte
Wachstumsfaktoren, den sogenannten Glykoproteinhormonen, in eine Proliferations- und
Differenzierungsphase {iibergeleitet. Wachstumsfaktoren werden von den Monozyten, T-
Lymphozyten, Endothelzellen und Fibroblasten gebildet. Sie sind verantwortlich fiir die

Entwicklung der hdmatopoetischen Zellen, von der undeterminierten pluripotenten Stammzelle,
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zu Stammzellen mit eingeschrinkter Pluripotenz, von denen sich letztendlich die einzelnen
Zellen des blutbildenden Systems ableiten (MUELLER-HERMELINK 1990). Die
hidmatopoetischen Zellreihen haben im Markraum eine nahezu gesetzmdfige Lokalisation und
unterscheiden sich sowohl durch ihre Anordnung im Knochenmark als auch durch ihre
Morphologie (BAIN et al. 2000).

Die Freisetzung der Blutzellen aus dem Knochenmark erfolgt selektiv und in die
Sinusendothelien. Es gelangen unter physiologischen Bedingungen nur reife Blutzellen in die

Sinusoide (SCHAEFER 1983).

221 Erythropoese

Erythrozyten dienen dem Sauerstofftransport und sind somit fiir die Versorgung aller Gewebe
unerlésslich.

Die Erythropoese ist ein hoch organisierter Vorgang. Sie findet im Knochenmark in relativ gut
begrenzten Zellgruppen (Erythra) im intermedidren Markraumgebiet statt (FRISCH et al. 1999).
Makrophagen bilden zumeist das Zentrum dieser erythrozytopoetischen Zellinseln. Innerhalb der
Erythra sind innen die groferen unreifen Zellen und auBlen die kleineren reiferen Zellen
angeordnet.

Aus der pluripotenten Stammzelle gehen die sogenannten Vorlduferzellen (CFUGEMM, BFUE
und CFUE) hervor. Diese sind nur im In-vitro-Verfahren darstellbar. Der fritheste morphologisch
erkennbare Vorldufer der Erythropoese ist der Proerythroblast.

Reguliert durch das Hormon Erythropoetin differenzieren sie sich im weiteren Verlauf zu
kleineren basophilen Erythroblasten, dann zu polychromatischen Erythroblasten und schlieflich
zu orthochromatischen Normoblasten. Durch Kondensation und AusstoBung des Zellkerns
entstehen Retikulozyten. Ein einziger Proerythroblast bildet normalerweise 16 reife rote
Blutkorperchen. Nach Austritt in das Blut verlieren sie ihre Ribosomen und werden zu reifen
Erythrozyten, kernlos, bikonkav und diskusférmig mit einem Durchmesser von 7,4 pm (FRISCH
et al. 1999, HOFFBRAND 2003).

2.2.2 Thrombopoese

Die hiamatopoetische Stammzelle differenziert sich zu einem Megakaryoblasten, der die unreifste
Zellform der Thrombopoese darstellt. Durch stetige VergroBerung seines Zytoplasmavolumens,

durch endomitotische Prozesse und zunehmender und sich fortsetzender Polyploidisierung
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differenziert sich der Megakaryoblast iiber die Stufe des Promegakaryozyten zum
Megakaryozyten.

Diese sehr groBen Zellen besitzen einen stark gelappten Kern mit einem charakteristischen
unregelméfBigen Kernchromatin und ein violettes breites Plasma mit einer deutlichen
Granulation.

Megakaryozyten sind die eigentlichen plattchenbildenden Zellelemente der Thrombopoese.
Thrombozyten entstehen letztendlich durch Abspaltung von Zytoplasmafragmenten. Die iibrig
bleibenden nackten Megakaryozytenkerne werden phagozytiert. Es handelt sich hierbei um
kleine scheibenformige, kernlose Zellfragmente.

Aus jedem Megakaryozyt entstehen ca. 4.000 Thrombozyten. Im Knochenmark liegen die
Megakaryozyten in der Ndhe der Sinusoide, also im intermedidren Markraum. Dabei sind
hochstens 2-3 Megakaryozyten zusammen anzutreffen (FRISCH et al. 1999, HOFFBRAND
2003, SCHAEFER 1983).

2.2.3 Granulopoese

Innerhalb der weillen Blutkorperchen (Leukozyten) werden zwei grofe Zellgruppen
differenziert.

Man unterscheidet die Phagozyten von den Lymphozyten. Zu den Phagozyten gehoren die
neutrophilen, basophilen und eosinophilen Granulozyten zusammen mit den Monozyten. Sie
werden im Rahmen der Granulopoese gebildet.

Die Granulozyten und Monozyten des Blutes werden im Knochenmark aus einer gemeinsamen
Vorlduferzelle gebildet. Aus der morphologisch nicht erkennbaren granulozytir-monozytir
determinierten Stammzelle wird Ttiber mehrere Entwicklungsstufen des Myeloblasten,
Promyelozyten, Myelozyten, letztendlich der Granulozyt.

Die Granulopoese ist mit ihren unreifen Vorstufen, den Myeloblasten, paratrabekuldr lokalisiert.
Zur Markraummitte schlieBen sich Zellformen spiterer Reifungsstadien an, die wihrend ihrer
Ausreifung charakteristische Verdnderungen der Zell- und KerngroBe sowie des Zell- und
Kerngehalts erfahren. SchlieBlich liegen in der Markraummitte reife Granulozyten vor.

Die fritheste, morphologisch erkennbare Prékursorzelle der Monozytopoese ist der Monoblast.
Monoblasten reifen zu Promonozyten und weiter liber die Stufe der Monozyten zu reifen
Makrophagen (BAIN et al. 2000). Die Monozyten verweilen im Knochenmark nur kurz,
zirkulieren 20-40 Stunden im Blut und treten anschlieBend in das Gewebe iiber, wo sie dann

auch ihre Hauptfunktion erfiillen.



12

AuBerhalb der Blutbahn kénnen Monozyten nach ihrer Umformung zu Makrophagen eine

Lebensdauer von bis zu mehreren Monaten bzw. Jahren haben (HOFFBRAND 2003).

Lymphopoese

Gebildet werden die Lymphozyten zunédchst in den priméren lymphatischen Organen wie
Knochenmark und Thymus. Eine Weiterentwicklung und Modifikation der Lymphozyten findet
in den sekundéren lymphatischen Organen wie Lymphknoten, Milz und dem lymphatischen
Gewebe des Verdauungs- und Atmungstrakts statt (HOFFBRAND 2003).

Die Frage der genauen Herkunft und Entwicklung der B- und T-Lymphozytenreihe ist schwierig
zu beantworten, weil im Gegensatz zur Granulopoese die einzelnen Stufen der lymphatischen
Zytogenese morphologisch nur zum Teil ausreichend differenzierbar sind. Lymphatische Zellen
gehoren zur normalen Population des Knochenmarks, die zwischen Himatopoese und Fettmark

verteilt sind und Lymphzellinfiltrate bilden (FRISCH et al. 1999).
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Abbildung 3: Wechselbezichung zwischen Proliferation, Selbsterneuerung und
Differenzierung wihrend der Himatopoese. Nach der Abtrennung der Urkeimzelle von
den totipotenten Stammzellen des Embryos schliet sich die somatische Differenzierung
und Organogenese an (untere Hilfte der Abbildung). Aufgrund des zeitlebens hohen
Zellumsatzes des Blutsystems bleibt ein pluripotenter Stammzellpol erhalten, der im
adulten Organismus neue ausdifferenzierte Blutzellen produziert (obere Bildhilfte). Mit
fortschreitender Determinierung nimmt die Entwicklungspotenz der Stammzelle ab, sodass
schlieBlich nach finaler Determination nur noch ein spezifischer Zelltyp ausdifferenzieren
kann. Nicht dargestellt ist die Differenzierung nichthidmatopoetischen Gewebes (aus

WICKENHAUSER 2002).
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Abbildung 4: Vereinfachtes Modell zur Genealogie himatopoetischer Stammzellen.
Hamatopoetische Stammzellen (HSC) lassen sich in lang- und kurzlebige pluripotente
Stammzellen sowie multipotente Progenitorzellen einteilen (die Selbsterneuerungskapazitit
ist durch einen roten Pfeil gekennzeichnet). Aus Letzteren gehen oligopotente lymphoide

und myeloide Progenitorzellen hervor. Diese werden sukzessiv zu unmittelbaren

Vorlaufern der reifen Blutzellen determiniert.

- ErP = Vorlaufer der Erythropoese

- GMP = Granulozyten/Makrophagenvorliuferzelle

- MEP = Megakaryozyten/Erythrozytenvorliauferzelle

- MKP = Megakaryozytenvorlaufer

- NK = natiirliche Killerzellen

(aus WICKENHAUSER 2002).
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2.3 Systematik der priméren und sekundiren Knochenmarkerkrankungen

Im Jahre 2001 hat die WHO eine Klassifikation der Tumoren des hidmatopoetischen und
lymphatischen Gewebes publiziert, die die Grundlage fiir die Diagnostik der in dieser Arbeit
ausgewerteten Fille war. Eine weitere Uberarbeitung der Klassifikation wurde im Rahmen einer
internationalen Konsensuskonferenz Ende 2007 vorgenommen. Die Publikation einer
modifizierten WHO-Klassifikation wird fiir 2008 erwartet. Die Klassifikation stand wihrend der

Erarbeitung der vorliegenden Studie noch nicht zur Verfiigung.

WHO-Klassifikation der Tumoren des himatopoetischen und lymphatischen Gewebes

(JAFFE et al. 2001), Hauptgruppen der Erkrankungen (vereinfacht):

[S—

MPS (chronische-myeloproliferative Syndrome)

Myelodysplastische Syndrome/Myeloproliferative Syndrome

MDS (myelodysplastische Syndrome)

AML (akute myeloische Leukdmien)

ALL (akute lymphatische Leukédmien/Prakursor B- u. T-Zell-Neoplasien)
reife B-Zell-Neoplasien (NHL)

reife T-Zell- und NK-Zell-Neoplasien (NHL)

Hodgkin-Lymphome (primédre Erkrankung der Lymphknoten)

o ® N N kv D

immundefizienz-assoziierte lymphoproliferative Erkrankungen
10. Neoplasien der Histiozyten und dentritischen Zellen

11. Mastozytose

Die iiberwiegende Mehrheit der Knochenmarkerkrankungen ldsst sich den oben genannten
Erkrankungsgruppen zuordnen. Diesen primédren Erkrankungen unter Einbeziehung des
Knochenmarks stehen sekundidre neoplastische Knochenmarkerkrankungen (Metastasen)

gegeniiber, die Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind.
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24 Metastasierung

24.1 Metastasierung maligner Tumoren

Das entscheidende Kriterium fiir das maligne biologische Verhalten von Zellen ist ihre
Fahigkeit, sich in anderen Geweben des Organismus anzusiedeln und dort weiter zu wachsen.
Um die Metastasierung zu verstehen, ist es wichtig, die Vorgénge beim Tumorwachstum zu

kennen.

Die Invasion

Sie stellt ein aktives Einwachsen von Tumorzellen in das normale Gewebe dar. Zundchst kommt
es zur Auflosung der Zell-Zell-Kontakte durch Verminderung oder Verlust interzelluldrer
Haftstrukturen. Es folgt die enzymatische Degradation, d. h. es kommt zur temporiren und
reversiblen Auflosung extrazellulirer Matrix, beispielsweise von Basalmembranen.
Degradierende = Enzyme  sind  beispielsweise =~ Metalloproteinasen,  Serinproteasen,
Cysteinproteasen, Heparanasen, Hyaluronidasen oder Proteoglykanasen. Sie werden teilweise
von den Tumorzellen sezerniert.

AbschlieBend folgt die aktive Lokomotion der Tumorzellen mit Invasion in das Gewebe. Die
Tumorzellen bewegen sich aufgrund ihres Aktinfilamentsystems aktiv amdboid fort und dringen

in die zuvor enzymatisch erdffneten Geweberdume (PARKER et al. 2003, SLOAN et al. 2002).

Die Metastasierungskaskade

Die Metastasierung ist die Folge des invasiven Wachstums und bedeutet die Verschleppung von
Tumorzellen an einen anderen Ort mit Ausbildung einer Tochtergeschwulst. Hierbei muss die
Tumorzelle verschiedene immunologische und spezifische Tumorabwehrmechanismen
iiberwinden. Zum Beispiel besitzt das Blut eine tumorizide Wirkung. Die Tumorzelle kann sich
nur schiitzen, indem sie sich {ber einen lokalen Gerinnungsvorgang mit Fibrin und
Thrombozyten (Tumorzellembolus) umbhiillt und sich somit maskiert.

Zu Beginn erfolgt das Eindringen (Intravasation) der Tumorzellen in die Metastasierungswege
(Lymphweg, Blutweg, Korperhohle). Der Ablauf ist mit dem der Invasion identisch.

Es folgt die Verschleppung durch Lymphe, Blut oder Korperfliissigkeit. Der Verschleppungsweg
ist durch anatomische Strukturen vorgegeben.

AbschlieBend muss die Tumorzelle aus den Metastasierungswegen austreten (Extravasation).

Hierfiir verwendet die Tumorzelle die gleichen Mechanismen wie bei der Intravasation.
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Es gibt Neoplasmen, die bevorzugt lokal infiltrierend und zerstérend wachsen und erst spit oder
gar nicht metastasieren, wie z. B. Basaliome, Glioblastome und differenzierte Liposarkome.
Davon abzugrenzen sind die Neoplasmen, die besonders schnell zur Absiedlung von
Fernmetastasen neigen, wie z. B. Prostatakarzinome, Bronchialkarzinome, Mammakarzinome,

Osteosarkome, Melanome und Retinoblastome.

2.4.2 Metastasierungswege

Die Fernmetastasierung im Korper erfolgt entweder iiber die Lymphbahn, iiber die Blutbahn

oder tliber die Korperhohlen.

Lymphogene Metastasierung

Sie stellt haufig den primdren Metastasierungsweg dar. Die Tumorzellen infiltrieren in die
Lymphbahn. Es kommt zu einem Tumorwachstum. Geschieht dies in den Lymphknoten, entsteht
eine Lymphknotenmetastase. Eine Ausbreitung bzw. Ausfiillung von Lymphgefilen durch

Tumorzellen bezeichnet man als Lymphangiosis carcinomatosa.

Héamatogene Metastasierung

Diese Form der Metastasierung ist charakteristisch fiir schnell und destruierend wachsende
Malignome, vorzugsweise Sarkome und undifferenzierte Karzinome.

Zundchst gelangen die Tumorzellen in das Blut durch Invasion von Kapillaren und kleinen
Venen (Intravasation). AnschlieBend kommt es zur hdmatogenen Verschleppung. Die
Tumorzellen arretieren im Kapillarbett, emigrieren aus dem Gefdflsystem (Extravasation) und

dringen in das umgebende Organ ein. Dort bilden sie eine Tochtergeschwulst.

Man unterscheidet 3 Metastasierungstypen:

(1) Cava-Typ: Hier infiltrieren Tumorzellen bevorzugt in die Lunge, weil sie iiber die vendse
Blutbahn der Vena cava superior und Vena cava inferior iiber das rechte Herz den Kapillarfilter
der Lunge erreichen. Dies betrifft in erster Linie Tumoren aus der Kopf-Hals-Region, der
Schilddriise, der Niere, der Leber und des unteren Rektums.

(2) Lungenvenen-Typ: Der Sitz des Primértumors ist beim Lungenvenen-Typ die Lunge selbst.
Es kommt zur Ausbreitung der Tumorzellen iiber die linke Herzkammer mit Metastasen im

Gehirn, in den Knochen, in der Niere und vor allem der Leber.
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(3) Pfortader-Typ: Tumorzellen, die im Einflussbereich der Pfortader liegen, werden in die Leber
verschleppt. Die ist fiir Tumoren aus dem Magen-Darm-Trakt, dem Pankreas und der Milz

charakteristisch.

Kavitdre Metastasierung
Hier breitet sich der Tumor von parenchymatdsen Geweben ausgehend von der Oberfliche aus
und erlangt damit unter Umstinden Zugang zu priformierten anatomischen Hohlraumbildungen,

wie bei Pleura- oder Peritonealkarzinosen.

243 Metastasierung in das Knochenmark

Das Funktionssystem Knochen/Knochenmark ist nach den klassischen Filterorganen Lunge und
Leber das dritthdufigste Zielorgan himatogener Metastasierung (BARTL et al. 2006, HAGE et
al. 2000).

Die Tumorzellen gelangen iiber die Blutbahn in den Knochen, zu den Sinusoiden (Abb. 5).
Begiinstigende Faktoren flir den bevorzugten Befall des Knochens bei vielen
Tumorerkrankungen sind die ausgeprigte Durchblutung, insbesondere des blutbildenden
Knochenmarks, die Fenestrierung des Endothels und das Fehlen einer Basalmembran in den
Sinusoiden des Knochenmarks. Die Stroma-Zellen und die hdmatopoetischen Zellen selbst
bieten den Tumorzellen gute Voraussetzungen fiir die Ansiedlung. In der Knochenmatrix werden
TGFB, PDGF und andere Faktoren produziert, welche das Wachstum und die Motilitit von
Tumorzellen begiinstigen. Tumorzellen exprimieren u. a. die Integrine o, B; und o, B3, E-
Cadherin, welche die Adhédsion an die Knochenmatrix férdern (ORR et al. 2000).

Man nimmt an, dass Tumorzellen, die zu Makrometastasen fiihren, der Inmunreaktion entgehen
konnen, weil sie verschiedene Proteine exprimieren, die normalerweise zu der Proteinstruktur
normaler Knochenmarkzellen gehéren (FEDARKO et al. 2000). Allgemein betrachtet ist der
Ablauf der Metastasierung mit einer hohen Tumorzellletalitit verbunden. Es ist aber auch

moglich, dass die Tumorzelle zunéchst ,,schlafend vor Ort persistiert (LUZZI et al. 1998).
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Abbildung 5: Die Stadien der Knochenmetastasierung (aus BARTL et al. 2006)

a) zirkulierende Tumorzellen, b) Tumorinvasion, ¢) Tumorzellaussaat im Knochenmark,
d) Anheften der Tumorzellen an die Knochenoberflache, ¢) Mikrometastasen,

f) Eindringen der Tumorzellen in den Knochen selbst (Knochenkarzinose)

Wie in Abbildung 6 dargestellt, konnen Metastasen in Beckenkammzylindern in 4 verschiedenen

Konfigurationen in Erscheinung treten.

Abbildung 6: Histologische Aspekte der Knochenmarkinfiltration durch Metastasen
(aus FRISCH et al. 1999)

(a) multiple Mikrokolonien — einzelne Zellen oder kleine Cluster

(b) multiple extravaskulidre Herde mit Stromainduktion

(c) eine oder mehrere grofle Massen

(d) kompletter Ersatz des normalen Marks

2.4.3.1 Die Reaktion des Knochens auf die Metastasen

Das Knochengertist ist gekennzeichnet durch seine stindigen Umbauvorgénge. Diesen Prozess

nennt man auch Remodellation. Osteoblasten synthetisieren Knochen und Osteoklasten sind fiir
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den Abbau verantwortlich. Dieses Gleichgewicht wird durch hochkomplexe Mechanismen
innerhalb des Knochens aufrechterhalten. Kommt es zur Storung dieses Gleichgewichts durch
Tumormetastasen, so resultiert eine zunehmende kndcherne Remodellation. In {iber 90 % der
Biopsien mit Metastasen zeigte sich eine Anderung der trabekuliren Struktur. Das reicht von
groflen knochenleeren Gebieten bis zu umfangreicher Sklerosierung. In Abbildung 7 sind die
sechs bislang histologisch beobachteten Muster dargestellt.

Nach dem morphologischen Befund lassen sich Knochenmetastasen in osteolytische,
osteoplastische und gemischte Metastasen unterscheiden (RIEDEN 1988). Die Form und die
Haufigkeit der Knochenreaktion sind vom Primértumor abhingig. Bei einem Mammakarzinom
zeigt sich z. B. ein Mischtyp. Das Prostatakarzinom ist dagegen durch osteosklerotische

Reaktionen gepriagt (BARTL et al. 2006).

$ /i !

Fibrosklerose 2 %

Spongiosklerose 10 % Geflechtknochen 25 %

Abbildung 7: Histologische Formen der Knochenreaktion im Metastasenbereich

(aus BARTL et al. 2006)
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Osteolytische Metastasen

Initial und hauptsédchlich verantwortlich fiir die Knochendestruktion sind die Osteoklasten des
Wirtsorgans. Diese werden iiber die Prostaglandine der E2-Serie und zusitzliche Osteoklasten
aktivierende Tumorzellen stimuliert. Zusétzlich konnen die meisten Tumorzellen lysosomale
Hydrolasen, Proteasen und Kollagenasen produzieren, die direkt knochenzerstorend wirken und
so Raum fiir die Invasion und Proliferation von Tumorzellen schaffen. Die Metastasierung
betrifft initial die mit rotem Markgewebe gefiillten Tubuli ossei. Im Anschluss daran greift der
Prozess auf spongidse und kortikale Strukturen iiber (CARTER 1985, GALASKO 1981,
KUETTNER 1981, MUNDY et al. 1981). Histologisch findet sich eine Ansammlung von
vergroferten Osteoklasten in der unmittelbaren Tumorumgebung, jedoch nicht in den
Tumormassen selbst. Indem die Osteoklasten der Tumorausbreitung vorangehen, sie sozusagen
vermitteln, erodieren sie nach und nach tiefe Hohlrdume im spongidsen Knochen und innerhalb
der Kortikalis. Sukzessive kommt es zu einer vollstdndigen Infiltration des Markraumes mit
lokaler Markfibrose und infolge einer vollstindigen Kompression von Blutgefilen zu einer
Nekrose des Knochengewebes. Im Spitstadium der Knochendestruktion, wenn die verbliebenen
Knocheninseln vollstindig von Tumorgewebe umgeben sind, nimmt die Osteoklastentétigkeit ab
und die Tumorzellen {ibernehmen den destruierenden Prozess (CARTER 1985, COLEMANN et
al. 1985, GALASKO 1981). Abhingig von der Aggressivitit eines Tumors kann eine reaktive
Anregung der osteogenetischen Potenzen des Knochengewebes eine Knochenneubildung
bewirken, die an der Grenzfliche von Tumor- und Knochengewebe als Randsklerose erkennbar

ist.

Gemischte Metastasen

Fiir die Knochenneubildung verantwortlich sind Osteoblasten, die sich an den Knochenbilkchen
im Bereich der Tumorinvasion anhdufen und ungeordneten Faserknochen mit inhomogener
Mineralisation erzeugen, sodass unmittelbar nebeneinander Bezirke osteoklastischer Resorption
und neu angelagerter Spongiosabédlkchen mit verschieden hoher Mineralisation anzutreffen sind

(CARTER 1985, HEUCK 1978).

Osteoplastische Metastasen
Bei osteoplastischen Knochenmetastasen finden sich histologisch infolge einer starken
Proliferation der Tela ossea unregelmiBig vermehrter mineralisierter Faserknochen mit

unterschiedlicher Osteozytendichte und verschieden groflen osteozytiren Lakunen (CARTER
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1985, HEUCK 1978). Mit zunehmender Sklerosierung koénnen die Tumorzellen infolge einer

Storung der GefaBBversorgung regressive Verdnderungen aufweisen.

2.4.3.2 Die Reaktion des Stromas auf die Metastasen

Ein Primdrtumor verfligt iiber folgende Komponenten des Stromas: neue Blutgefille,
inflammatorische Zellen, Bindegewebe, das Matrixbestandteile enthdlt, wie Fibronektine,
Kollagene, Elastine, Glykosaminoglykane, Fibroblasten und Myelofibroblasten und die Fibrin-
Gel-Matrix.

Die Bildung des Stromas von Tumoren dhnelt weitgehend dem Ablauf der Wundheilung
(DVORAK 1986, SPORN et al. 1986).

Das Stroma von Metastasen ist ebenso aufgebaut wie das des Primdrtumors und hat die
Féhigkeit, sich selbst zu organisieren und Faktoren zu produzieren, welche das Wirtsgewebe
beeinflussen. Sie rufen osteoblastische oder osteoklastische Reaktionen hervor, stimulieren die
Héamatopoese oder andere Zelllinien oder die Tumorzellen wirken chemotaktisch fiir die in das
Wirtsgewebe eindringenden Zellen, wie Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen und andere.
Eine Nekrose des Knochenmarks und der Tumorzellen wird beobachtet, wenn die Blutzufuhr
unterbrochen ist. Daraus resultieren Fieber und Knochenschmerzen.

Reaktionen des Stromas konnen sein: akute oder chronische inflammatorische Reaktionen,
vaskuldre Verdnderungen, Exsudation, Hadmorrhagie und variierender Grad von Fibrosen

(FRISCH et al. 1999, SPORN et al. 1986).

25 Inzidenz und regionale Verteilung von Knochenmarkmetastasen

Die Zahlen zur Haufigkeit von Knochenmetastasen, die hierfiir in der Literatur angegeben sind,
differieren stark (ANNER et al. 1977). Die hohe Schwankungsbreite der Zahlenangaben lésst
sich vermutlich dadurch erkldren, dass meist nicht das gesamte Skelettsystem mit der gleichen
Prizision histologisch auf Fernmetastasen hin untersucht werden kann, wie beispielsweise
Gehirn, Lunge oder Leber (FRISCH et al. 1999). Die tatsidchliche Inzidenz von

Knochenmetastasen diirfte daher hoher anzusetzen sein.



23

Tabelle 2: Inzidenz von Skelettmetastasen in Autopsiestudien (aus GALASKO 1981)

Inzidenz (%) von Knochenmetastasen

Primértumor Anzahl der Studien Mittelwert Bereich
Mamma 5 73 47-85
Prostata 6 68 33-85
Schilddriise 4 42 28-60
Niere 3 35 33-40
Lunge 4 36 30-55
Speiserohre 3 6 5-7
Gastrointestinaltrakt 4 5 3-11
Rektum 3 11 8-13

Nach UEHLINGER (1981) gibt es insgesamt 3 Verteilungsmuster der Skelettmetastasen:

1) Stammskeletttyp: Metastasen in symmetrischer Anordnung in Wirbelsdule, Becken,
Rippen, Schidel, proximalem Humerus und Femur

2) Gliedmaflentyp: Metastasen verteilen sich sporadisch und meist asymmetrisch beidseits
der Ellenbogen und Kniegelenke

3) Periost-Typ: Hier liegt ein periostaler Befall der langen und kurzen Réhrenknochen vor

Der Stammskeletttypus ist der hdufigste Metastasierungstyp (UEHLINGER 1981). Der Befall
der peripheren Extremititen und des Periosts ist wesentlich seltener. Die Metastasen im
Stammskelett entstehen vor allem iliber den von BATSON (1940) beschriebenen vertebralen
Venenplexus (Abb. 8).
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Abbildung 8: Retrograde Ausbreitung der Knochenmetastasen iiber den Venenplexus der
Wirbelsiule (BATSON 1940), daher besonders hiaufiger Befall des Stammskeletts (rot).
Tumorinvasion der Knochenmarkriume iiber den endostalen Sinus, Endstrecke des

venosen Gefilisystems (aus BARTL et al. 2006)

2.6 Mogliche Befunde bei Knochenmarkinfiltration

Bei einer leukoerythroblastiren Andmie im Blut, einer Serum-Laktat-Konzentration iiber 500
IU/Liter, Knochenschmerzen und einer Blutpléttchenzahl unter 100 000/ul kann man mit hoher
Wabhrscheinlichkeit von einer Knochenmarkinfiltration ausgehen (CHERNOW et al. 1978,
DELSOL et. al. 1979). Das Vorkommen einer alleinigen leukoerythroblastiren Andmie
korreliert mehr mit dem Grad einer reaktiven Knochenmarkfibrose als mit dem Grad der

malignen Infiltration (RUBINS 1983).
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Tabelle 3: Mogliche Befunde bei Knochenmarkinfiltration (aus THEML et al. 1998)

Symptome
der subjektiven aus klinischen aus bildgebenden
Wahrnehmung Befunden Verfahren Laborbefunde
- Gewichtsverlust - Blésse - MRT - normozytire,
- Leistungsabfall - Blutungsneigung -CT normochrome Anédmie
- Schwiche - Hepatomegalie - Rontgen - Thrombopenie
- Fieber - Splenomegalie - Sonografie - Thrombozytose
- Infektlabilitat - Lymphknoten- - Leukopenie
- Kachexie schwellung - Leukozytose
- pathologische - Erythrozytopenie
Fraktur -SGOT 1
-LDH 1
- alk. Phosphatase 1
- leukoerythroblastéres
Blutbild (Zirkulation

von Erythrozytenvor-
stufen und unreifen
Granulozyten)

- mikroangiopathische

hiamolytische Andmie

Die peripheren Blutbildverdnderungen und die in Tabelle 3 aufgefiihrten Symptome bei
Patienten mit Knochenmarkbefall sind als Folge der malignen Erkrankung zu interpretieren und
nicht direkt auf die Infiltration zuriickzufiihren. Die genannten diagnostischen Kriterien sind zur
Identifizierung von Patienten besonders bedeutsam, die mit erhdhter Wahrscheinlichkeit eine
Knochenmarkmetastasierung aufweisen konnen. Zur zuverldssigen Abkldrung ist dann eine

histologische und zytologische Knochenmarkuntersuchung indiziert.
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2.7 Therapie und Prognose bei Knochenmarkinfiltration

Hat sich ein Tumor erst einmal bis in das Knochenmark ausgebreitet, ist eine Tumorkrankheit
systemisch und damit inoperabel. Ziel der Therapie ist nunmehr die palliative Intervention, die
Schmerzen zu minimieren und andere klinische Symptome zu beseitigen (BARTL et al. 2006).

Die mediane Uberlebensrate hingt vom jeweiligen Tumortyp ab (Tab. 4).

Tabelle 4: Mittlere Uberlebensrate ab Diagnose ,,Knochenmarkmetastasierung® (aus

PLUNKETT et al. 2005)

Tumorart Mediane Uberlebensrate (Monate)
Mammakarzinom 20

Prostatakarzinom 20

Lungenkarzinom 3

Neben einer systemisch wirksamen Chemo- oder Hormontherapie stellen auch lokale
Therapiekonzepte, wie die Radiotherapie eine etablierte und effektive Therapiemdglichkeit dar.
Als weitere komplementidre Behandlungsform bietet sich heute die Osteoprotektion durch
pharmakologische Osteolysehemmung mit Bisphosphonaten an (BARTL et al. 2006,
KREMPIEN et al. 1992, WANNENMACHER et al. 1992).

Insgesamt handelt es sich um ein multidisziplindres Konzept, das hauptsdchlich von den
Fachrichtungen Orthopédie, Onkologie und Radiotherapie durchgefiihrt wird. Voraussetzung

einer zeitgerichteten Beurteilung ist eine eindeutige histopathologische Diagnose.

2.8 Das CUP-Syndrom

Karzinommetastasen mit unbekanntem Primédrtumor machen mindestens 2 % aller histologisch
diagnostizierten Karzinome aus. Dieses Krankheitsbild wurde von NISSENBLATT (1981) als
CUP-Syndrom (Carcinoma with Unknown Primary) bezeichnet. Das CUP-Syndrom gehdrt sogar
zu den zehn héufigsten Erscheinungsformen von Geschwulsterkrankungen (MOLL et al. 2005).
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Lichtmikroskopisch handelt es sich in etwa 60 % der Fille um Adenokarzinome, ca. 12 %
entfallen auf Plattenepithelkarzinome, den Rest machen undifferenzierte und nicht ndher
spezifizierte Karzinome aus (MUIR 1995).

Das Knochenmark als dritthdufigstes Zielorgan hdmatogener Metastasierung (BARTL et al.
2006, HAGE et al. 2000) ist somit auch hdaufiger Manifestationsort unbekannter Primértumoren.
Die Definition des CUP-Syndroms wird in der Literatur uneinheitlich gehandhabt.

Haufig sendet der Kliniker dem Pathologen Biopsien von Metastasen mit der Angabe eines
unbekannten Primirtumors und fragt nach dessen Lokalisation. Wird der Primértumor frither
oder spiter — auf jeden Fall zu Lebzeiten des Patienten — aufgedeckt, so entspricht das dem
initialen CUP-Syndrom, da der zum Beginn der Diagnostik unklare Primértumor nunmehr
identifiziert werden konnte. Demgegentiber ist das echte CUP-Syndrom dadurch gekennzeichnet,
dass auch bei sorgfaltiger klinischer und pathologischer Diagnostik keine Aufdeckung des
Primértumors gelingt (MOLL et al. 2005).

Immunhistochemische Zusatzuntersuchungen bei CUP-Féllen sollten sinnvollerweise nur mit
Markern durchgefiihrt werden, deren hohe Spezifitit fiir einzelne Tumorgruppen gut
dokumentiert ist. Die Bewertung der Immunfarbungen muss im Kontext mit dem klinischen und
konventionell-histomorphologischen Gesamtbefund erfolgen (KAUFMANN et al. 2002, MOLL
et al. 2005).
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3 Material und Methode

3.1 Klinikprofil und Versorgungsauftrag

Das 1954 in Bad Saarow gegriindete Klinikum wird im derzeit giiltigen Krankenhausbettenplan
des Landes Brandenburg als Krankenhaus der qualifizierten Regelversorgung aufgefiihrt und
verfiigte im Untersuchungszeitraum von 1993 bis 2005 iiber etwa 640 Betten in 15 Kliniken.
Ferner existieren hier modern ausgestattete Institute fiir Radiologie, Pathologie und

Nuklearmedizin/Strahlentherapie, ein Zentrallabor und eine Krankenhausapotheke.

Seit 1992 besteht am Klinikum das Ost-Brandenburgische Tumorzentrum e.V. (OBTZ), in dem
tiber 70 natiirliche und juristische Personen im Sinne eines regionalen Tumorzentrums
zusammenarbeiten. Es stellt nach dem Strukturkonzept der Arbeitsgemeinschaft Deutscher

Tumorzentren (ADT) ein regionales Tumorzentrum dar.

Den Status eines Akademischen Lehrkrankenhauses der Medizinischen Fakultit Charité —

Universitatsmedizin Berlin besitzt das Klinikum seit 1998.

Das Klinikum Bad Saarow gehorte in den Jahren 1991 bis 2005 zur HUMAINE-Klinikengruppe,
die in der Bundesrepublik Deutschland und den Nachbarstaaten iiberwiegend Akut- und
Rehabilitationskliniken fiihrte. Schwerpunktmifig werden im Klinikum Bad Saarow
Patientinnen und Patienten mit akuten Erkrankungen sowie mit Geschwulstleiden in allen hier
etablierten medizinischen Fachgebieten behandelt. Etwa 15 % aller primér im Land Brandenburg
diagnostizierten Geschwulsterkrankungen werden im Klinikum Bad Saarow festgestellt.
Hinsichtlich des Zuweisungsverhaltens der niedergelassenen Arztinnen und Arzte ist
festzustellen, dass Patientinnen und Patienten mit Geschwulsterkrankungen auch aus ferneren
Regionen des Landes Brandenburg und auch aus anderen Bundesldndern in das Klinikum
eingewiesen werden und wurden.

Die internistische Hamatoonkologie wurde wihrend des Untersuchungszeitraumes zielstrebig
ausgebaut. So wurde 1994 erstmals in einer Brandenburger Klinik die autologe
Blutstammzelltransplantation mit konsekutiver Hochdosis-Chemotherapie etabliert (Priv.-Doz.
Dr. Wolfgang Schultze) und damit fiir die Patientinnen und Patienten mit entsprechenden
Erkrankungen als Therapieoption zur Verfiigung gestellt. In der Klinik fiir Innere Medizin

wurden schwerpunktméfig Patienten mit FErkrankungen des héamatopoetischen und
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lymphatischen Systems behandelt. In diesem Zusammenhang nahm die Etablierung der
zytologischen und histologischen Diagnostik von Knochenmarkproben einen hohen Stellenwert
ein. Widhrend des gesamten Untersuchungszeitraumes erfolgte die zytologische und
histologische Aufbereitung der gewonnenen Knochenmarkproben durch die entsprechenden
Laborbereiche des Instituts fiir Pathologie. Auch die zyto- und histomorphologische Auswertung
wurde hier realisiert. Das Institut flir Pathologie verfiigt iiber einen diagnostischen
Erfahrungsschatz, der auf der Beurteilung von zirka 20.000 Féllen knochenmarkzytologischer
Beurteilungen sowie zirka 15.000 knochenmarkhistologischen Untersuchungen basiert. Die
Expertise auf dem Gebiet der Beurteilung von Knochenmarkproben wurde durch die seit 1997
regelmiBig stattfindenden hdmatologisch-zytologischen Mikroskopierkurse (3 Teile), die zur
Weiterbildung bzw. Subspezialisierung von Fachérzten fiir Innere Medizin und Pathologie
entwickelt wurden, vervollkommnet. Die aus vielen Teilen der Bundesrepublik Deutschland an
diesen Kursen teilnehmenden Kollegen gaben der Knochenmarkdiagnostik durch den intensiven
Erfahrungsaustausch zum Teil weitere Impulse. Dariiber hinaus fanden die Ergebnisse der
Knochenmarkdiagnostik Eingang in die in Bad Saarow in den Jahren 1997, 1999 und 2001
durchgefiihrten Internationalen Workshops zur autologen Stammzelltransplantation mit

Hochdosis-Chemotherapie (LEUTHOLD 2003, TAYEFEH 2007).

Die Diagnostik von Knochenmarkproben erfolgte jedoch nicht nur im Auftrage der Klinik fiir
Innere Medizin, sondern auch im Rahmen der Diagnostik und Verlaufsbeobachtung,

insbesondere von Erkrankungen onkologischen Profils aller anderen etablierten Fachgebiete.



30

Am Klinikum Bad Saarow existieren 12 Kliniken und 3 Institute (Tab. 5).

Tabelle 5: Klinikstruktur und Bettenzahl des Klinikums Bad Saarow 2005

Klinik/Institut Bettenzahl (n)
Klinik fiir Anésthesiologie/Intensivtherapie/Rettungsmedizin 16
Klinik fiir Allgemein - ,Viszeral - und Thoraxchirurgie 63
Klinik fiir Gyndkologie und Geburtshilfe 35
Klinik fiir GefdB3chirurgie 32
Klinik fiir HNO — Heilkunde 25
Kliniken fiir Innere Medizin 187
Klinik fiir Kinder — und Jugendmedizin 28
Klinik fiir Neurochirurgie 34
Klinik fiir Neurologie 34
Klinik fiir Traumatologie und Orthopédie 85
Klinik fiir Urologie 38
Institut fiir Nuklearmedizin und Strahlenheilkunde 20
Bettenanzahl gesamt 597
3.2 Patienten

3.2.1 Einschlusskriterien

Grundlage der rein retrospektiven Analyse bildet das im Institut fiir Pathologie archivierte
zytologische und histologische Untersuchungsmaterial, das im Zeitraum von 1993-2006
eingesandt wurde.

Insgesamt handelte es sich um mehr als 139 289 Untersuchungsauftrige. Davon waren ca. 13 %
Knochenmarkpréparate, d. h. Knochenmarkausstriche sowie Knochenmarkbiopsiezylinder (Tab.
6). In die Auswertung einbezogen wurden Untersuchungsfille aus dem Klinikum Bad Saarow,
dem Klinikum Riidersdorf und dem Klinikum in Frankfurt/Oder. An diesen Krankenhdusern

bestehen eigene Fachabteilungen fiir Himatoonkologie, die konsiliarisch betreut werden.
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Tabelle 6: Materialeingiinge in das Institut fiir Pathologie des Klinikums Bad Saarow im
Zeitraum von 1993-2006

Eingénge (gesamt) | Knochenmark- | Beckenkamm- relativer Anteil

Jahrgang Histologie aspirate biopsien Knochenmarkpriparate
1993 7450 255 201 6,12%

1994 8803 391 273 7,54%

1995 8026 492 297 9,83%

1996 8852 600 417 11,49%

1997 9634 763 549 13,62%

1998 10018 863 632 14,92%

1999 10111 778 580 13,43%

2000 10400 890 721 15,49%

2001 10456 783 674 13,93%

2002 10999 854 784 14,89%

2003 11280 776 769 13,70%

2004 11199 702 711 12,62%

2005 11038 687 1034 15,59%

2006 11023 500 749 11,33%
Gesamt 139289 9334 8391 12,73%

Die allgemeinen Patientendaten, Vorbefunde und Anamnesedaten wurden auf einem Begleitblatt
tibermittelt (Abb. 9-11). Nach Auswertung jedes Priparates durch den Pathologen wurde der
Befund dokumentiert.

Mit einer Volltextsuche im Befundarchiv des Institutes fiir Pathologie wurden die elektronisch
archivierten Befundkopien auf festgelegte Kombinationen von Stichworten hin durchsucht.

Stichworte fiir die Volltextsuche waren:

Beckenkamm oder Knochenmark in Kombination mit den Begriffen wie Karzino* (was alle
Begriffe wie Karzinom, Karzinose, karzinoid impliziert), Sarko* (auch hier sind Begriffe wie
Sarkom, Sarkomatose mit inbegriffen), Metastase, Metastasen, ,,solider Tumor® und Infiltration.
Mithilfe dieses Suchrasters wurden die Fille identifiziert, die:

entweder ein zytologisches Knochenmarkaspirat

oder einen histologischen Beckenkammzylinder betrafen

und zusitzlich einen oder mehrere der oben genannten Begriffe enthielten.

Wenn jemals ein Verdacht auf Infiltration des Knochenmarks durch einen soliden Tumor

bestanden hitte oder auch bestitigt wurde, wiren diese Kernwdrter in den Befunden aufgetreten.
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Eine Altersselektion im Patientengut wurde nicht vorgenommen. Eine Differenzierung nach
stationdrer oder ambulanter Behandlungsform wurde ebenfalls nicht vorgenommen.
Knochenmark-untersuchungen im Rahmen von Autopsien, insbesondere zur Abklérung eines zu

Lebzeiten nicht identifizierten Primartumors wurden eingeschlossen.

3.2.2 Ausschlusskriterien

Ausgeschlossen wurden Fille aus den nur sporadisch einsendenden Kliniken, in denen keine

hidmatoonkologischen Fachabteilungen existieren.

3.2.3 Anamnestische Daten der Patienten

Die hamatologische Diagnostik, ungeachtet ob zytologische oder histologische Fragestellungen
bearbeitet werden, gehdrt zu den schwierigsten morphologischen Untersuchungen. Es sollten
stets alle erreichbaren Kriterien zur Diagnose herangezogen werden.

In Kenntnis anamnestischer und klinischer Parameter konnen gefdhrliche Fehlinterpretationen
durch den Morphologen vermieden werden, denn viele der moglichen Diagnosen sind fiir den
Patienten von schicksalhafter Bedeutung. Der Begleitschein (Abb. 9-11) wird seit nunmehr iiber
10 Jahren im Klinikkum zur Kommunikation zwischen Klinikern und Morphologen
standardméafig benutzt.

Er enthélt die Patientendaten, anamnestische, klinische, paraklinische Angaben (Blutbefunde)

sowie die Verdachtsdiagnose bzw. die klinische Fragestellung.
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HELIOS Klinikum Bad Saarow Ost-Brandenburgisches Tumorzentrum

Akademisches Lehrkrankenhaus der Charité
Institut fiir Pathologie

Begleitschein zur Anforderung einer zytologischen/histologischen Knochenmarkuntersuchung

Name: ..o, VOIrName: ......ceeeeeeeeeiiiiiiiiiieeiieeieeeeeeeeeeeenn,

8eh.l Entnahmedatim: ......c..ooeeeiiiiiiieie e
EinSender (ATZt U STAtION):  ...uiiiiieiiiiiiiiie e e ettt et e e ee sttt eee e e s tbaeeeeessattreeeeeasstaraeeeesanssssaeaesaassssseeesasanssssseesssnssssaessesnnssseeeeenns
DiagnostiSChe FragestellUng: ... ..ueii ittt et ettt et et et e e et eeteta e e e e e e e e aa e
Wesentliche anamnestisChe DAaten:  ......ccoiiiiiiiiieiiiiiiee et e e e et e e e e e eabteeeeeseebbaeeeseesnssaaeeeeesnnsnsneens

Lymphome: .....ccooooiviiiiieiiieee.

Laufende Therapie (u. a. auch letzte Transfusion):

Folsdurebehandlung: ja nein

Vit.-B-12-Behandlung: ja nein

Abbildung 9: Begleitschein zur Knochenmarkuntersuchung — Vorderseite
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Frithere Knochenmarkuntersuchungen (Datum, Eingangs-Nr.):

Knochenmarkzytologie parallel

durchgefiihrt: ja/nein

Ery.ooooii Tpt/l Leuko..ooviviiiiiiiiiiiee, Gpt/l
Hb.ooo mmol/l Baso......cooiiiiiiii
MCH. ..o fmol EOS i
HK Stab
MCHC...........ceceeveveeveveeeee.. mmol/1 S,
Retivoooiieiiii Gpt/l Lymph.........coooiiiiiiin,
MCV.ii fmol MONO....eeiiiiiii e,
Fei. S, pmol/l Lymphoid.............cooooeiiin.
EBK.....ooviiiiiiiiiii v, umol/l
Transferrin.......................... g/l

Thrombo............cccceevveveeveeeeee. Gpt/l

AP. o, pmol / (1 s)

LDH....oiiiiiiiiiiee, pmol / (1 s)

Kreatinin.............ccceveevevveeeeee. pmol/l

Serum-Protein.........ccccoeeeeenene g/l Immunglobuline (quant.)
Albumin............cooooiiiii % I8G. g/l
Alpha-1-Glob.................c... % IgA. g/l
Alpha-2-Glob...............o.ocen. % IgM.ee. g/l
Beta-Glob...........cocoeeiiiinni. % Albumin..........cocoviiiiiinnnn g/l
Gamma-Glob Alpha-2M..........oooviiiiin g/l
........................................ Haptoglobin......................... g/l
........................................ Transferrin g/l

Gammopathie  ja/nein  welche:

Arztunterschrift

Abbildung 10: Begleitschein zur Knochenmarkuntersuchung - Riickseite



HELIOS Klinikum Bad Saarow Datum: .......ooooiiiiiii

Akademisches Lehrkrankenhaus der Charité
Institut fiir Pathologie Pat.-Nrocoooooo

Immunhistochemische Untersuchung BNl

OF ANttt e Block-Nr.:. .o
Fragestellung:...........coooiiiiiiiiiiiiii LEd-Nrc
Angesetzte Marker:
CK AE1/AE3 Vimentin ACTH LCA
CK MNF 116 Desmin STH CD3
BerEP4 Neurofilament TSH CD4
EMA GFAP Prolactin CD5
CKHMW (34 BE 12 Myoglobin FSH CD10
CK LMW Actin LH CD15
CK5/6 Synaptophysin CD20/L26
CK 5/6/18 (LP34) NSE EGFR CD21
CK7 S-100 mo Hercep-Test CD23
CK 10/13 S-100 po c-erb-B2 CD30/Ki-1
CK14 HMB 45 ER CD34
CK18 Melan A PR CD43
CK19 Chromogranin Ki67 CD45R/4KB5
CK20 Calcitonin p53 CD56
CEA Thyroglobulin bel-1/ Cyclin D1 CD68/PG-M1
CA 199 TTF-1 bcl-2 CD79a
CA 125 PSA bel-6 CD117
Calretinin PSAP CD138
E-Cadherin P504S / AMACR Glycophorin A
Inhibin o IgA Glycophorin C
Faktor VIII HCG IgG Kappa
CD31 AFP IgM Lambda
CDe6l1 PLAP IgD DBA 44
Ly Epith D2-40 Amyloid IgE Myeloperoxidase
Alpha-1-Antitrypsin Clq Tdt
Lysozym C3 EBV
Mac 387 Nestin
Hepatozyten UEA
Zusatzfarbungen:. ... ....ooi it
Bemerkung:.........ooooiiiiiii AUSZANG. ...ttt

Abbildung 11: Anforderungschein fiir die immunhistochemische Untersuchung
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33 Moglichkeiten zur Untersuchung des Knochenmarks

Zur Untersuchung des Skeletts stehen heute zahlreiche spezielle Verfahren zur Verfiigung, die
gezielt eingesetzt werden kdnnen.

Im radiologischen Bereich konnen mithilfe der Computertomografie (CT) Aussagen iiber
Ausdehnung, biologisches Verhalten und gewebliche Qualifikation einer Knochenldsion
getroffen werden. Mithilfe der Kernspintomografie (MRT) haben sich Einblicke in die
Knochenmorphologie erdffnet, wobei hierbei keine Strahlenbelastung gegeben ist. Zu den
konventionelleren und preiswerteren radiologischen Untersuchungsmethoden gehorten die
Nativ-Rontgenaufnahmen in zwei Ebenen, die konventionelle Tomografie und gegebenenfalls
die Xeroradiografie. Um pathologische Umbauvorginge im Knochen zu erfassen, wird die
Szintigrafie mit radioaktiven Nukleotiden angewandt. Mit der konventionellen oder der digitalen
Subtraktionsangiografie (DSA) ldsst sich die GefaBstruktur einer Knochenldsion darstellen, die
wichtige Riickschliisse auf die Dignitét erlaubt.

Die zyto- und histomorphologische Diagnostik wird am Zell- und Gewebematerial
vorgenommen, das mit unterschiedlichen Entnahmetechniken gewonnen wird und auch
unterschiedlich ausgewertet werden kann. Histochemische Farbemethoden bringen die diversen
zytologischen und histologischen Strukturen zur Darstellung. Hinzugekommen ist die
Immunhistochemie, die besondere Bedeutung erlangt hat (siche Kapitel 3.4.2). Insbesondere bei
metabolischen Knochenerkrankungen sind auch quantitative Untersuchungen von Nutzen, mit
denen objektive Parameter der Knochenstruktur, des Knochenumbaus und der
Knochenresorption gemessen werden (sieche Kapitel 3.5). Eine quantitative und qualitative
Analyse des Knochens ldsst sich zusétzlich mithilfe der Mikroradiografie durchfiihren. Mit
dieser  speziellen radiologischen = Methode lassen sich ~ Umbauvorgidnge und
Mineralisationsstorungen des Knochens erfassen. Die DNS-Zytophotometrie der Tumorzellen
erbringt objektive Daten des Malignititsgrades und damit Auskunft {iber die biologische Potenz

(ADLER 2005).
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3.4 Die zytologische und histologische Diagnostik des Knochenmarks

Die Diagnostik des Knochenmarks setzt, wie auch die anderer Zell- und Gewebeproben, die
Ubermittlung  relevanter  klinischer (Blutbildbefunde) und anamnestischer ~Angaben
(Grunderkrankungen, vorausgegangene Therapien) voraus.

Die Untersuchung des Knochenmarks kann anhand eines Knochenmarkaspirats und/oder einer
Knochenmarkbiopsie erfolgen. Der Einsatz zytologischer und histologischer Untersuchungen
wird von der diagnostischen Fragestellung, den methodisch-technischen Voraussetzungen und
nicht zuletzt von der diagnostischen Erfahrung der Untersucher bestimmt.

Untersuchungen an Knochenmarkaspiraten ermoglichen schon unmittelbar nach der
Materialgewinnung eine diagnostische Beurteilung, wobei besonders zelluldre Details und
quantitative Verhaltnisse der Himatopoese beurteilt werden kdnnen.

Untersuchungen von Knochenmarkbiopsien sind zeitlich und technisch aufwendiger,
ermdglichen allerdings auch {iiber die zelluldren Details hinausgehende Aussagen zur
topografischen Verteilung der Himatopoese, des kndchernen und fibrésen Stromas und eventuell
vorliegender Fremdzellinfiltrate. Der Einsatz zyto- und histochemischer Detektionsverfahren
oder auch zytogenetischer Untersuchungen gestattet gegebenenfalls weitere Aussagen.

Besonders die enge Zusammenarbeit aller an der Knochenmarkdiagnostik beteiligten Disziplinen
(z. B. internistische Hédmato-Onkologie, Labormedizin und Pathologie) ist der Schliissel zur
Erzielung hochqualitativer Préparate und exakter Diagnosen.

Der folgende Abschnitt beinhaltet Details der verschiedenen Methoden, einschlielich
Féarbungen, die an Knochenmarkspiraten und Knochenmarkbiopsaten im Institut fiir Pathologie

des Klinikums Bad Saarow angewendet werden.
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34.1 Indikationen zur zytologischen und histologischen Knochenmarkdiagnostik

Indikationen eines Knochenmarkaspirates

Die zytologische Untersuchung ist immer dann vorteilhaft, wenn bestimmte Merkmale der

Einzelzelle erfasst werden sollen.

Indikationen einer Knochenmarkbiopsie

Hierbei unterscheidet man zwischen priméiren und sekundéren Indikationen.
Primére Indikationen:
1. Verdacht auf Erkrankungen mit Mitbeteiligung des Knochens, des Endosts oder der Gefal3e;
Non-Hodgkin-Lymphom;
Maligne Lymphogranulomatose (M. Hodgkin);
Andere granulomatése Knochenmarkerkrankungen (M. Boeck, Tuberkulose);
Chronische myeloproliferative Syndrome;
Osteomyelofibrose und -sklerose;
Myelodysplastische Syndrome
Panmyelopathie (z. B. aplastische Anédmien);
Knochenmarkbeteiligung bei soliden Tumoren;
Eigenstindige Knochenerkrankungen;
2. Verlaufsbeobachtungen bei den oben genannten Erkrankungen (Therapieeffekt,
Remission, Rezidiv, Progression, Transformation in NHL, MPS oder MDS)
Knochenmarksituation vor beabsichtigter Knochenmark- bzw. Blutstammzell-

transplantation

Sekundire Indikationen
Punctio sicca:  Hinweise auf Verminderung der Zelldichte oder diskontinuierliche bzw.

fokale Veranderungen am Aspirationsmaterial
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Aufarbeitung von Knochenmarkproben zur zytologischen und histologischen

Untersuchung. Immunhistochemische Untersuchungen

Die Probeentnahme erfolgt von der Spina iliaca posterior (Abb. 12). Hier wird bei Erwachsenen

zunéchst in Lokalanésthesie eine Biopsie mit einer Jamshidi-Hohlnadel und im Anschluss daran

eine Aspiration von Knochenmark durchgefiihrt. Die ersten Tropfen des Aspirats werden ohne

Antikoagulantien separat aufgefangen Die Probe wird dann auf einem Objekttriger

ausgestrichen und nach Pappenheim gefarbt sowie eine Eisenfarbung (Berliner Blau)

durchgefiihrt.

b)

Spina Aaca
pagl,

épna ilinca ans. sup,

Abbildung 12: Anatomie des Beckens in Hohe des Biopsieortes:

Abstand der Biopsienadel (Jamshidi-Nadel) von der Medianlinie ca. 5 cm und
Neigungswinkel ca. 20 Grad nach lateral. Richtung der Biopsienadel von der
Spina iliaca posterior auf die gut tastbare Spina iliaca anterior superior zu. Linge
der entnommenen Biopsie bis zu 5 cm.

Der Beckenknochen im Biopsiebereich ist beidseits von breiten, schiitzenden
Muskelgruppen umgeben. Arterien, Venen und Nerven im Becken verlaufen
weiter medial im sicheren Abstand. Die transiliakale Biopsiemethode und die
Friasmethode am vorderen Beckenkamm sind wegen der hoheren
Komplikationsrate (Blutungen, Infektionen) nicht mehr zu empfehlen. (aus

BARTL et al. 2006)
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Der gewonnene Beckenkammbiopsiezylinder sollte eine Liange von etwa 2,5 cm und 0,4 cm

Durchmesser haben (Abb. 13).

| 3| ‘ 4I | 5| |
Abbildung 13: Beckenkammstanzbiopsie

Der gewonnene Beckenkammbiopsiezylinder wird in 10%igem gepufferten Formalin an das
Institut flir Pathologie geschickt. Das unausgestrichene Knochenmarkaspirat wird in ein
Versandrohrchen mit 10%iger EDTA-Losung gegeben und ebenfalls an das Knochenmarklabor
des Instituts fiir Pathologie geschickt. Die Weiterverarbeitung muss innerhalb von 2 Tagen,
besser jedoch unverziiglich erfolgen. Gefdarbte oder ungefdarbte Ausstriche werden in einem

Versandbehilter fiir Objekttrager versandt.

Nach Fixierung des Beckenkammbiopsiezylinders (etwa 12 Stunden) erfolgt die Entkalkung in
EDTA (Dauer ca. 24 Stunden) und die Paraffineinbettung (ca. 12 Stunden). Von den
Paraffinblockchen werden Schnitte von etwa 3 bis 4 pm Dicke hergestellt. Nach
Entparaffinierung und Rehydrierung werden konventionelle Féarbungen vorgenommen und der
Schnitt schlieBlich in Neutralbalsam mit einem Objekttriger eingedeckt. Die angefertigten
Praparate werden anschlieBend durch den Pathologen begutachtet. Er entscheidet unter
Zuhilfenahme des Begleitscheins, ob und welche immunhistochemischen Marker (Abb. 11)
eingesetzt werden sollen, um eine sichere Diagnose zu stellen. Insgesamt erfordert die

Aufbereitung 2 Tage, die zwischen Entnahme und Diagnose liegen.
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Als alternatives Einbettungsmedium kann Methacrylat, ein kaltpolymerisierender Kunststoft,
eingesetzt werden. Fiir dessen Polymerisation und die Entplastination sind im Allgemeinen
langere Reaktionszeiten zu veranschlagen, als das bei Paraffinpréparaten der Fall ist. Deshalb
lasst sich eine diagnostische Aussage in der Regel erst nach mehreren Tagen vornehmen. Das
artefaktfreie Préparieren von Methacrylatschnitten setzt seitens des medizinisch-technischen
Personals eine groBe Ubung und Erfahrung voraus. Dariiber hinaus sind die besonderen
Eigenschaften des Kunststoffes in Rechnung zu stellen. Kunststoffschnittpréparate weisen einen
exzellenten Erhaltungszustand zytologischer Details auf, sodass deren Analyse vergleichsweise
prézise wie bei Ausstrichprdparaten vorgenommen werden kann. Problematisch ist jedoch
meistens die Durchfiihrung zusitzlicher immunhistochemischer Reaktionen an in Kunststoff
eingebetteten Knochenmarkbiopsaten, die am Paraffinschnitt genauso einfach und routinemifig
vorgenommen werden konnen wie an allen anderen in Paraffin eingeschlossenen Gewebe- und

Organproben.

Routinemdfig werden an den paraffineingebetteten Schnittpriparaten jeweils, unabhéngig von

der konkreten Fragestellung, verschiedene Farbungen durchgefiihrt.

Der histochemische Nachweis der Chloracetatesterase fiihrt zu einer Orientierung {iber die
Verteilung von Granulo- und Erythrozytopoese. Promyelozyten, Myelozyten und nachfolgende
Reifungsstadien bis zu den neutrophilen Granulozyten zeigen dabei eine rote Anfirbung des
Zytoplasmas. Die Lokalisation der Bildungszonen der Granulozytopoese und die Beurteilung der
Ausreifung dieser Zellreihe sind mit dieser Féarbung sehr gut moglich. Erythro- und
Megakaryopoese sind nicht angefarbt. Fiir die Identifikation der myeloischen Blasten muss eine

ergidnzende immunhistochemische Untersuchung mit Myeloperoxidase vorgenommen werden.

Die Giemsa-Farbung kann genutzt werden, um eosinophile und basophile Zellformen in der
Granulozytopoese genauer zu differenzieren. Ferner stellen sich hierbei Mastzellen dar, die
erginzend auch mit der Toluoidinblau-Féarbung und dem immunhistochemischen Nachweis von
CD117 identifiziert werden kdnnen. Ferner lassen sich viele zytologische Details aller Zellreihen
im Giemsa-Schnitt beurteilen, wobei eine dhnliche Markierung wie in der Pappenheim-Farbung

am Knochenmarkaspirat vorliegt.

Mittels der Trichromfarbung nach Goldner konnen die Verteilung des Knochengewebes, des

Osteoids sowie Osteoneogenesezonen abgeschédtzt werden. Des Weiteren ldsst sich bei korrekter
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Durchfiihrung der Farbung eine Differenzierung von poly- und normochromatischen
Erythroblasten =~ vornehmen. Dabei zeigen normochromatische Erythroblasten eine
Zytoplasmafirbung, die der von Erythrozyten weitgehend entspricht (polychromatische
Erythroblasten griines Zytoplasma, normochromatische Erythroblasten und Erythrozyten orange-

farbenes Zytoplasma).

In der PAS-Reaktion lassen sich besonders gut die Megakaryozyten anhand ihres violett
gefarbten Zytoplasmas differenzieren, sofern diese nicht bereits durch ihre besondere Grofle
auffallen. Insbesondere unterstiitzt diese Farbung die Identifikation von Mikrokaryozyten bzw.
atypisch lokalisierter oder fragmentierter Megakaryozyten. Bei der Suche nach
knochenmarkfremden Zellen hilft die PAS-Farbung, adenoid differenzierte Epithelzellen

(Siegelringzellen, Adenokarzinomzellverbdande) aufgrund ihrer Muzinproduktion zu erkennen.

Die Versilberungsreaktion nach Gomori ist geeignet, eine pathologische Verfaserung des
Knochenmarks zu erfassen. Dariiber hinaus sind knochenmarkfremde Zellinfiltrate (Lymphome,
Karzinome) anhand ihres vom iiblichen Knochenmarkstroma deutlich abweichenden (zumeist
wesentlich dichteren) Stromas zu erkennen. Ferner ist eine quantitative Beurteilung des
Verfaserungsgrades des Knochenmarkstromas (insbesondere bei myeloproliferativen

Syndromen) hiermit leicht moglich.

Die Berliner-Blau-Reaktion gibt eine Orientierung {iiber die Eisenverteilungssituation. Im
Normalfall I4sst sich innerhalb einzelner Retikulumzellen und weniger Sideroblasten eine sehr
geringe Menge feingranuldren FEisens im Zytoplasma nachweisen. Vor allem bei reaktiven
Knochenmarkverdnderungen (Infekte, Entziindungen) stellt sich zumeist eine deutliche Zunahme
von Eisengranula in den Retikulumzellen und auch in den Sideroblasten dar. Insbesondere bei
myeloablativen Therapien und bei erfolgter Chemotherapie ist als Zeichen des erheblich
gesteigerten Zellunterganges eine hochgradige Akkumulation von Speichereisen in
Makrophagen bzw. Retikulumzellen zu beobachten. Dieser Befund wird Knochenmarksiderose
bezeichnet. Bei der Diagnostik von Tumorzellen und Tumorzellverbinden im Knochenmark
kann diese Reaktion hilfreich sein, da epitheliale Zellen im Allgemeinen keine Eisenspeicherung
aufweisen. Besondere Bedeutung erlangt die Eisenverteilung bei myelodysplastischen
Syndromen bzw. Synthesestorungen der Erythrozyten und des Hédmoglobins, da hier in den
kernhaltigen Vorstufen ringartig angeordnete FEisengranula beobachtet werden konnen

(Ringsideroblasten).
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Fiir die histopathologische Beurteilung von Knochenmarkbiopsien ist die sonst in der
Routinediagnostik iibliche Himatoxylin-Eosin-Farbung (HE) im Allgemeinen nicht sehr
hilfreich, da sie keine genaue Differenzierung der einzelnen hdmatopoetischen Zellreihen und

suspekter knochenmarkfremder Zellen ermoglicht.

Insbesondere fiir den Nachweis vereinzelt im Knochenmark vorkommender bzw. weniger
Tumorzellen in fibrosierten oder sklerosierten Knochenmarkarealen kann die erginzende
Durchfiihrung von immunhistochemischen Reaktionen von herausragender diagnostischer
Bedeutung sein. Im Allgemeinen sind es spezielle Zytokeratin-Expressionen, die eine
Identifikation suspekter Zellen als epitheliale bzw. Karzinomzellen ermdglichen. Als Indikatoren
fiir eine spezielle Zelldifferenzierung konnen die in den Tabellen 7-9 aufgefiihrten Marker

eingesetzt werden.

Die Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Farbeverfahren am formalinfixierten Gewebeschnitt sind heutzutage
fiir den Pathologen ein unverzichtbares Werkzeug bei der Identifizierung, Charakterisierung und
Differenzierung von Primédrtumoren sowie von Metastasen unbekannter Herkunft geworden
(KAUFMANN et al. 2002, KREMER et al. 2005, MOLL et al. 2005).

Alle Immunfirbeverfahren beruhen auf einer Antigen-Antikdrper-Reaktion. Nach der
Immunisierung von Tieren, meist Maiausen oder Kaninchen, mit Fremdsubstanz
(Antigenen/Immunogenen) werden sowohl monoklonale als auch polyklonale Antikérper
gewonnen. Der wesentliche Unterschied zwischen den monoklonalen und den polyklonalen
Antikorpern besteht darin, dass die monoklonalen Antikérper eine hohe Sensitivitit (Erkennung
mehrerer Epitope), die polyklonalen Antikorper eine hohe Spezifitit (Erkennung eines Epitops)
besitzen und die Gewinnung monoklonaler Antikdrper wesentlich aufwendiger ist.

In der Immunhistochemie werden im Allgemeinen unmarkierte Primédrantikérper verwendet.
Diese binden im Gewebeschnitt an das Antigen, gegen das sie gerichtet sind.

Das hier im Institut bevorzugte System zur Visualisierung dieser Antigen-Antikorper-Reaktion
ist das Biotin-Streptavidin-System. Hierbei wird ein Markierungsenzym iiber einen
Briickenantikoérper an den Komplex von Primérantikorper-Antigen gebunden. Das Enzym
produziert am Bindungsort des Komplexes nach einer Reaktion mit Substrat und Chromogen

einen Farbstoff, der auf dem Gewebeschnitt prazipitiert und somit visualisiert werden kann.
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Die routinemiflige Gewebefixierung in aldehydhaltigen Fixativen kann die Struktur der
nachzuweisenden Antigene im Gewebeschnitt so veridndern, dass der Antikorper nicht mehr oder
nur schlecht bindet (Antigen-Maskierung). Um eine Demaskierung der Antigene zu erreichen
und somit die Wiederherstellung der dreidimensionalen Struktur des Epitopes zu gewéhrleisten,
werden die Prédparate vorbehandelt. Hierzu gehoren die Hitzevorbehandlung (thermische
Antigen-Retrieval-Methode) und der enzymatische Andau (proteolytische Vorbehandlung). Die
Demaskierung erfolgt direkt im Anschluss an die Deparaffinierung, vor der Inkubation mit dem
Primérantikdrper.

An den zytologischen Préparaten wird im Institut in Bad Saarow iiblicherweise keine

Immunhistochemie durchgefiihrt.

Die am haufigsten angewendeten Primédrantikdrper sind in Tabelle 7 aufgelistet.
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Tabelle 7: Ubersicht der angewandten Primiirantikérper im Klinikum zur Auflésung

initialer CUP-Fille

Primarantikorper | Clone Herkunft Verdinnung | Vorbehandlung

BerEP4 Ber-EP4 DAKO 1:200 HIER"/ Citratpuffer pH 6,0
CA125 0C125 DAKO 1:100 HIER / Citratpuffer pH 6,0
Calcitonin CAL-3-F5 DAKO 1:50 keine

Calretinin DAK Calret 1 DAKO 1:100 HIER / Citratpuffer pH 6,0
CDX2 AMT28 Novocastra 1:70 HIER / EDTA-Puffer pH 9,0
Chromogranin DAK-A3 DAKO 1:150 HIER / Citratpuffer pH 6,0
CKAEI1/AE3 AE1 u. AE3 DAKO 1:50 HIER / Citratpuffer pH 6,0
CK5/6 D5/16 B4 DAKO 1:50 HIER / Citratpuffer pH 6,0
CK7 OV-TL12/30 DAKO 1:100 HIER / Citratpuffer pH 6,0
CK20 Ks20.8 Novocastra 1:100 HIER / Citratpuffer pH 6,0
CD56 CD564 Novocastra 1:50 HIER / Citratpuffer pH 6,0
CDI117 57A5D8 Novocastra 1:40 HIER / Citratpuffer pH 6,0
E-Cadherin NCH-38* DAKO 1:50 HIER / Citratpuffer pH 6,0
ER 1D5 DCS 1:200 HIER / Citratpuffer pH 6,0
GCDFP-15 23A3 Zytomed 1:40 HIER / EDTA-Puffer pH 9,0
ggfj‘gﬁﬁgen OCH1E5(4) Novocastra | 1:50 HIER / Citratpuffer pH 6,0
Ki 67 MM1 Novocastra 1:100 HIER / Citratpuffer pH 6,0
LCA 2B11 u. PD7/26(8) | DAKO 1:200 HIER / Citratpuffer pH 6,0
Mesothelin 5B2 Novocastra 1:25 HIER / Citratpuffer pH 6,0
NSE BBS/NC/VI-H14 DAKO 1:800 HIER / Citratpuffer pH 6,0
S100 3DC Novocastra 1:50 HIER / EDTA-Puffer pH 9,0
Synaptophysin 27G12 Novocastra 1:70 HIER / Citratpuffer pH 6,0
TTF-1 SPT24 Novocastra 1:50 HIER / Citratpuffer pH 6,0
P504S (AMACR) | polyklonal Zytomed vorverdunnt | HIER / Citratpuffer pH 6,0
p63 4A4 SANTA CRUZ | 1:500 HIER / Citratpuffer pH 6,0
PSA PSA 28/A4 Novocastra 1:50 HIER / Citratpuffer pH 6,0
WTI1 WT49 Novocastra 1:40 HIER / EDTA-Puffer pH 9,0
Vimentin V9 DAKO 1:800 HIER / Citratpuffer pH 6,0

1) hitzeinduzierte Antigendemaskierung

Die ergiinzenden Untersuchungen der zunichst ungeldsten initialen CUP-Fille in dieser Studie
erfolgten in Anlehnung an den von MOLL et al. (2005) vorgeschlagenen Algorithmus.

In einer ersten, orientierenden Algorithmusstufe, die Pan-Cytokeratin, weitere ausgewéhlte
Cytokeratine, Vimentin und CD 45 umfasst, kann eine orientierende Einteilung und Zuordnung

zu einer Tumorkategorie getroffen werden (KAUFMANN et al. 2002, MOLL et al. 1992,
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RUBIN et al. 2001, TOT et al. 2003, VARADHACHARY et al. 2004). In der Regel miissen
nicht alle in Tabelle 8 aufgefiihrten 6 Antikorper der ersten Algorithmusstufe eingesetzt werden,
sondern man kann sich je nach der Konstellation des jeweiligen Falles auf eine Auswahl
beschrianken. In einer zweiten Algorithmusstufe kann dann zumindestens eine Einengung, im
Idealfall sogar eine Bestimmung des Primirtumors erreicht werden. Hier kommen zum einen
selektive Marker mit hoher Organspezifitit zum Einsatz (Tab. 8) und zum anderen kdnnen in
dieser zweiten Algorithmusstufe Gruppenmarker eingesetzt werden, die nicht monospezifisch

sind, aber in kombinierter Anwendung zur Primartumoreinengung beitragen (Tab. 9).
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Tabelle 8: Immunhistochemische Klassifizierung von metastatischen Tumoren

(insbesondere Karzinomen): Erste Algorithmusstufe (aus MOLL et al. 2005)

Erste Algorithmus-Stufe zur Grobeinteilung und Zuordnung zu einer Tumorkategorie

Marker

Positive Tumoren

Negative Tumoren "

Pan-Cytokeratine (CK)

CK7

CK20

CK5

Vimentin

CD45

Karzinome

Adenokarzinome (die meisten)

Urothelkarzinom

Kolorektales Karzinom
Magenkarzinom
Pankreatobilidre Karzinome
Urothelkarzinom
Merkelzellkarzinom
Plattenepithelkarzinome
Malignes Mesotheliom
Mammakarzinom (duktal G3)
Schilddriisenkarzinome
Mesotheliom
Endometriumkarzinom

Ovarialkarzinom (teils)

Nierenzellkarzinom (nicht-chromophob)

Nebennierenrindenkarzinom
Seminom
Mesenchymale Tumoren

Maligne Lymphome

Nebennierenrindenkarzinom
Seminom

Mesenchymale Tumoren
Kolorektales Karzinom
Hepatozellulidres Karzinom
Klarzelliges Nierenzellkarzinom

Ubrige Adenokarzinome

Adenokarzinome (meist)

Ubrige Karzinome (meist)

Ubrige Tumoren

! Schwach positive Firbung méglich



48

Tabelle 9: Immunhistochemische Klassifizierung von metastatischen Tumoren

(insbesondere Karzinomen): Zweite Algorithmusstufe (aus MOLL et al. 2005)

Zweite Algorithmus-Stufe zur Einengung bzw. Bestimmung des Primértumors

Marker

Positive Tumoren

a) Selektive Marker (hoher Organspezifitét)

TTF-1
Thyreoglobulin
PSA

Uroplakin IIT
HepPar 1

Calretinin

Lungenkarzinome (Adenokarzinom, kleinzelliges Karzinom), Schilddriisenkarzinom

Schilddriisenkarzinome (follikuldr, papillér)
Prostatakarzinom

Urothelkarzinome

Hepatozellulares Karzinom

Malignes Mesotheliom

b) Gruppenmarker (Auswahl)

Ostrogenrezeptor

GCDFP-15
Chromogranin A
Synaptophysin, CD 56
p63

PLAP

CEA (CD66e)

CA125

CA19-9
CDX2
AFP
S100

Mammakarzinom, Endometriumkarzinom, Ovarialkarzinom (nichtmuzings),
Schweilldriisenkarzinom

Mammakarzinom, Schweilldriisenkarzinom, Speicheldriisenkarzinom
Neuroendokrine Tumoren

Neuroendokrine Tumoren

Plattenepithelkarzinome, Urothelkarzinom

Keimzelltumoren, verschiedene Adenokarzinome

Kolonkarzinom, Magenkarzinom, Pankreaskarzinom, Adenokarzinom der Lunge,

Adenokarzinom der Cervix uteri u.a.

Ovarialkarzinom (nichtmuzinés), Endometriumkarzinom, einige andere Adeno-

karzinome

Pankreaskarzinom, Gallenwegskarzinom, andere Adenokarzinome
Kolonkarzinom, Magenkarzinom, (Pankreaskarzinom)

Hepatozellulares Karzinom, Keimzelltumoren (u.a.)

Mammakarzinom, Ovarialkarzinom (nichtmuzinds), Endometriumkarzinom,

Schweilldriisenkarzinom, Speicheldriisenkarzinom
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3.5 Kriterien der histopathologischen und zytopathologischen Auswertung

Die folgenden Abschnitte beinhalten die Systematik und die Kriterien, die bei der Beurteilung
von Aspirationspriparaten und Biopsiepréparaten im Institut fiir Pathologie in Bad Saarow

herangezogen werden.

3.5.1 Beurteilung von Aspirationspriparaten

Von jedem Untersuchungsfall werden Ausstrichpraparate hergestellt, in dem das Aspirat in eine
groflere Uhrglasschale gegeben wird und nachfolgend das Ausstreichen der sedimentierten
Markbrockchen in zentralen Abschnitten des Objekttrigers erfolgt. Das Praparat hat somit eine
zonale Gliederung: Zentrale Abschnitte beinhalten die Markbrockchen, die als origindre
anatomische Strukturen des Markes gelten konnen. Dazwischen finden sich relativ dichte
Zellrasen der frei aspirierbaren Zellen aus dem Knochenmark. Ferner sind Fettzellkomplexe
aspiriert und ausgestrichen worden, die eine Abschitzung der Zellularitit ergénzend
ermoglichen. Periphere Anteile des Ausstrichpraparates beinhalten zumeist Zellen, die aus dem
Knochenmarksinus  aspiriert wurden. Von jedem Untersuchungsfall werden zwei
Ausstrichprdparate mit der Pappenheim-Firbung und ein Pridparat mit der Berliner-Blau-

Reaktion geférbt.

Die Auswertung beginnt mit der Feststellung der Zellausbeute. Hier wird zunéchst iiberpriift,
inwiefern Markbrockchen und Fettzellkomplexe vorhanden sind. Die Markbrockchen werden
hinsichtlich ihrer optischen Dichte beurteilt. Eine tatsdchliche zytomorphologische Auswertung
ist nur an deren Réindern mdglich, da sich nur hier etwa einschichtige Zellansammlungen
darstellen. Bereits die Betrachtung der Markbrockchen gestattet eine Einschétzung, ob es sich
hierbei um hidmatopoetisches Gewebe mit Durchsetzung mit Fettzellen handelt oder ob
beispielsweise atypische, hochgradig suspekte knochenmarkfremde Zellen vorliegen konnten.
Darauf wird auch zwischen den Markbrockchen geachtet. Hier ldsst sich zugleich anhand der
Grofe der Fettzellkomplexe und des Durchmessers der Fettzellen abschitzen, ob ein
proliferativer Knochenmarkprozess mit Reduktion von Fettzellen vorliegt oder ob im Gegensatz
dazu eine Zunahme von Fettzellen bei einer starken Reduktion der Himatopoese vorliegt. Nach
Beurteilung der Zellularitdit zwischen den Markrdumen wird eine Abschdtzung der
Megakaryozytenanzahl, ihrer Lokalisation als Einzelzellen oder in Clustern im Bereich der

Markbrockchen, ihrer Gréfle und Kernkonfiguration vorgenommen. Danach wird das relative



50

Verhiltnis von Erythro- und Granulozytopoese abgeschétzt. Schlielich wird die Repriasentanz
einzelner Reifungsstufen innerhalb von Erythro- und Granulozytopoese beurteilt, wobei
insbesondere auf Reifungsstorungen der Erythropoese und auf den Blastenanteil der
Granulozytopoese geachtet wird. Ferner wird der Anteil von vorhandenen Plasmazellen,
Lymphozyten und Monozyten sowie von basophilen oder eosinophilen Zellen besonders
beurteilt und auch hier hinsichtlich des Bestehens etwaiger infiltrativer Prozesse eingeschétzt. Im
Zusammenhang mit der vorliegenden Untersuchung wurde insbesondere auf das Vorkommen
knochenmarkfremder tumorzellverdichtiger Strukturen geachtet, deren Verteilung von sehr
diskret bis massenhaft gestaltet sein kann. In der obligat angefertigten Berliner-Blau-Reaktion
wird die Verteilung des Speichereisens und das Auftreten besonderer Auffilligkeiten (z. B.

Ringsideroblasten) beurteilt.

3.5.2 Auswertung knochenmarkhistologischer Priparate

Die Auswertung von Schnittpridparaten von Beckenkammbiopsaten beginnt zundchst mit der
Feststellung, wie gro3 das Biopsat ist und ob {liberhaupt Markrdume erfasst worden sind, in
denen Aussagen zur Hiamatopoese und zu infiltrativ wachsenden knochenmarkfremden Zellen
getroffen werden konnen. Unter Umsténden ist die Platzierung der Punktionsnadel mit einer
Gewinnung eines zwar wie ein Beckenkammzylinder imponierenden Gewebestiicks verbunden.
Durch eine tangentiale Position kann es sich dabei jedoch lediglich um einen aus reifem
Knochengewebe bestehenden Biopsiezylinder handeln, der manchmal auflerdem noch
ligamentéires und muskuldres Gewebe beinhaltet. Daran ist eine Aussage zur hdmatopoetischen

Situation bzw. zu etwaigen Knochenmarkinfiltraten nicht moglich.

Zundchst erfolgt eine Angabe, wie viele Markrdume erfasst worden sind. Im gleichen
Zusammenhang kann festgestellt werden, ob diese von intakten Spongiosabdlkchen umgeben
werden. Auch das Vorliegen eines vermehrten Knochenabbaus oder -anbaus wird hierbei
erkannt. Ferner wird die Zellularitdt des hdmatopoetischen Gewebes — bezogen auf das
Lebensalter — abgeschitzt und eine Aussage getroffen, ob es sich um ein hypo-, normo- oder
hyperzelluldres Knochenmark handelt. Indirekt proportional zur Erh6hung der himatopoetischen
Zellularitit verhélt sich die Anzahl der Fettzellen (FRISCH et al. 1999), deren Verteilung und
Grofle ebenfalls beurteilt wird. Unter Ausnutzung spezieller farberischer Merkmale in den
Routinefdrbungen kann dann die Lokalisation der einzelnen hématopoetischen Zellen bzw.

Zellreihen beurteilt werden. Hier féllt in der Granulozytopoese bereits eine Linksverschiebung
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oder eine Dominanz der terminalen Reifungsstufen (sog. Rechtsverschiebung) auf. Ferner wird
eine hohe Anzahl blastirer Elemente zu identifizieren sein, fiir deren Zuordnung zur Granulo-
oder Erythrozytopoese gelegentlich histochemische oder immunhistologische Zusatzfarbungen
erforderlich sind. Ferner wird die Ausdehnung und Anordnung von Knochenmarkblutgefifien
beurteilt. Von Interesse ist auch deren Inhalt (Megakaryozyten bzw. Tumorzellen sind dabei als
pathologischer Befund zu erfassen). Des Weiteren wird der Fasergehalt des Knochenmarkraumes
beurteilt. Unter normalen Bedingungen ist keine Verfaserung des Markraumes feststellbar. Die
Beurteilung der Verteilung des Speichereisens komplettiert die Auswertung.

Die normale topografische Verteilung der Bestandteile des Knochenmarkstromas und des

Knochenmarkparenchyms wurde bereits in Abbildung 1 dargestellt.

Im Zusammenhang mit der Bearbeitung der vorliegenden Fragestellung wurden dariiber hinaus

folgende morphologische Merkmale beurteilt:
- Konfiguration des Knochengewebes: Erhaltungszustand der Knochentrabekel, Beurteilung
des direkten Kontaktes von Knochentrabekeln und Tumorzellen; Osteoklastenaktivitit

und -anordnung, Art der Knochenreaktion

Hamatopoese: Flichenausdehnung der einzelnen hdmatopoetischen Zelllinien

Verdnderungen des Knochenmarkstromas: Fibrose, FEisenablagerungen, Markddem,

gelatindse Transformation, Makrophagenakkumulation und GefaBBbefund

Vorkommen atypischer Zellen: Fldchenausdehnung, Infiltrationstyp, Tumornekrosen,

Anordnung der Tumorzellen und -verbiande, Differenzierungsgrad des Tumors

Tumordiagnostik:  Tumoridentifizierung durch konventionelle und/oder immun-
histochemische Verfahren
Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen wurde ein spezifiziertes Erfassungsblatt fiir die

Untersuchungsbefunde erarbeitet (Abb. 15 und 16).
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Datenblatt zur Auswertung der Knochenmarkhistologie

Name des Patienten

Befundnummer d. Histo

1) Qualitiit- bzw. Erhaltungszustand des Biopsates:
gut mittelméaBig schlecht

2) Grofle des Biopsates: ......... ) SR mm
Anzahl der Fragmente:
gut mittelmaBig schlecht

3) Knochengewebe:
Trabekel intakt rarefiziert verdickt
'Y R
diffus Osteolysen
verschmalert
direkter Kontakt Knochentrabekel — Tumorzellen: ja  nein
Osteoklastenaktivitét: ja  nein
direkter Kontakt Osteoklasten — Knochen: ja  nein
Osteoklastenanordnung: Cluster Zelllinien

Art der Knochenreaktion (nach Bartl):Porose/Lyse Mischform  Spongiosklerose
Geflechtknochen  Fibrosklerose

4) Hamatopoese:

Flachen%......cccccceeueenee.

Héamatopoese reduziert normal vermehrt
Megakaryopoese  reduziert normal vermehrt
Granulopoese reduziert normal vermehrt
Erythropoese reduziert normal vermehrt

5) Knochenmarkstroma:

Fibrose:

keine Faservermehrung

frithe Myelofibrose

Myelofibrose

Retikulinfibrose

Kollagenfibrose

Fortgeschrittene Myelofibrose mit Knochenanbau

WD — O
N =

Eisenablagerungen:
reduziert normal vermehrt

Markodem:
fehlt  fokal/gering stark

Abbildung 14: Datenblatt zur Auswertung der Knochenmarkhistologie — Teil 1
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Gelatinose Transformation:
fehlt  fokal/gering stark

Makrophagenakkumulation:
fehlt  gering stark

Gefalle:
normal vermehrt
6) Atypische Zellen:
Flachen %: ...
Infiltrationstyp: herdférmig interstitiell ~ diffus intrasinusoidal
mit ohne
Endothelkontakt

Spezielle Tumorzellanordnung im Markraum (trifft nur fiir herdférmig u. interstitiell zu):
paratrabekuldr perisinusoidal perivaskulér

Tumornekrosen:
im Tumor im librigen Knochenmark

Tumorzellanordnung (nach Bartl):
1. Mikrokolonien (Einzelzellen o. sehr kleine TM-Zellcluster)
2. zahlreiche (multiple) TM-Zellfoci mit Stroma-Induktion
3. 1 o. mehrere groflere TM-Zellcluster
4. vollstindiger Ersatz von Knochen- u. KM

Differenzierungsgrad des Tumors: ~ homogen inhomogen
Gl G2 G3 G4

7) Diagnostik:
Ergebnis der konventionellen Diagnostik:

fragl. Tumor-  sicherer  genaue Artdiagnose
strukturen ™ moglich
Immunhistochemie erforderlich zum Tumornachweis zur genauen Artdiagnose

Eingesetzte immunhistochemische Marker:

Foto JA/NEIN

Abbildung 15: Datenblatt zur Auswertung der Knochenmarkhistologie — Teil 2
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Datenblatt zur Auswertung der Knochenmarkzytologie

Name des Patienten

Befundnummer d. Zyto

1) Qualitit des Priparates
2) Anzahl der Brockel

3) Zelldichte/Zellgehalt der
Markbrockelchen

4)  Megakaryopoese
Erythropoese
Granulopoese
Monozyten
Plasmazellen
Lymphozyten

5) Verhiltnis E/G
6) Zahlung der Blasten

7) Knochenmarkfremde
Zellen

8) Merkmale der knochen-
markfremden Zellen

9) ist eine genaue Artdiagnose
moglich??

10) Speichereisen

Foto JA/NEIN

gut schlecht  mittel

keine wenige zahlreiche

normal + =+ - -

nicht beurteilbar
normal gesteigert vermindert
normal gesteigert vermindert
normal gesteigert vermindert
normal gesteigert vermindert
normal gesteigert vermindert
normal gesteigert vermindert
%
nein sehr wenige Zellgruppen
nicht sicher beurteilbar
nicht eindeutig glanduldr/adenoid

ja  nein

kein wenig

nicht sicher

normal

viel

Beurteilung nicht moglich (Fehlen von
Markbrockchen in diesen Priaparaten)

Abbildung 16: Datenblatt zur Auswertung der Knochenmarkzytologie

fehlt
fehlt
fehlt
fehlen
fehlen
fehlen

ausgedehnt

andere
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4 Ergebnisse

4.1 Patientendaten

Eine Auswahl wichtiger anamnestischer Patientendaten ist in Tabelle 11 (S. 64)

zusammengefasst.

4.1.1 Alters- und Geschlechterverteilung

In der Zeit von 1993-2006 wurden im Institut fiir Pathologie in Bad Saarow bei insgesamt 49

Patienten Knochenmetastasierungen festgestellt. Betroffen waren 22 Frauen und 27 Ménner.

14
12 m Manner
m Frauen
10
= 8
<
=
<
= 6
4
2
N
< 39 J. 40-49 J. 50-59 J. 60-69 J. 70-79 J.
Alter

Abbildung 17: Alters- und Geschlechterverteilung der Patienten zum Zeitpunkt der

Diagnose ,,Knochenmarkmetastasierung®, n= 49, 1993-2006
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Primirtumordiagnose
Bei der Ermittlung des Durchschnittsalters zum Zeitpunkt der Primirtumordiagnose wurden nur
Patienten berticksichtigt, bei denen laut Aktenlage ein genaues Diagnosedatum vorlag. Dies war

bei 42 von insgesamt 49 Patienten der Fall.

Bei den 20 beriicksichtigten Frauen lag das mittlere Alter zum Diagnosezeitpunkt bei 52,4
Jahren, bei den 22 Ménnern bei 63,5 Jahren. Der jiingste Patient war weiblich und 33 Jahre alt,

der ilteste war méannlich und 78 Jahre alt.

Diagnose der Knochenmarkmetastasierungen
Bei der Ermittlung des Durchschnittsalters zum Zeitpunkt der Diagnose ,,Knochenmark-
metastasierung* konnten aufgrund der vollstindigen Datenlage alle 49 Patienten beriicksichtigt

werden.

Das mittlere Alter der Patienten zum Diagnosezeitpunkt lag bei den Frauen bei 58 Jahren und bei
den Minnern bei 65,4 Jahren.

Der jiingste Patient war weiblich und 34 Jahre alt, der &lteste war ménnlich und 79 Jahre alt.

Bei den Miénnern wurde sowohl die Primirtumordiagnose als auch die Diagnose einer
Knochenmarkmetastasierung am haufigsten in einem Alter von 60 bis 69 Jahren gestellt, bei den

Frauen in einem Alter von 50 bis 59 Jahren.

Ohne nach Geschlechtern zu differenzieren gehorten die meisten Patienten (ca. 33 %) der

Altersgruppe von 70 bis 79 Jahren an.

4.1.2 Zeitlicher Abstand zwischen der Primirtumordiagnose und der Diagnose

»Knochenmarkmetastasierung*

Die Abbildung 18 verdeutlicht, dass bei einem groBen Teil der Patienten (ca. 41 %) die Diagnose
,Knochenmarkmetastasierung® vor der Primdrtumordiagnose erfolgte. Dazu gehoren die

sogenannten initialen CUP-Fille.
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14 |

12

10

B Frauen
B Manner

Fallzahl
(0¢]

Abbildung 18: Zeitlicher Abstand zwischen der Primirtumordiagnose und der Diagnose

einer Knochenmarkinfiltration aufgeschliisselt nach Geschlecht

Tabelle 10: Zeitlicher Abstand zwischen der Primédrtumordiagnose und der Diagnose einer

Knochenmarkinfiltration aufgeschliisselt nach Tumorarten

Zeitlicher Abstand

BroCa

MaCa

Priméartumorarten

ProCa

Urothel

GIT

Pankreas

Leber

Metastase vor PT

4

3

6

2

3

1

1

zeitgleich

<3 Wochen

1
3
2

3 Wo-6 Monate

7-12 Monate

13-23 Monate

2-4 Jahre

5-7 Jahre

8-14 Jahre

>15 Jahre

2SN ==

n. a.




58

4.1.3 Uberlebensrate und Alter der Verstorbenen

31 der 49 (= 63 %) an einer Knochenmarkinfiltration leidenden Patienten sind bis zum heutigen
Zeitpunkt (Stand Februar 2008) verstorben. Acht der verstorbenen Patienten wurden seziert. Fiir
die weiteren 18 Patienten sind keine Follow-up-Ergebnisse zu eruieren.

Der jiingste verstorbene Patient mit Knochenmarkbefall war weiblich und 34 Jahre alt. Der
alteste Patient war méinnlich und 79 Jahre alt.

Im Durchschnitt starben die Frauen des Patientenkollektivs mit Knochenmarkinfiltration im

Alter von 52,6 Jahren und die Manner im Alter von 63,7 Jahren (mittleres Alter).

16

14

12

10

—e— Verstorbene Patienten

Fallzahl
o)

1 2 3-6 7-12 13-16

Monate ab Diagnosesicherung

Abbildung 24: Beobachtetes Uberleben der Patienten (n=31) nach Diagnosesicherung einer

Knochenmarkmetastasierung

4.1.4 Paraklinische und Klinische Zusatzbefunde

Unter Einbeziehung der Begleitblitter (Abb. 9-11) lieBen sich fiir die Patienten folgende

Symptome eruieren:
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1) Insgesamt litten 33 von 49 betroffenen Patienten (= 67 %) an einer Andmie, 20 (= 41 %)
an einer Thrombopenie, 10 (= 20 %) an einer Panzytopenie.

2) Von den 49 Patienten wurden 19 zum Zeitpunkt der Knochenmark- und
Blutuntersuchung bereits therapiert. Dabei wurde bei 14 Patienten eine Andmie
angegeben, bei 12 eine Thrombopenie, bei 10 eine Panzytopenie. Bei den angegebenen
Therapien handelte es sich um Strahlen- und Chemotherapie mit knochenmark-
suppressiver Wirkung.

3) Bei 25 Patienten fand zum Zeitpunkt der Knochenmarkdiagnostik keine Therapie statt
bzw. war ein Patient zum Zeitpunkt der Diagnostik bereits verstorben (Autopsiefall).

4) Ein Gewichtsverlust war bei 10 (= 20 %) Patienten angegeben, ein herabgesetztes
Allgemeinbefinden bei 19 (= 39 %), Knochenschmerzen bei 11 (= 22,5 %).

5) Bei 7 Patienten (= 14,5 %) wurde eine B-Symptomatik (Nachtschweill, Gewichtsverlust,
Fieber) angegeben.

6) An pathologischen Frakturen litten 4 Patienten (= 8 %).

7) In 16 Féllen (= 32,5 %) wurde ein erhohter Kalziumspiegel im Blut diagnostiziert.

4.2 Tumoranamnese

4.2.1 Primértumorarten

Die 49 metastasierenden Primédrtumoren sind unterschiedlichen Organlokalisationen zuzuordnen
(Abb. 19). Die 15 Mammakarzinome, die ausschlieBlich bei Frauen auftraten, unterteilen sich
weiter in 5 invasiv-duktale und 6 invasiv-lobulire Mammakarzinome. Bei 4 Patientinnen mit
Mammakarzinom wurde keine genaue Unterteilung vorgenommen.

Bei den 10 Bronchialkarzinomen handelte es sich in 7 Féllen um kleinzellige Bronchial-
karzinome und in 3 Féllen um Adenokarzinome.

Die 5 Tumoren des Gastrointestinaltraktes waren in 2 Fillen Siegelringzellkarzinome und in 3
Féllen Adenokarzinome.

In 11 Fillen handelte es sich um Prostatakarzinome. In jeweils einem Fall wurde der

Primartumor im Pankreas bzw. in der Leber gefunden.
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Leber
2% Bronchialkarzinome
21 %

Urothelkarzinome
10 %

Prostatakarzmome )
230, | Karzinome des GIT
10 %
\_Pankreas

2%

Mammakarzinome
32 %

Abbildung 19: Hiufigkeit und Verteilung der Priméirtumoren

4.2.2 Das T-Stadium

Eine TNM-Klassifikation der metastasierenden Tumoren konnte bei 25 Patienten vorgenommen

werden, bei 24 Patienten (,,n. a.“ bzw. ,,TX*) war dies nicht moglich (siehe Tab. 11).

Die metastasierenden Mammakarzinome befanden sich zu gleichen Teilen in der T1/T2- und
T3/T4-Gruppe mit jeweils 4 Fillen. In 7 Fillen wurden keine ndheren Angaben gemacht. Die
Gruppe der Prostatakarzinome rekrutierte sich ausschlieBlich aus der Gruppe der T3- (n=5) und
T4- (n=3) Stadien. In 3 Fillen wurden keine ndheren Angaben gemacht.

In der Gruppe der kleinzelligen Lungentumoren befand sich ein Tumor in der T2- und zwei
Tumoren in der T4-Gruppe. Zu den Stadien der Adenokarzinome der Lunge wurden keine
Angaben gemacht. Die Urothelkarzinome befanden sich zum Zeitpunkt der Metastasierung
zweimal im T4-Stadium und einmal im T3-Stadium.

Wie das folgende Diagramm veranschaulicht, befand sich die Mehrheit aller Tumoren in den T3-

und T4-Stadien (Abb. 20).



61

12

10

Fallzahl
(o))

| .
0

T

T-Stadium

Abbildung 20: Verteilung der Primirtumoren nach Tumorgrof3e

4.2.3 Histopathologisches Grading des Primirtumors und der Knochenmark-

metastasen

In 31 Féllen (= 63 %) wurde ein Grading des Primdrtumors angegeben. Das Grading der
Metastasen konnte in 45 Fillen (= 92 %) zur Auswertung herangezogen werden. In 4 Fillen
fehlte diese Angabe.

Die Verteilung und Héaufigkeit der Tumoren bzw. Metastasen, aufgeschliisselt nach dem

Differenzierungsgrad, verdeutlichen die Abbildungen 21 und 22.
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20

18
16 -
14

12

Fallzahl 10
8
6
4
2
0
G1 G2 G3 G4 n.a.

Grading

Abbildung 21: Histopathologisches Grading der metastasierenden Primértumoren

35
30

25 -

20 -
Fallzahl

15

10

5
: ] B m
G1 G2 G3 G4 n.a.
Grading

Abbildung 22: Histopathologisches Grading der Metastasen im Knochenmark

Die Unterschiede hinsichtlich des Gradings des Primértumors und seiner Metastase werden in
Abbildung 23 deutlich. In 14 Fillen gab es eine Ubereinstimmung (= 28,6 %), in 16 Fillen gab
es keine Ubereinstimmung (32,7 %) und in 19 (38,7 %) Fillen fehlen die fiir eine Zuordnung

erforderlichen Angaben.



29 %

B Ubereinstimmung
B keine Ubereinstimmung
O keine Angabe

33%

Abbildung 23: Ubereinstimmung zwischen dem Grading des Primirtumors und seiner

Knochenmarkmetastase
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4.2.4 Auftreten von Zweittumoren

Bei lediglich 2 Patienten wurden Zweittumoren dokumentiert. Es handelte sich hierbei um einen
weiblichen und einen méinnlichen Patienten.

Bei der Patientin (K.M.) wurde bereits vor der Diagnose einer Knochenmarkmetastasierung
sowohl ein Mammakarzinom als auch ein kolorektales Karzinom festgestellt. Erst die
immunhistochemischen Untersuchungen am Beckenkammzylinder fiihrten zu dem Ergebnis,
dass die Metastasen im Knochen von einem Mammakarzinom stammten und nicht wie zunichst
angenommen von dem klinisch manifesten kolorektalen Karzinom ausgingen.

Bei dem ménnlichen Patienten (L.D.) wurden 2 Tumoren gefunden. Neben dem fiir die
Knochenmarkmetastasierung verantwortlichen neuroendokrinen Bronchialkarzinom wurde im

Rahmen der Autopsie auch ein Prostatakarzinom entdeckt.

4.3 Effizienz der eingesetzten diagnostischen Verfahren

Im Untersuchungszeitraum wurden zur Beurteilung der Hématopoese insgesamt 9334
Knochenmarkproben zur zytologischen Untersuchung (dazu zihlen sowohl Knochenmark-
aspirate als auch Abtupfpriparate) eingesandt. Im gleichen Zeitraum wurden 8391
Beckenkammbiopsien untersucht.

Die Untersuchungsauftrige konzentrierten sich tiberwiegend auf die Abkldrung von Andmien,
Zytopenien und auf die Beurteilung einer Knochenmarkinfiltration bei anderenorts gesicherten
hamatologischen Systemerkrankungen und entsprechender Therapieeffekte.

Nur sehr wenige Félle in dem insgesamt umfangreichen und weit geficherten
Untersuchungsspektrum betrafen Fragestellungen nach einer Knochenmarkmetastasierung oder
ergaben eine solche im Ergebnis der jeweiligen Probenuntersuchung.

Bei lediglich 38 Fillen (= 0,21 % aller Untersuchungsfille bzw. 0,41 % der zytologisch
untersuchten Félle) wurde klinischerseits nach einer Knochenmarkmetastasierung gefragt bzw.
diese (als bislang unbekannter Befund) im Ergebnis der zytologischen Untersuchung festgestellt.
Fiir die Histologie wurden bei 43 Beckenkammbiopsaten (= 0,24 % aller Untersuchungsfille

bzw. 0,51 % der histologisch untersuchten Fille) eine Knochenmarkmetastasierung festgestellt.

Insgesamt handelte es sich um 49 betroffene Patienten mit der Diagnose

Knochenmarkmetastasierung, von denen bei 41 Patienten sowohl ein Knochenmarkaspirat als
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auch ein Beckenkammzylinder in einer Sitzung aus dem Beckenkamm gewonnen wurde.

Bilateral wurde nie biopsiert.

Bei 31 Patienten (von 41 korrespondierenden Paaren) lag eine diagnostische Ubereinstimmung
zwischen positivem Beckenkammbiopsiebefund und korrespondierendem Aspirat vor.

In 7 Fillen gab es keine Ubereinstimmung. Hier war der Beckenkammbefund positiv und der
Befund des Aspirats bzw. des Abtupfpriparates negativ. In nur einem der zytologischen
Priparate war es moglich, eine genaue Artdiagnose zu stellen. Hierbei handelte es sich um ein

kleinzelliges Bronchialkarzinom.

4.4 Indikation der Knochenmarkuntersuchung

Die Indikationen fiir eine Knochenmarkuntersuchung lassen sich im Zusammenhang mit der
eigenen Aufgabenstellung (Untersuchung von Knochenmarkkarzinosen) auf wenige klinische

Konstellationen reduzieren:

1.  Die sogenannten initialen CUP-Fille
Im eigenen Untersuchungsmaterial war diese klinische Konstellation in 19 Fillen gegeben. Hier
wurde versucht, die Lokalisation des Primdrtumors mithilfe der Beckenkammdiagnostik zu

klaren.

2. In 30 Féllen war der Primértumor bereits bekannt.

Dieser wurde meistens bereits durch chirurgische, chemotherapeutische oder
strahlentherapeutische Interventionen behandelt. Anlass zur Knochenmarkuntersuchung war
hiufig die letztlich eintretende Andmie oder Zytopenie, deren Ursache klinischerseits nicht

genau zu deuten war.

3. In 2 Fillen sind Zweittumoren diagnostiziert worden, sodass die Knochenmarkdiagnostik
bei dieser klinischen Konstellation dariiber Aufschluss geben sollte, von welchem der Tumoren

die Knochenmarkkarzinose herriihrt.
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4.5 Die Auswertung der zytologischen Priparate

4.5.1 Blastiire Zellen

In 22 von 38 Ausstrichpréparaten traten blastére Zellen nicht-hdmatopoetischen Ursprungs auf.

Diese sind verdichtig, Zellen eines Karzinoms zu sein. In 16 Ausstrichprdparaten traten keine

blastidren Zellen auf.

O 0 % Blasten
W 1 % Blasten
O >1 % Blasten

16

Abbildung 25: Haufigkeit und Auftreten blastirer Zellen in den Ausstrichpriparaten

4.5.2 Beurteilung der Hamatopoese

Wenn keine Markbréckchen aspiriert wurden, war die Zellularitit in allen Fallen nicht
beurteilbar (in 18 Fillen).

Wenn nur wenige Markbrockchen aspiriert wurden (in 4 Fillen) war die Zelldichte + bis ++
(leicht bis stark erhoht).

In 16 Fillen wurde eine ausreichende Menge an Markbrockel aspiriert. In 94 % dieser Fille war
die Zellularitat ++ (stark erhoht).

Die Verdnderungen in der Himatopoese betrafen Megakaryopoese, Erythropoese und

Granulopoese in unterschiedlichem Ausma@.

Die Ansammlung der Plasmazellen und Lymphozyten im Ausstrichprdparat korrelierte

miteinander und verindert sich gleichermalen.
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In 16 Fillen fehlten diese Zelllinien in den Aspirationsprdparaten.
In keinem Fall fand sich eine Erh6hung beider Zelllinien.
In keinem Fall fand sich eine normale Zellzahl.

In 6 Féllen konnten die Aspirationspréaparate unter diesem Gesichtspunkt nicht beurteilt werden.

4.5.3 Das Verhiiltnis Erythropoese/Granulopoese

Bei 19 von 38 zytologischen Priparaten war das Verhéltnis von Erythropoese zu Granulopoese

nicht sicher beurteilbar. In der anderen Hilfte der Fille lag eine Verschiebung zugunsten der

Granulopoese in unterschiedlichem Ausmal vor (Abb. 26).

m1:3

m1:5

01:8

m1:10

@ nicht beurteilbar

Abbildung 26: Hiufigkeitsverteilung des Verhiltnisses Erythropoese/Granulopoese in den

Ausstrichpriaparaten

4.54 Knochenmarkfremde Zellen

Die Befunde beziiglich der Infiltration knochenmarkfremder Zellen in Aspirationspraparaten

veranschaulicht Abbildung 27. In 7 Féllen konnten keine knochenmarkfremden Zellen gefunden

werden.
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Abbildung 27: Anordnung der Tumorzellgruppen in den knochenmarkzytologischen

Praparaten

Wie Abbildung 28 verdeutlicht, konnte in der Mehrzahl der Félle anhand der Ausstrichpraparate
keine eindeutige Zuordnung der knochenmarkfremden Zellen zu einem Tumortyp erfolgen. In
ca. 74 der Félle war eine genaue Zuordnung in glanduldre/adenoide Formationen moglich.

Anhand der Abtupfpréparate (n= 8) konnte in keinem Fall eine Zuordnung vorgenommen

werden.

M nicht eindeutig
O glanduldr/adenoid
O andere

Abbildung 28: Zuordnung der Tumorzellen in Aspirationspriparaten zu einem Tumortyp

Lediglich in einem Fall konnte anhand des knochenmarkzytologischen Préiparates eine genaue

Artdiagnose gemacht werden. Es handelte sich hierbei um ein kleinzelliges Bronchialkarzinom.
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4.5.5 Speichereisen

Eine Ubersicht iiber die Verteilung des Speichereisens im Knochenmark veranschaulicht Tabelle

12.

Tabelle 12: Hiufigkeit des Auftretens von Speichereisen in den Ausstrichpriparaten

Menge an Speichereisen Fallzahl
kein Speichereisen 10
wenig Speichereisen 1
normal 0

viel Speichereisen 13
keine Beurteilung moglich 14

In 10 Féllen (26 %) war kein Speichereisen nachweisbar. 13 Fille (34 %) zeigten ein vermehrtes
Speichereisen. In 14 Fillen (37 %) war keine Beurteilung moglich, weil die hier anzutreffenden

Zellverbdande Tumorzellen waren, in deren Stroma in der Regel kein Speichereisen enthalten ist.

4.6 Die Auswertung der histologischen Priparate

Die Qualitdt und der Erhaltungszustand der insgesamt 43 Biopsate waren in 40 Fillen gut, in 2
Féllen mittelmdBig und in nur einem Fall schlecht. Die Anzahl und die flichenmiBige
Ausdehnung der Fragmente war in allen Féllen gut.

Der kleinste Biopsiezylinder hatte eine Fldche von 6 x 4 mm, der groBte Biopsiezylinder eine

Fliache von 38 x 4 mm.

4.6.1 Flachenanteil der Tumorzellen

Die quantitative Flichenausdehnung der Tumorzellen in den untersuchten Biopsaten belief sich

zwischen weniger als 20 und 95 % (Tab. 13).
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Tabelle 13: Anzahl und Hiufigkeit der durch Tumorzellen eingenommenen Fliche in den

Biopsiezylindern

Flache in % bis 20 % bis 40 % bis 60 % bis 80 % bis 95 %
Anzahl 12 6 8 6 10

4.6.2 Das Knochengewebe

Die Abbildung 29 verdeutlicht, dass es sich in den untersuchten Préparaten fast ausschlieBlich
um osteolytische Prozesse handelte.

In 37 Féllen (86 %) wurde ein direkter Kontakt zwischen Knochentrabekel und Tumorzellen
beobachtet, in 4 Fillen (9 %) fehlte dieser. In 32 Fillen (74 %) wurde ein direkter Osteoklasten-
Knochenkontakt verifiziert, in 9 Féllen (21 %) nicht. In den 9 Fillen, in denen kein direkter

Osteoklasten-Knochenkontakt bestand, waren auch die Trabekel intakt.

Osteolysen+Osteogenese

Osteogenese

diffus
verschmalert+Osteolysen

diffus verschmalert

Trabekel intakt+Osteolysen

Trabekel intakt

0 5 10 15 20 25 30
Fallzahl

Abbildung 29: Zustandsformen des Knochens in den Priparaten mit Knochenmark-

infiltration
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4.6.3 Art der Knochenreaktion

Die Art der durch die Tumorinfiltration induzierten Knochenreaktionen ist in Abbildung 30
dargestellt. Es dominierte eine Porose bzw. Lyse des ortsstindigen ossdren Trabekelwerks.
Ferner wurden Fibro- und Spongiosklerosen, die Ausbildung von Geflechtknochen und

Mischformen festgestellt.

Fibrosklerose

Geflechtknochen

Spongiosklerose

Mischform

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Fallzahl

Abbildung 30: Durch die Metastasen verursachte Art der Knochenreaktion
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4.6.4 Das Knochenmarkstroma

Eine Verfaserung des Knochenmarkstromas war in 23 Féllen (54 %) feststellbar. Die speziellen

Ausprigungen der entsprechenden Verdnderungen des Knochenmarkstromas zeigt Abbildung

31. In 10 Fillen (23 %) konnte keine Fibrose festgestellt werden.

16
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Abbildung 31: Art und Hiufigkeit der Fibrose im Knochenmarkstroma unter dem Einfluss

der Knochenmarkmetastasierung
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4.6.5 Eisenablagerungen

In 29 Fillen (= 67,5 %) fanden sich reduzierte Eisenablagerungen. In 3 Féllen (= 7 %) bestand

ein Normalbefund und in 11 Fallen (= 25,5 %) zeigte sich eine erhohte Eisenablagerung.

4.6.6 Osteoklastenaktivitit

In dem GroBteil des untersuchten Materials (77 %) haben die Metastasen zu einer
Osteoklastenaktivierung gefiihrt. Die Osteoklasten waren davon in 30 Féllen in Clustern
angeordnet.

In 9 Féllen (= 21 %) war keine erhohte Osteoklastenaktivitét zu eruieren.

In einem einzigen Fall war eine Beurteilung des Préparates unter diesem Gesichtspunkt nicht

moglich.

4.6.7 Gefilie

Die Anzahl der Gefdfle war in den Biopsien zumeist normal (30 Félle = 70 %). In 13 Féllen (30

%) wurde eine vermehrte Gefdflanzahl festgestellt.

4.6.8 Makrophagenakkumulation

Der iiberwiegende Anteil aller Untersuchungsfille (91 %) wies keine morphologisch

verifizierbare Stimulation oder Akkumulation von Makrophagen auf.
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4.6.9 Tumornekrosen

Die Abbildung 32 verdeutlicht, dass Tumornekrosen in den Infiltraten nur selten (14 %)
festgestellt wurden. Hierbei konnte die Annahme, dass ein hoher Fliachenanteil von

Tumorgewebe im Knochenmark mit vielen Tumornekrosen korreliert, nicht bestétigt werden.

im tibrigen Knochenmark

im Tumor und im
Knochenmark

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Fallzahl

Abbildung 32: Auftreten und Héufigkeit von Tumornekrosen in den Biopsiepriaparaten
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4.6.10 Tumorzellanordnung

Es dominierte die Tumorzellanordnung in ein oder mehreren groferen Zellclustern (16 Fille =
32 %). In 11 Féllen (= 26 %) kam es zu einem vollstindigen Ersatz von Knochen und
Knochenmark, in 9 Fillen (= 21 %) waren zahlreiche Tumorzellfoci mit Stromainduktion zu

finden und in 7 Féllen (= 16 %) ordneten sich die Tumorzellen in Mikrokolonien an (Abb. 33).

O Mikrokolonien

M zahlreiche Tumorzellfoci mit
Stromainduktion

O ein oder mehrere groBere
Tumorzellcluster

O vollstindiger Ersatz von Knochen und
Knochenmark

Abbildung 33: Haufigkeit und Anordnung der Tumorzellen in den Biopsiepriparaten

4.7 Morphologische Phinomene und Wachstumsmuster der Knochenmark-

metastasen im zytologischen und histologischen Priparat

Die zytomorphologischen Phanomene und Wachstumsmuster wurden fotografisch dokumentiert,
wobei eine Gegeniiberstellung von Zytologie (linke Seite) und Histologie (rechte Seite)
vorgenommen  wurde. Diese  Auswahl  beschrinkt sich auf Prdparate von
Knochenmarkmetastasen der Mamma (Abb. 34-37), der Prostata und Harnblase (Abb. 38-44),
der Lunge (Abb. 45-51) und des Gastrointestinaltrakts (Abb. 52-56).



Knochenmarkmetastasen von Priméirtumoren der Mamma

Abb. 34: Kompakte Zellverbdnde eines gering

differenzierten invasiven lobuldren Mammakarzinoms.

Prominente, chromatinreiche Zellkerne mit sehr
schmalen Zytoplasmasdumen. Zytologie, Pappenheim,
20fache Vergr.

Abb. 35: Knochenmarkmetastase eines gering
differenzierten invasiven lobuldren Mammakarzinoms.
Ausgedehnte glandulédre und in Zellreihen angeordnete
Tumorzellen mit hyperchromatischen Zellkernen.
Osteolysen des Knochens (rot). Histologie, HE, 20fache
Vergr.

Abb. 36: Knochenmarkmetastase eines gering
differenzierten invasiven lobuldren Mammakarzinoms.
Faserreiches Tumorstroma. Histologie.
Versilberungsreaktion nach Gomori, 20fache Vergr.

- -
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Abb. 37: Knochenmarkmetastase eines invasiven
duktalen Mammakarzinoms. Fibrose und Sklerose des
Markraumes. Osteoneogenese an den
Knochentrabekeln. Histologie, Goldner, 10fache Vergr.
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Knochenmarkmetastasen von Priméirtumoren der Prostata und der Harnblase

Abb. 38: Einzelzellen und wenig kohésive Zellgruppen ~ Abb. 39: Knochenmarkmetastase eines gering

eines gering differenzierten Adenokarzinoms der differenzierten Adenokarzinoms der Prostata.

Prostata. Drei benachbarte kleine Zellen mit auffilligen = Glanduldre Zellverbédnde innerhalb und auBerhalb von

Nukleolen. Zytologie, Pappenheim, 20fache Vergr. sinusoidalen Blutgefaflen. Histologie, Goldner, 20fache
Vergr.

Abb. 40: Einzelzellen und kleinere Zellverbdnde eines Abb. 41: Knochenmarkmetastase eines gering

Adenokarzinoms der Prostata. Einzelne Zellkerne differenzierten Adenokarzinoms der Prostata. Adenoide
zeigen Nukleolen. Zytologie, Pappenheim, 40fache Zellverbinde mit kribriformem Wachstumsmuster.
Vergr. Histologie, HE, 20fache Vergr.

Abb. 42: Knochenmarkmetastasen eines gering
differenzierten Adenokarzinoms der Prostata.
Immunhistochemische Markierung mit einem
Antikdrper gegen PSA. Histologie, 20fache Vergr.
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Knochenmarkmetastasen von Priméirtumoren der Prostata und der Harnblase

(Fortsetzung)

Abb. 43: Knochenmarkmetastase eines weitgehend Abb. 44: Knochenmarkmetastasen eines weitgehend
entdifferenzierten Urothelkarzinoms der Harnblase. entdifferenzierten Urothelkarzinoms der Harnblase.
Kompakte Zellverbénde mit pleomorphen Kompakte Zellverbénde mit hyperchromatischen
hyperchromatischen Zellkernen. Verschiebung der Zellkernen und méafig breitem Zytoplasma destruieren
Kern-Zytoplasma-Relationen zugunsten der Kerne. die Knochentrabekel (rot). Histologie, HE, 20fache

Zytologie, Pappenheim, 60fache Vergr. Vergr.
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Knochenmarkmetastasen von Priméirtumoren der Lunge

. e .-i)-“ : >
: Nl.," a!_l!‘ “',.‘
Abb. 45: Verband atypischer Plattenepithelien mit Abb. 46: Knochenmarkmetastase eines gering
dichten Interzellularbriicken. Variable Kernformen und  differenzierten Plattenepithelkarzinoms. Weitgehend
méBig breites Zytoplasma. Zytologie. Pappenheim, kompakte Zellverbdnde mit Interzellularbriicken und
20fache Vergr. hyperchromatischen Kernen. Mehrere Mitosen.

Histologie, HE, 20fache Vergr.

T3,

[

Abb. 47: Gering differenziertes Adenokarzinom der Abb. 48: Knochenmarkmetastase eines gering
Lunge. Kompakte glanduldre Zellgruppe mit differenzierten Adenokarzinoms der Lunge. Zentrale
randsténdigen hyperchromatischen Zellkernen und Lumenbildung. Histologie, CLAE, 20fache Vergr.

intrazytoplasmatischer Aufhellung (Schleim). Zytologie,
Pappenheim, 60fache Vergr.

P, 7 A% 3 ‘ : B &g
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Abb. 50: (Anaplastisches) kleinzelliges
Lungenkarzinom. Dichte Zellverbénde mit blastiren
bzw. vesikulierten, chromatinarmen Kernen. Kern-

Zytoplasma-Relationen zugunsten der Kerne
verschoben. Histologie, PAS, 100fache Vergr.

Abb. 49: (Anaplastisches) kleinzelliges
Lungenkarzinom. Kleinste Zellverbénde blastérer Zellen
mit prominenten chromatinreichen Zellkernen. Kern-
Zytoplasma-Relationen zugunsten der Kerne
verschoben. Zytologie, Pappenheim, 60fache Vergr.
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Knochenmarkmetastasen von Primértumoren der Lunge (Fortsetzung)

Abb. 51: (Anaplastisches) kleinzelliges
Lungenkarzinom. Immunhistochemische Markierung
der Zellkerne mit einem Antikorper gegen TTF-1.
Histologie, 20fache Vergr.
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Knochenmarkmetastasen von Priméirtumoren des Gastrointestinaltraktes
vl v ' N P e o

Abb. 52: Adenokarzinom des Magens. Glandulér Abb. 53: Knochenmarkmetastase eines gering
angeordnete Tumorzellen umsédumen eine differenzierten Adenokarzinoms des Magens.
lumenéhnliche Struktur. Zytologie, Pappenheim, Histologie, HE, 20fache Vergr.

40fache Vergr.

Abb. 54: Hochkohisive, blastér strukturierte Abb. 55: Knochenmarkmetastase eines gering
Tumorzellen im Verband (hepatozelluldres Karzinom). differenzierten hepatozelluldren Karzinoms. Histologie,
Prominente Zellkerne. Einzelne Nukleolen. Erhdhte HE, 20fache Vergr.

Vulnerabilitit der Zellen. Zytologie, Pappenheim,
20fache Vergr.

Abb. 56: Knochenmarkmetastasen eines gering
differenzierten hepatozelluldren Karzinoms.
Immunhistochemische Markierung mit einem
Antikdrper gegen HeParl. Histologie, 20fache Vergr.
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4.8 Die CUP-Fille
In 19 Fillen war der Primdrtumor zum Zeitpunkt der Knochenmarkuntersuchung noch nicht
bekannt (sog. initiale CUP-Fille). Ein Teil davon wurde anhand der weiteren klinischen Befunde

geklart und histologisch verifiziert. In 9 Féllen gelang dies mithilfe der Immunhistochemie. Es

blieb kein Fall ungeklért (Tab. 14).

Tabelle 14: Die Patientendaten der initialen CUP Fille

Patient | Geschlecht| geboren gestorben | Tumor | Histo | Zyto | Anwen_dung der_
mmunhistochemie

1. |G.H. 3 06.12.1948 {13.01.1993 | BroCa + + ja
2. |H.S. Q 16.12.1927 BroCa + + nein
3. |L.D. 3 03.12.1941 | 17.10.2004 | BroCa n.a. |n.a. |nein
4. |W.C. Q 27.10.1937 |29.04.1997 | BroCa + + ja
5. |G.H. 3 01.08.1936 [{04.10.2000 |BroCa + + nein
6. |L.L 3 20.08.1959 |19.07.2005 |GIT ++ na. |ja
7. |P.H. 3 16.08.1935 | 26.02.1997 |GIT + + nein
8. |M.H. 3 26.10.1920 |22.06.2000 |GIT + + nein
9. |M.L. 3 20.05.1932 |20.12.2003 | Leber ++ + ja
10.|S.A. Q 19.09.1950 MaCa ++ n.a. |nein
11. | KIM. Q 07.03.1931 MaCa ++ + ja
12. | M.K. J 19.07.1932 Pankreas | ++ |- ja
13.| E.H. 3 19.08.1938 [ 05.01.2001 |ProsCa |++ + ja
14. | J.K-H. d 07.05.1940 ProsCa |+ + nein
15. | N.W. 3 08.05.1937 | 15.04.2002 | ProsCa |+ - nein
16. | S.E. 3 15.09.1928 | 14.07.2004 | ProsCa |++ + nein
17. | W.W. 3 03.12.1929 ProsCa |++ - ja
18. | K. Q 27.04.1932 | 25.08.2003 | Urothel + + ja
19. | R.K. 3 14.09.1940 | 18.02.2004 | Urothel ++ + ja

- = Knochenmarkdiagnostik bringt keine weiteren Anhaltspunkte

+ = Knochenmarkdiagnostik bringt Anhaltspunkte fiir Tumorinfiltration und lésst

Riickschliisse auf die Lokalisation des Primartumors vermuten
+H = Klarer Nachweis der Tumorlokalisation

In 13 von 19 Féllen ergab die Untersuchung der Aspirationspriparate Anhaltspunkte fiir eine
Knochenmarkinfiltration durch einen soliden Tumor. In diesen Féllen konnte lediglich eine
Vermutung der Lokalisation des Primértumors ausgesprochen werden. Die entsprechenden

Primirtumoren konnten im weiteren Verlauf vom Kliniker ausfindig gemacht werden.
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Bei den Beckenkammzylindern wurden in 10 Fillen immunhistochemische Untersuchungen

durchgefiihrt. In 9 Féllen konnte somit der Primirtumor entweder stark eingegrenzt oder genau

lokalisiert und daher die initiale CUP-Situation abgeklirt werden. Aufgefiihrt sind im Folgenden

die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen initialer CUP-Fille.

1)

2)

Priparat B 7675/00 G.H. &

Immunphénotyp:

CKAE1/AE3+/CK7+/CK20-/TTF-1+

Weitere negative Marker: CK5/6, CDX2, HePar, Vimentin, PSAP, P450S/AMACR, ER,
p63, CD56

Gering herdférmig positiv: CA125

Diagnose: gering differenziertes Adenokarzinom der Lunge

Priparat B 4790/96 W.C. ©

Immunphénotyp:

NSE+/S100++/Synaptophysin+/Chromogranin+/BerEP4++
Weitere negative Marker: LCA
Diagnose: Die Diagnose war mithilfe der Imnmunhistochemie nicht eindeutig zu kliren.

Unter Betrachtung der konventionellen Praparate kommen sowohl ein Mamma- als auch

ein Bronchialkarzinom in Betracht.
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4)

5)
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Priparat B3149/05L.1. &

Immunphénotyp:

CK7+/CK20 schwach positiv

Weitere negative Marker: TTF-1, PSA, PSAP

Diagnose: Die Befundkonstellation spricht fiir einen Primértumor in der Oberbauchregion

(GIT), keine Metastase eines Adenokarzinoms der Lunge

Priparat B 9432/03 M.L. &

Immunphénotyp:

CKAE1/AE3+/CK7-/CK20-/HePar+

Weitere negative Marker: CK5/6, CK7, CA125, CDX2, Vimentin, TTF-1, PSAP,
P450S/AMACR, ER, p63, CD56

Diagnose: gering differenziertes hepatozelluldres Karzinom

Priiparat B 8525/01 KM. @

Immunphénotyp:

CKAE1/AE3+/CK7+/CK20-/E-Cadherin+/CDX2-/ER+

Weitere negative Marker: CK5/6, CK7, CA125, Vimentin, TTF-1, p63, CD56

Diagnose: gering differenziertes invasiv-duktales Mammakarzinom, keine Metastase eines

kolorektalen Karzinoms (wie urspriinglich angenommen)



6)

7

8)
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Priparat B 5670/05 M. K. &

Immunphénotyp:

CKAE1/AE3+/CK7-/CK20-/Synaptophysin+

Weitere negative Marker: CK5/6, CDX2, CAI125, Calretinin, Mesothelin, HePar,
Vimentin, Chromogranin, Calcitonin, TTF-1, PSAP, P450S/AMACR, ER, p63, CD56,
CD117

Diagnose: neuroendokrines Karzinom (Primartumor im Pankreas)

Priparat B 6322/00 EH. J

Immunphénotyp:

CKAE1/3+, PSA+, Ki 67+

Weitere negative Marker: PSAP, NSE, S100

Diagnose: spricht fiir Prostatakarzinom, gegen Bronchialkarzinom

Priparat B 6787/00 W.W. &

Immunphénotyp:

PSA+/PSAP+

Diagnose: Prostatakarzinom



9)

10)
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Priparat B 5688/02 K.I. @

Immunphénotyp:

CKAE1/AE3+/CK7+/CK20-/E-Cadherin+/p63+/ CA125+(20%)

Weitere negative Marker: CK5/6, CDX2, GCDFP15, Vimentin, TTF-1, ER, WT1, CD56

Diagnose: entdifferenziertes Karzinom, wahrscheinlich Harnblase (Urothelkarzinom)

Priparat B 824/04 R. K. &

Immunphénotyp:
CKAEI1/AE3+/CK7+/CK20-/p63+

Weitere negative Marker: CK5/6, CA125, CDX2, HePar, Vimentin, TTF-1, PSAP,
P450S/AMACR, ER, CD56

Diagnose: méBig differenziertes Urothelkarzinom
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5 Diskussion
5.1 Diskussion der Methode

In der vorliegenden Arbeit wird am Untersuchungsmaterial des Institutes fiir Pathologie Bad
Saarow die Haufigkeit und Verteilung von Knochenmarkmetastasen analysiert. Die
histomorphologischen und zytologischen Charakteristika der Knochenmetastasen werden
evaluiert.

Das Institut fiir Pathologie in Bad Saarow hat durch seine hdmato-onkologische Spezialisierung
einen langjdhrigen diagnostischen Erfahrungsschatz, der insgesamt auf der Beurteilung von zirka
20 000 Fillen knochenmarkzytologischer Untersuchungsfille sowie =zirka 15 000
knochenmarkhistologischer Untersuchungen basiert.

Bei dem untersuchten Kollektiv handelt es sich um 49 Patienten, deren Knochenmark durch
einen soliden Tumor befallen wurde. Zur Untersuchung wurden vom Kliniker entsprechende

Gewebeproben am Beckenkamm entnommen.

Das diagnostische Ergebnis der Untersuchung einer Knochenmarkprobe héngt von der Qualitét

jedes einzelnen der ineinander greifenden Untersuchungsschritte ab.

Dies sind in der Reihenfolge des klinischen Ablaufes:
1. die internistisch-hdmatologische Basisdiagnostik
2. die Entnahmetechnik
3. die exakte technische Aufbereitung und Priparateherstellung
4. die Qualitdt der pathohistologischen und zytologischen Diagnostik

Die Erhebung der klinischen Befunde muss einem standardisierten Untersuchungsgang folgen.
Dabei ist die exakte Dokumentation und fehlerfreie Archivierung der gewonnenen
Untersuchungsergebnisse von grofiter Wichtigkeit.

Fiir die vorliegende Studie wurden die klinischen Untersuchungsergebnisse anhand eines
standardisierten, seit nunmehr iiber 10 Jahren im Klinikum zur Kommunikation zwischen
Klinikern und Morphologen genutzten Begleitscheins herangezogen (Abb. 9-11).

Er enthélt die Patientendaten, anamnestische, klinische, paraklinische Angaben (Blutbefunde)

sowie die Verdachtsdiagnose bzw. die klinische Fragestellung.
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Die Grundstruktur des verwendeten Begleitscheins ist dabei fiir die gestellten Anforderungen
sinnvoll und zweckméBig. Die Archivierung der Befunde erfolgte zuverldssig. Allein die
papiergebundene Form der Datenerhebung erscheint aus heutiger Sicht unzeitgemdB und

erschwert die Beurteilung und Auswertung.

Weitere wichtige Voraussetzung fiir eine exakte histologische Diagnose ist die Gewinnung von
repriasentativem Gewebematerial. Es liegt in der Verantwortung des Klinikers, dem Pathologen
aussagekriftige Biopsate in gutem Erhaltungszustand zu liefern.

Dabei ist zunichst der Ort der Trepanation des Knochens mafigeblich fiir die Gewinnung eines

aussagekriftigen Préaparates.

Es sollte eine leicht zugédngliche Stelle zur Punktion gewihlt werden. Die Prozedur sollte den
Patienten minimal traumatisieren und wenig gefihrlich sein. Das Biopsat sollte kortikalen und
trabekuldren Knochen und insgesamt eine reprasentative Knochen- und Knochenmarkstruktur
enthalten.

Im Vergleich zum Sternum, den Wirbelkdrpern und dem Ilium ist der Volumenprozentsatz von
trabekuldrem Knochen im Beckenkamm geringer; die Markrdume jedoch sind im Sternum und
in den Wirbelkorpern grofler. Das Verhiltnis Parenchym zu Fett ist im Sternum grof3er. Das ist
eine Tatsache, die eigentlich fiir die Nutzung des Sternums als Aspirationsort spricht.
Demgegeniiber steht aber der hohere technische Aufwand einer Punktion an Sternum und den
Wirbelkorpern und die groBere Gefahr der Verletzung wichtiger benachbarter Strukturen
(FRISCH et al. 1987).

Da nach der Wirbelsdule das Becken die zweithdufigste Lokalisation von Skelettmetastasen ist
(CLAIN 1965), spricht zunédchst die risikodrmere Gewinnung der Biopsie fiir eine Entnahme am
Beckenkamm (BAIN et al. 2000). Im Interesse der Risikominimierung wird deshalb in Bad
Saarow, wie auch in den meisten Einrichtungen, die sich mit der Knochenmarkdiagnostik

befassen, der Beckenkamm als bevorzugter Entnahmeort gewéhlt.

Nach der Wahl des Entnahmeortes ist die technisch korrekte Durchfiihrung der Biopsie
entscheidend. Da die Entnahmetechnik nicht vollig standardisierbar ist, ergibt sich eine gewisse
Variabilitit der Biopsie. Sie resultiert aus dem Winkel und der Richtung des Einstichs der
Biopsienadel und fiihrt dazu, dass unterschiedliche Abschnitte des Beckenkamms mit

unterschiedlichen morphologischen Eigenschaften biopsiert werden.
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Kritisch gepriift muss dariiber hinaus die Frage einer uni- oder bilateralen Biopsietechnik
werden. In der hier angewandten Methodik wurde ausschlieBlich unilateral biopsiert. Im
Gegensatz dazu kamen HIRSCH et al. (1979), LANG et al. (1984), SAVAGE et al. (1978) und
SINGH et al. (1977) zu dem Ergebnis, dass bilaterale Biopsien des hinteren Beckenkamms eine
hohere Treffsicherheit als Einzelbiopsien ergeben. Zu beriicksichtigen ist, dass die unilaterale
Biopsie eine geringere Belastung der Patienten bedeutet. Die Frage, ob dies den mdglicherweise
vorhandenen Verlust an diagnostischer Qualitdt im Vergleich zur bilateralen Biopsie aufwiegt,
sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.

Ein weiterer wichtiger Teil der Diskussion der Entnahmetechnik betrifft die Linge des
Biopsiezylinders. LANG et al. (1984) haben nachgewiesen, dass die Lange des Biopsiezylinders
einen entscheidenden Einfluss auf die H&ufigkeit des Befallsnachweises hat: 55 % positive
Befunde in 130 Biopsien mit weniger als 25 mm Lénge und 77 % in 46 Biopsien mit mehr als 25
mm Linge. Die Gewinnung eines grof3eren Biopsiezylinders wiirde hier die Sensitivitit erhdhen.
In der vorliegenden Studie hatten gerade einmal 6 von 43 Priaparaten eine Lange von mehr als 25
mm und erfiillen damit die an die Grof3e der Biopsiezylinder gestellten Forderungen.

Aber nicht nur die technische Ausfithrung der Trepanation und der Aspiration am Beckenkamm
birgt Fehlerquellen, sondern auch die spétere Aufarbeitung des Materials im Labor.

Zu kleine Gewebefragmente, Gewebe aus nekrotischen oder stark entziindlich verdnderten
Arealen, Gewebe mit starken Quetschungsartefakten oder Gewebe nur aus der Umgebung des
eigentlichen Krankheitsherdes lassen keine sichere Diagnose zu und konnen zu Fehldiagnosen

filhren (ADLER 2005).

Zur Erreichung aussagekriftiger histologischer Befunde sind die aufgefiihrten Punkte zu
beachten, um eine moglichst prizise Diagnose zu stellen (FRISCH et al. 1999):

histologische Variation innerhalb der Biopsie

subkortikale Hypoplasien

abwechselnd fettgewebsreiche und hyperplastische Gebiete in tieferen Regionen der
Biopsie

- Akkumulation eines bestimmten Zelltyps in einem einzelnen intertrabekuléren Gebiet

Artefakte (konnen schon bei der Biopsieentnahme entstehen — Epidermis, Periost,

Kortikalis)

Biopsieentnahme erfolgte an einer Stelle, an der zuvor bereits biopsiert wurde. In diesem
Fall besteht die Biopsie aus Granulationsgewebe, Fibrosematerial und neuem Knochen

mit erhohter osteoblastischer Aktivitdit und wenig oder gar keiner Himatopoese oder
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Fettgewebe

- Biopsieentnahme erfolgte von einem zuvor bestrahlten Gebiet. In diesem Fall ist das Mark
unter Umstidnden hypozelluldr oder mit Fettzellen aufgefiillt.

- nicht représentative tangential genommene Biopsien

- Verdanderungen des hdmatopoetischen Gewebes/der Zellen durch die Aufbereitung durch
die MTA., z. B. Schwellung oder Schrumpfung wéhrend einer inaddquaten Fixation,
insuffiziente Dehydratation, unvollstindige Penetration des Paraffins (oder des

Kunststoffes) und inadédquate Hértung.

Die Interpretation der Knochenmarkaspirate liegt zumeist in den Hénden der Hidmatologen,
wéhrend die histologische Beurteilung des Knochens und Knochenmarks von Histopathologen
durchgefiihrt wird (FRISCH et al. 1987).

Im vorliegenden eigenen Untersuchungsmaterial wurde sowohl die Auswertung der
zytologischen als auch der histologischen Pridparate von Pathologen vorgenommen.
Knochenmarkaspirationspraparate werden jedoch parallel dem Hématologen zur Verfligung
gestellt.

Wenn der Pathologe Fehlerquellen der Knochenbiopsie erkennt, wird er in seinem Gutachten
darauf aufmerksam machen und seine Diagnose relativieren, um Fehlinterpretationen zu

vermeiden (ADLER 2005).

5.1.1. Stellenwert der zytologischen und histologischen Knochenmarkdiagnostik

Die zytologische Untersuchung des Knochenmarks gilt als wichtigste morphologisch-
hidmatologische Spezialuntersuchung. Hierbei steht die Beurteilung der Einzelzelle im
Vordergrund, wihrend ein Biopsiezylinder hinsichtlich der Gesamtzusammensetzung des
Knochenmarks beurteilt werden kann.

Die Beurteilung der nach PAPPENHEIM gefdrbten Aspirationspréiparate, ergénzt durch eine
Berliner-Blau-Reaktion, erméglicht nach nur kurzer Zeit eine prézise Einschitzung der
Héamatopoese und in den meisten Fillen eine ausreichend sichere Aussage zu zytologischen
Details. Bei der Diagnostik von Anédmien und akuten Leuk&dmien ermoglichen sie einen hoheren
Erkenntnisgewinn als histologische Untersuchungen (BAIN 2001). Damit bieten zytologische
Praparate die Moglichkeit, einen ersten diagnostischen Eindruck zu gewinnen. Selbst eine
misslungene Aspiration, moglicherweise aufgrund einer desmoplastischen Reaktion im Gewebe,

kann den Verdacht auf eine Knochenmarkinfiltration zulassen.
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Bei erfolgreicher Aspiration wird durch das Auftreten knochenmarkfremder Zellen, blastirer
Zellen, ein erhohter Lymphozyten- und Plasmazellanteil im Préparat der Verdacht auf eine
,,Knochenmarkinfiltration* erhartet.

Im Gegensatz zur zytologischen Diagnostik liefert die Biopsie ein Ubersichtsbild des
Knochenmarks und erlaubt so die verldssliche Beurteilung der Knochenmarkarchitektur, der
Zellularitit und moglicher Zeichen von Fibrose oder abnormaler Infiltrate. Weiterhin konnen die
relative Zusammensetzung, sowie die Verteilung der Knochenmarkszellen bestimmt werden. Die
Biopsie und die histologische Untersuchung sind eine etablierte und zuverldssige Methode zur
Diagnostik von Knochenmarkmetastasen und zur Klarung der Herkunft der entsprechenden
Primartumoren, nicht zuletzt auch wegen des moglichen Einsatzes der Immunhistochemie. Mit
ithrer Hilfe lassen sich beispielsweise auch tumorspezifische Wachstumsmuster eruieren (BAIN
2001).

In den letzten Jahren gab es eine grofle Steigerung hinsichtlich der Anzahl der getitigten
Beckenkammbiopsien. Das liegt nicht zuletzt auch daran, dass sich die Indikationsbreite fiir eine
Knochenmarkbiopsie vergroBert hat, speziell im Bereich der Inneren Medizin, der Onkologie

und der Himatologie (FRISCH et al. 1999).

Fraglich ist der alleinige diagnostische Wert der zytologischen Untersuchungen zur Diagnostik
von Knochenmarkmetastasen. In vorliegender Studie widren 7 Félle von Knochenmark-
metastasierung unentdeckt geblieben, wenn man nur das Aspirat zur Diagnostik herangezogen
hitte. Ein positiver Befund eines Aspirats mit negativem Beckenkammbefund trat nicht auf.
Studien von ATAC et al. (1991), JATOI et al. (1999), SAVAGE et al. (1978) und WONG et al.
(1993) berichten, dass es auch Félle gibt, in denen die Aspirate positiv waren und die
Beckenkammbiopsien negativ.

Die alleinige Auswertung der Abtupfpraparate muss man ebenso kritisch betrachten. In 6 Fillen,
in denen die Aspiration gescheitert ist oder unbefriedigend war, wurden Abtupfpriparate von
gleichzeitig gewonnenen Biopsiezylindern hergestellt.

Das Abrollen des Zylinders wurde dann vorgenommen, um vielleicht noch periphere
Tumorzellen vom Zylinder zytologisch auswerten zu konnen. In diesen Priparaten sind haufig
diagnostisch relevante Tumorzellen oder Tumorzellverbidnde enthalten (FRISCH et al. 1999). In
der vorliegenden Studie wurden in 3 Féllen (K.M. B8524/01, H.J. B4621/96, K.I. B5688/02)
Tumorzellansammlungen gefunden. Die restlichen 3 Abtupfpraparate (L.P. B3926/99, N.W.
B2675/01, N.R. B10029/00) brachten keinen Erkenntnisgewinn.
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Die von LANG et al. (1984) und SUPRUN et al. (1976) durchgefiihrten Autopsiestudien zeigen,
dass Biopsien in 35-45 % der Félle und Aspirate in nur 28 % der Fille positive Ergebnisse
liefern, wenn tatsdchlich Ossdre Metastasen vorliegen. Knochenmarkbiopsien sind
dementsprechend wesentlich sensitiver, wobei das auch von der Art des infiltrierenden Tumors
abhédngt (MOID et al. 2005).

Das Missverhéltnis im Resultat beider Methoden ist in der Auswirkung der desmoplastischen
Stromareaktion des Tumors begriindet, die dafiir verantwortlich ist, dass Tumorzellen
schwieriger zu aspirieren sind als hdmatopoetische Zellen (BAIN et al. 2000). Als optimal
erwiesen sich in dieser Studie die Verwendung beider Methoden (sowohl die zytologische als
auch die histologische Diagnostik), da es in diesen Féllen insgesamt einen hdheren
Erkenntnisgewinn brachte, als wenn man nur eine Technik angewandt hétte. Zu diesem Resultat
kamen auch BAREKMAN et al. (1997), PAPAC (1994), SAVAGE et al (1978) und SHARMA
et al. (2003) in ihren Untersuchungen.

Des Weiteren werden im Institut fiir Pathologie in Bad Saarow von jedem Aspirat immer 2
Ausstrichpridparate angefertigt, die in der Regel zu identischen Ergebnissen fithrten. Dass diese
MaBnahme sinnvoll ist, verdeutlicht ein Fall, bei dem eine gravierende Diskrepanz zwischen
beiden Priparaten bestand und dessen Diagnose bei nur einem Préparat fehlerhaft gewesen wire

(Fall G. J.). Vergleichbare Fille wurden in der Literatur jedoch nicht gefunden.
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5.1.2 Alternative Methoden zur Untersuchung des Knochenmarks

Mit Ausnahme der direkten Untersuchung gibt es derzeit keine zuverldssigen Tests zum
Nachweis von Skelettmetastasen. Weitere diagnostische Moglichkeiten fiir das Knochenmark
sind bildgebende Verfahren (ADLER 2005, KREMPIEN 1992).

Zunichst bietet sich dem Kliniker als Methode der Wahl zur Aufdeckung von Skelettmetastasen
die Skelettszintigrafie (SENN et al. 1998). Im Szintigramm préisentieren sich zahlreiche
Prozesse, die den lokalen Metabolismus des Knochens erh6éhen und einen sogenannten ,hot
spot”“ hervorrufen, ohne jegliche Spezifitit. Das heifit, es kann sowohl eine entziindliche
Reaktion, eine humorale Stimulation oder der Stoffwechsel eines malignen Tumors sein (LOW
1981).

Bei verddchtigem szintigrafischem Befund wird gezielt gerdntgt (SENN et al. 1998). Das
konventionelle Rontgenbild stellt keine typische Screeningmethode dar und hat eine schlechte
Sensitivitdt. Osteolytische Brennpunkte im Knochen werden erfahrungsgemill erst ab einer
bestimmten GroBle gesehen (> 1-2 cm), Knochenmarkmetastasen konnen aber bedeutend kleiner
sein. Auflerdem miissen mehr als 50 % des Knochens aufgeldst sein, bevor eine Metastase als
solche zu identifizieren ist (RUBENS 1991).

Daraus folgt, dass trotz negativer Rontgenbilder und Szintigramme besonders kleine Metastasen
im Knochenmark vorhanden sein konnen. Bildgebende Verfahren spiegeln nur das Ergebnis der
dynamischen Prozesse im Knochen wider, und zwar Resorption und Knochenneubildung
(BECKER et al. 1973, FRISCH et al. 1987 und INGLE et al. 1978).

In den letzten Jahren kommt zunehmend die Computertomografie (CT) zum Einsatz. Diese ist
zwar sensitiver als die konventionelle Rontgenuntersuchung, aber mit einer sehr hohen
Strahlenbelastung assoziiert und wird aufgrund der hohen Kosten mit Zuriickhaltung eingesetzt
(SENN et al. 1998).

Die Magnetresonanztherapie (MRT) ist zum Nachweis von Metastasen des Knochenmarks hoch
sensitiv und sowohl der konventionellen Rontgendiagnostik (SMOLARZ et al. 1990) als auch
der Skelettszinitigrafie (KATTAPURAM et al. 1990) tiberlegen.

Neuere Methoden zur Diagnostik von Tumoren sind immunzytopathologische Untersuchungen,
Durchflusszytometrie und PCR (Polymerase-Chain-Reaction). Diese Methoden erreichen eine
hohere Treffsicherheit, Tumorinfiltrationen zu finden als histologische Standardmethoden

(PAPAC 1994) und sollten daher zukiinftig in die Diagnostik mit einbezogen werden.
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5.2. Diskussion der Ergebnisse

5.2.1. Das untersuchte Patientenkollektiv

5.2.1.1 Alters- und Geschlechtervereteilung

Das Alter der betroffenen Patienten lag zwischen 34 bis 79 Jahren. Das mittlere Alter der
Patienten bei Diagnose des Primédrtumors lag im Durchschnitt bei den Frauen bei 52,4 Jahren
und bei den Minnern bei 63,5 Jahren. Frauen erkrankten in vorliegender Studie ca. 9 Jahre
frither als Minner. Das mittlere Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose eines
Knochenmarkbefalls lag bei den Frauen bei 58 Jahren und bei den Ménnern bei 65,4 Jahren. Die

meisten Patienten gehorten der Altersgruppe zwischen 70-79 Jahren an (33 %).

Dass die Spannbreite der betroffenen erwachsenen Patienten grof ist (sowohl Jugendliche als
auch éltere Patienten konnen eine Metastasierung ausgehend von einem soliden Tumor
erfahren), verdeutlichen auch MOHANTY et al. (2003) und SYED (2007) in ihren Studien. In
der Untersuchung von MOHANTY et al. (2003) war der jlingste betroffene Patient erst 17 Jahre
alt, der dlteste 73 Jahre.

Die Geschlechterverteilung der Frauen zu Minnern lag in dem untersuchten Patientenkollektiv
bei 1:1,2. MOHANTY et al. (2003) untersuchte in einer Studie 46 betroffene Patienten mit einer
Knochenmarkinfiltration durch einen soliden Tumor. Die Geschlechterverteilung lag dort bei
einem Verhiltnis Frau zu Mann von 1:1,8. Damit iiberwiegen in der Studie von MOHANTY et
al. (2003) ebenfalls Mianner mit Knochenmarkinfiltrationen. Dagegen dominieren in den

Untersuchungen von SYED et al. (2007) mit einem Geschlechterverhéltnis von 3,2:1 Frauen.

5.2.1.2 Abstand zwischen der Primidrtumordiagnose und der Diagnose

»Knochenmarkmetastasierung*

In der vorliegenden Untersuchung fillt auf, dass in liber der Hilfte der Fille die Diagnose des
Knochenmarkbefalls noch vor der eigentlichen Primirtumordiagnose bzw. in zeitlich engem
Zusammenhang mit der Diagnose der Knochenmarkinfiltration auftrat. Dieses Phdnomen trat bei

den Ménnern haufiger auf als bei den Frauen (Abb. 18). Betrachtet man nun diesen Aspekt unter
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Aufschliisselung nach einzelnen Tumorarten, kommt man zu folgenden Ergebnissen: Bei mehr
als 50 % der Patienten mit einem Prostatakarzinom lagen die Knochenmetastasen bereits vor
Diagnosestellung vor. Bei den Patienten mit einem Tumor des Gastrointestinaltrakts betraf es
genau 50 %, bei denen mit Bronchialkarzinomen und denen mit Urothelkarzinomen waren es 40
% der Patienten, bei denen mit der Diagnosestellung des Tumors das Knochenmark bereits
infiltriert war. Beim Mammakarzinom betraf es hingegen gerade einmal 20 % der Patientinnen.
33 % der Metastasen durch ein Mammakarzinom traten hier erst nach 2-4 Jahren, 13 % nach 5-
14 Jahren und wiederum 13 % nach {iber 15 Jahren auf (Tab. 10).

Die eigenen Ergebnisse werden bestitigt durch eine Studie von COLLEONI et al. (2000). Dort
wurde beobachtet, dass bei Patientinnen mit einem operierten Mammakarzinom sich die
Metastasen, wenn tiiberhaupt erst Jahre nach der Operation manifestieren, ndmlich 27 %
innerhalb der nichsten 10 Jahre. Zuriickzufiihren ist dies wahrscheinlich auf die gute Diagnostik
bei Mammakarzinomen. Durch die Frithuntersuchung werden die Tumoren schneller erkannt und

es kommt hierbei erst zu einem spiten Auftreten von Fernmetastasen (OTTO 2007).

Dass insbesondere Patienten mit einem Prostatakarzinom und einem Bronchialkarzinom eine
schnelle und unbemerkte Metastasierung in das Knochenmark erfahren, bestitigen auch
COLEMAN (1997) und FRISCH et al. (1999). In der Untersuchung von COLEMAN (1997)
lagen bei 13 % aller Patienten mit einem Prostatakarzinom bereits vor der Diagnosestellung
Knochenmetastasen vor und bei etwa 20-40 % aller Patienten mit fortgeschrittenen Bronchial-
und Nierenzellkarzinom. In einer Studie von FRISCH et al. (1999) war bei 50-80 % aller

Patienten mit Prostatakarzinom mit Diagnosestellung das Knochenmark infiltriert.

5.2.1.3 Uberlebensrate und Alter der Verstorbenen

Die Uberlebenszeiten bei malignen Tumoren mit Knochenmarkinfiltration richten sich nicht nur
nach dem Alter der Person und der Lokalisation des Primirtumors. Zur genaueren Ermittlung der
Prognose im Einzelfall werden normalerweise weitere Kriterien herangezogen, insbesondere das
Stadium der Tumorerkrankung bei Diagnose.

In dieser Untersuchung werden ausschlieBlich die durchschnittlichen Uberlebensraten aller
Tumorpatienten im entsprechenden Patientenkollektiv des Klinikums Bad Saarow unabhingig

vom Stadium der Krankheit dargestellt.
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Die relativen Uberlebensraten der Patienten mit Knochenmarkmetastasierungen und Follow-up-
Ergebnissen umfassen einen Bereich zwischen einigen Tagen und 16 Monaten vom Zeitpunkt
der Diagnose ,,Knochenmetastasierung*.

In der vorliegenden Untersuchung waren bereits 31 Patienten bis zum heutigen Zeitpunkt (Stand
Februar 2008) verstorben. 15 Patienten davon verstarben bereits einen Monat nach Diagnose-
sicherung, weitere 10 Patienten innerhalb der ersten 6 Monate nach Diagnosesicherung. Die
Abbildung 24  verdeutlicht, dass sich die Uberlebenszeit bei  eingesetzter
Knochenmarkmetastasierung signifikant reduzierte, was zugleich Ausdruck einer bereits weit
fortgeschrittenen Tumorerkrankung ist, die beim heutigen Stand der onkologischen Therapie

dennoch mit relativer Schmerzfreiheit und hoher Lebensqualitit verbunden sein kann.

Dabei machte es in der vorliegenden Studie kaum einen Unterschied, welcher Tumor in das
Knochenmark infiltrierte. Patientinnen mit einem infiltrierenden Mammakarzinom starben nicht
signifikant frither als Patienten mit einem Bronchialkarzinom oder einem Prostatakarzinom.
Sowohl die Unterscheidung in Geschlecht und Tumorart brachte keine erwdhnenswerten
Ergebnisse. Die Streuung war in allen Féllen gleich und unterschied sich nicht nennenswert. Das
lag zum einen an der geringen Fallzahl und zum anderen an den fehlenden Follow ups.

Eine Studie von PAPAC (1994) verdeutlicht, dass ein Befall des Knochenmarks durch ein
kleinzelliges Bronchialkarzinom mit einer zu anderen Tumorarten der Studie vergleichsweise

schlechten Prognose und einer hohen Letalitit mit verkiirzter Lebenszeit einhergeht.

Auch nach PLUNKETT et al. (2005) hiingt die mittlere Uberlebensrate vom jeweiligen
Tumortyp ab. Da die Follow-up-Ergebnisse von 18 Patienten fehlen, lieB sich in der

vorliegenden Studie keine reprisentative und vergleichbare mittlere Uberlebenszeit ermitteln.

5.2.14 Paraklinische und Kklinische Zusatzbefunde

Die Befundkonstellation ,,Knochenmarkmetastasierung® ist sehr komplikationsreich. Die
Betroffenen leiden unter Knochenschmerzen, eingeschrinkter Mobilitdt, pathologischen
Frakturen, Wirbelsdulenkompressionen, Hyperkalzimie und eingeschrinkter Knochenmark-
funktion und neurologischen Ausfallerscheinungen (RUBENS 1991, WANG et al. 2004).

Anhand der Begleitscheine, die mit der Knochenmarkprobe eingesandt wurden, konnten

ebensolche Symptome erfasst werden. Hier ist die Datenlage leider unbefriedigend. Eine
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detaillierte Ausfiihrung hétte fiir die Interpretation hilfreich sein kénnen und wurde in den
Féllen, in denen es nachvollziehbar dokumentiert wurde, auch beriicksichtigt.

In der vorliegenden Untersuchung hatten 33 Patienten eine Andmie, 20 eine Thrombopenie und
10 litten an einer Verminderung aller drei Zelllinien, einer Panzytopenie. Dabei ergaben sich
keine bemerkenswerten Korrelationen zwischen Blutbildverdanderungen und der Art des
infiltrierenden Tumors. Die Frage, ob die Verdnderungen im Blutbild speziell etwas mit dem
Knochenmarkbefall zu tun haben oder als generelle Begleiterscheinung des malignen Prozesses
zu deuten sind, ldsst sich in dieser Arbeit nicht beantworten und sollte Gegenstand weiterer
Studien werden.

CHERNOW et al. (1978) demonstrierte, dass Patienten mit Knochenmarkmetastasen hdufiger an
einer Andmie und Thrombozytopenie leiden als Krebspatienten ohne Knochenmarkinfiltration.
Weiterhin fand er heraus, dass es hierbei keinen Unterschied macht, welcher Tumor
metastasierte. YUN et al. (2006) reduziert die brauchbaren Parameter, die Hinweise auf eine
Knochenmarkinfiltration geben, auf eine leukoerythroblastire Andmie, den Anstieg der
Laktatdehydrogenase im Serum, Anstieg der alkalischen Phosphatase und der Aspartat-Amino-
Transferase.

SEITANIDES et al. (1988) sind der Ansicht, dass es bei Tumorpatienten generell zu
Blutbildverdnderungen kommt und zwar unabhingig davon, ob das Knochenmark befallen
wurde oder nicht. Weitere Studien, die diese These stiitzen, wurden von BEZWODA et al.
(1986), HANSEN et al. (1971), IHDE et al. (1979) und TRITZ et al. (1989) gemacht, deren
Untersuchungen sich  hierbei allerdings auf die Auswertung von kleinzelligen

Bronchialkarzinomen beschriankten.

Bei 19 Patienten wurde bis zum Zeitpunkt der Knochenmarkuntersuchung eine Strahlen- bzw.
zytostatische Therapie vorgenommen.

Haufig tritt bei der Behandlung eine Zytopenie auf, sodass die Frage zu kldren ist, ob es sich um
eine strahlen- oder chemotherapieinduzierte Hypo- oder Aplasie oder um eine metastatische
Verdrangung des Knochenmarks handelt (BAIN et al. 2000).

Bei Patienten, die nicht therapiert wurden, ist die Annahme sehr naheliegend, dass Zytopenien
bzw. Aplasien auf einen das Knochenmark erfassenden infiltrierenden Prozess, also auf eine

Knochenmarkmetastasierung, zuriickzufiihren sind.

Ein weiterer Aspekt ist die Betrachtung des Kalziumspiegels im Blut, denn ein hdufiger Befund

im untersuchten Kollektiv war eine Hyperkalzamie (n= 16). Dass dieser Befund allerdings sehr
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unspezifisch zu betrachten ist, zeigen die von FRISCH et al. (1987) beschriebenen

Mechanismen, die im Falle einer malignen Erkrankung zu einer Hyperkalzdmie fiihren kdnnen:

a)  Osteolysen, bedingt durch ausgedehnte Metastasierung, z. B. bei Karzinomen der Mamma,
der Schilddriise, der Lunge sowie bei einigen Lymphomen

b)  Osteolysen ohne nachweisbare Knochenmetastasen, aber in Verbindung mit einigen
Karzinomen, die Vit-D-&hnliche Stoffe produzieren

c)  Osteolysen ohne nachweisbare Knochenmetastasen, in Verbindung mit Tumoren, die
parathormondhnliche Substanzen sezernieren

d)  Osteolysen ohne nachweisbare Metastasierung, aber in Verbindung mit Tumoren, die eine
hormonartige Substanz sezernieren, die nicht mit dem Parathormon oder seinen Vorstufen
verwandt ist, z. B. Tumoren der Lunge, der Niere, des Uterus, des Pankreas und des

Kolons.

Auch COLEMANN (1997) und MUNDY (2002) geben einen erhohten Kalziumspiegel als eine
der haufigsten Komplikation maligner Prozesse an, die wie von FRISCH et al. (1987)

beschrieben, unterschiedlicher Natur sein kann.

Pathologische Frakturen sind eine relativ spdte und im vorliegenden Untersuchungsmaterial
selten angegebene Komplikation der Knocheninfiltration und als Folge der fortschreitenden
Osteolyse zu sehen. Bei 4 Patientinnen, alle mit einem Mammakarzinom, wurde eine
pathologische Fraktur ohne néhere Aussage iiber die Lokalisation angegeben.

Orte pathologischer Frakturen sind laut COLEMANN (1997) Femur, Humerus, Rippen, seltener
Wirbelkorper und das Becken. In dieser Untersuchung erlitten von 1.800 Patienten mit
Knochenmarkmetastasen 150 (8 %) eine pathologische Fraktur am Femur oder Humerus. Die
Priméirtumoren hierfiir waren in 53 % in der Mamma, in 11 % in der Niere, 8 % in der Lunge, 5
% 1in der Schilddriise und nur 3 % in der Prostata gelegen. Auch GALASKO (1991) und
HIRAGA et al. (1998) geben das Mammakarzinom als Tumor mit der hdochsten Rate

pathologischer Frakturen an.

5.2.2 Diskussion der Primirtumoren

Der héufigste maligne Tumor bei Frauen ist das Mammakarzinom, bei Minnern ist es das

Prostatakarzinom. Das Bronchialkarzinom ist bei Frauen und Minnern die dritthdufigste

Tumorerkrankung (ROBERT-KOCH-INSTITUT 2008). Da diese Tumoren auch hidmatogen
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metastasieren, tiberrascht es nicht, dass diese in der vorliegenden Arbeit auch als im
Knochenmark Metastasen bildende Primédrtumoren dominieren.

Nach RUBENS (1991) und WALTHER (1939) ist das Mammakarzinom ein an erster Stelle
himatogen metastasierender Primirtumor. Das Prostatakarzinom befindet sich an zweiter Stelle.
Diese Ergebnisse stimmen mit den Ergebnissen in vorliegender Untersuchung iiberein. Des
Weiteren traten nach den Studien o. g. Autoren die Primértumoren in den folgenden Organen
bzw. Organsystemen auf: 3. Schilddriise, 4. Bronchien 5. Urogenitaltrakt und 6. Gastro-
intestinaltrakt. Eine Knochenmarkmetastasierung bei einem Schilddriisenkarzinom kam im
vorliegenden Untersuchungsgut nicht vor. Ansonsten stimmt die Reihenfolge der Haufigkeiten
aus den Studien o. g. Autoren mit der Reihenfolge aus vorliegender Untersuchung {iberein.
Primirtumoren der Leber und des Pankreas sind im Vergleich zu den oben genannten

Tumorlokalisationen relativ selten (ROBERT-KOCH-INSTITUT 2008).

Die Diskussion der TNM-Stadien des vorliegenden Untersuchungsmaterials kann nur mit
Einschrankung vorgenommen werden. Trotzdem sdmtliche TNM-Stadien seitens der Klinik mit
Einschrinkung der Staging-Befunde oder nach der histopathologischen Untersuchung
komplettiert wurden, fehlen diesbeziiglich fast 50 % der TNM-Daten zum Zeitpunkt der
festgestellten Knochenmarkmetastasierung, was die Beurteilung erschwerte.

Auch wenn man die T-Stadien der einzelnen Tumoren streng genommen nicht direkt
miteinander vergleichen kann, féllt auf, dass sich die Mehrzahl aller Metastasen bildenden
Tumoren aus der Gruppe der T3- und T4-Tumoren rekrutiert. Die Korrelation zwischen
TumorgrofBe und metastatischer Absiedlung zeigt, dass eine Metastasierung erst im
fortgeschrittenen Stadium erfolgte.

Die Beurteilung des Gradings der Priméirtumoren erfolgte in 31 Féllen. Wie Abbildung 21 zeigt,
metastasierten Tumoren, die gering, méaBig oder schlecht differenziert waren, gleichermalien

ausgedehnt.
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5.2.3 Auswertung der zytologischen Priparate

5.2.3.1 Knochenmarkfremde Zellen und Artdiagnose

In Knochenmarkaspiraten konnen Tumorzellen in unterschiedlicher quantitativer Ausdehnung
auftreten. Das Auftreten von keiner der hdmatopoetischen Zellrethen zuzuordnenden
Zellgruppen oder -komplexe ist hochgradig suspekt bzw. tumorverdédchtig. Die Identifikation
von Tumorzellen in Knochenmarkausstrichen gelingt mit hoherer diagnostischer Treffsicherheit,
wenn methodisch einwandfreie, ,,markbrockchenhaltige™ Ausstriche angefertigt werden und der
Diagnostiker entsprechende Erfahrung hat. Letzteres ist bei Pathologen, die regelmifig nicht-
gynidkologische Zellausstriche beurteilen miissen, als gegeben anzunehmen.

Die Kriterien der echten (anatomische gewachsenen) Zellverbinde konnen als zytologisches
Diagnostikmerkmal herangezogen werden. Kriterien flir solide Tumorzellkomplexe sind:
Mehrschichtigkeit der Zellverbénde, radidre Anordnung, Lumenbildung, Kernmarginalisierung,
intrazytoplasmatische und intraluminale Schleimeinschliisse und Mitosen sowie Verschiebung
der Kern-Plasma-Relation zugunsten des Kernes.

In den Fillen (n=31), bei denen sich suspekte oder sicher knochenmarkfremde Zellen
identifizieren lieBen, konnte anhand zytomorphologischer Merkmale wie interzelluldrer Briicken,
intrazytoplasmatischer Schleimakkumulation, Lokalisation des Kernes, Chromatinmuster in 8
Fillen eine eindeutige Zuordnung als adenoide/glandulére Neoaplasie vorgenommen werden. In
einem der 31 Knochenmarkaspirate, in denen suspekte oder eindeutige Tumorzellen gefunden
wurden, war eine genaue Artdiagnose (kleinzelliges Bronchialkarzinom) moglich.

Da von 41 Fillen in 31 Féllen (= 76 %) bereits anhand der Ausstrichpréiparate suspekte oder
sicher knochenmarkfremde Zellen identifiziert werden konnten, ist eine hohe diagnostische
Treffsicherheit zu belegen, wobei das Untersuchungsergebnis kurz nach der Materialgewinnung
vorlag. Somit konnen die diagnostischen Ergebnisse unmittelbar therapeutische (kurative und
palliative) Maflnahmen induzieren. Der geringe 6konomische Aufwand (keine Wartezeit auf
Untersuchungstermine mit hochaufldosender bildgebender Diagnostik wie CT etc.) spricht fiir die

zytologische Diagnostik.

5.2.3.2 Die Beurteilung der Himatopoese

Die Anzahl der Markbréckchen und die Dichte himatopoetischer Zellen in den Markbrockchen

korreliert mit dem Ausmal} der Hadmatopoese. Eine Verminderung von Aspirationsbrockchen
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zugunsten von Fettzellen spricht fiir eine verminderte Hamatopoese (Ersatz hdmatopoetischen
Gewebes durch Fettmark). Zum einen kann dies lebensaltersbedingt sein und zum anderen
Ausdruck einer Knochenmarksuppression z. B. durch eine Strahlen- oder Chemotherapie.
Zusitzliches Auftreten von Tumorzellen spricht fiir eine Reduktion der Hamatopoese durch

einen infiltrativen Prozess (FRISCH et al. 1999).

Im Falle einer ausgedehnten Knochenmarkinfiltration lieBen sich keine typischen, aus
hidmatopoetischen Zellen zusammengesetzten Markbrockchen nachweisen. Hier traten atypisch
zusammengesetzte Markbrockchen auf, die aus Fibrosematerial und Tumorzellen bestanden. Im
Falle einer aufgehobenen Aspirierbarkeit von Zellverbinden konnten verschiedene
Tumoreinzelzellen und kleinste Tumorzellgruppen gefunden werden. Insbesondere im
Anfangsstadium einer Knochenmarkinfiltration kann es zu einer Erhéhung der Zellularitdt der
Hamatopoese kommen. Dies ist als allgemeine Reaktion des hdmatopoetischen Systems zu
interpretieren. Die Verdnderungen in der Hadmatopoese in vorliegender Studie betrafen
Megakaryopoese, Erythropoese und Granulopoese in unterschiedlichem Ausma@.

Das Fehlen typischer Markbrockchen und typischer Zellularitit und das Auftreten (auch nur
weniger) Tumorzellen im Zusammenhang mit einer Zytopenie des peripheren Blutes beweist

praktisch eine Knochenmarkinfiltration durch einen malignen Tumor.

In 16 Fillen lieB sich eine Zunahme der Lymphozyten und Plasmazellen feststellen. Dieses
Phidnomen korreliert wahrscheinlich mit dem Grad der Tumorinfiltration, ist jedoch kein

spezifischer Befund einer Knochenmarkmetastasierung (BAIN 2001).

5.2.3.3 Das Verhiltnis Erythropoese/Granulopoese

Das Verhiltnis von Erythropoese zu Granulopoese liel sich in nur 19 von 38 Fillen (= 50 %)
eruieren. Bei vielen Tumoren bestand zugleich eine Stérung der Erythropoese, die insbesondere
durch Verabreichung von Chemotherapeutika verstirkt werden kann. Dagegen zeigt die

Granulopoese zumeist eine reaktive Proliferationssteigerung und Linksverschiebung.
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5.2.3.4 Blastire Zellen

Das Auftreten auch kleinster kompakter ,,blastirer Zellen mit hoher Kohésivitdt (im Extremfall
sogar mit Interzellularbriicken) ist hochgradig verdichtig (in vielen Féllen diagnostisch
beweisend) fiir eine Knochenmarkkarzinose.

Nach eigenen Erfahrungen, die durch andere Autoren bestitigt werden, miissen zwei

verschiedene Blastentypen unterschieden werden:

1. Blasten bei primdren hdmatologischen Systemerkrankungen (akute Leukdmien, MDS,
lymphoproliferative Erkrankungen, MPS). Bei diesen Erkrankungen treten die Blasten
nicht in Zellverbénden, sondern in der Regel nur als Einzelzellen auf.

2. Blasten bei Knochenmarkinfiltration solider Tumoren (Metastasen). Die Blasten liegen
hierbei meist in kleinen Gruppen weniger Zellen vor. Das Kriterium der echten
(anatomisch gewachsenen) Zellverbidnde kann als zytologisches Diagnostikmerkmal
einer Karzinose herangezogen werden.

Hier ist der Ansatzpunkt der zytomorphologischen Diagnostik im Zusammenhang mit der
Anamnese, dem Status praesens und den paraklinischen Angaben zu sehen. Anhand der
konventionellen Prdparate und ggf. unter Hinzuziehung von immunhistochemischen und
immunzytochemischen Methoden muss eine zuverldssige Identifizierung dieser Blasten

vorgenommen werden (BAIN 2001), die zumeist auch regelmaBig gelingt.

5.2.3.5 Speichereisen

In keinem der Fille lag eine normale Speichereisenkonzentration vor. In 10 Fillen wurde ein
vollstindiger Mangel und in einem Fall wurde eine reduzierte Speichereisenkonzentration
beobachtet. In 13 Féllen trat eine erh6hte Speichereisenkonzentration auf. Die Einlagerung von
Speichereisen erlaubt eine Aussage zum Eisenstoffwechsel und zur Himoglobinkinetik. Je mehr
Erythrozyten und das darin befindliche Hémoglobin zerfallen (beispielsweise durch
Chemotherapeutika, Strahlentherapie oder Infiltration durch einen malignen Tumor), desto mehr
Eisen lagert sich in Retikulumszellen und Siederoblasten ein (BAIN et al. 2000).

Der bestindige Mangel an Speichereisen kann einerseits Ausdruck eines tatséchlichen
Eisenverlustes, z. B. im Zusammenhang mit protrahierten Blutungen aus dem Primédrtumor oder
aus Metastasen erkldrt ~werden. Andererseits ist die EDTA-Entkalkung von

Beckenkammbiopsien hdufig auch mit einer Herauslosung des Eisens an dem Gewebe
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verbunden, also methodisch bzw. artifiziell bedingt. Hier ist die Beurteilung der Eisenfarbung
am Aspirationspraparat vergleichsweise hilfreich, die in der Regel die tatsdchliche Eisensituation

widerspiegelt.

5.2.4 Auswertung der histologischen Priparate

Die entnommenen Biopsien waren in den allermeisten Fillen gut erhalten und somit zur
Diagnostik verwendbar.

Ein guter Erhaltungszustand und eine ausreichende Grofle von mind. 1,5 x 0,3 cm sind Kriterien,
die fiir eine suffiziente Auswertung und Diagnostik ganz entscheidend sind. Diskutiert werden
im folgenden Abschnitt die Konfiguration des Knochengewebes und des Knochenmarkstromas.
Weiterhin werden die primértumorspezifischen Charakteristika hervorgehoben und kritisch

beurteilt.

5.2.4.1 Das Knochengewebe

Bei den Verdnderungen des Knochengewebes handelte es sich in den meisten Féllen um
osteolytische Prozesse. Ob bei verschiedenen Tumor-Entititen Unterschiede in der
Konfiguration oder im Ausmall von Osteolysen vorliegen, bleibt fraglich bzw. konnte in der
vorliegenden Arbeit und wegen der relativ geringen Fallzahl nicht abschlieend geklart werden.
Die Anordnung der Osteoklasten bei Knochenmarkkarzinose ist fast ausschlieBlich
clusterformig.

Metastasen im Knochenmark beeinflussen in der iiberwiegenden Zahl der Félle (ungefdhr 95 %)
den trabekuldren Knochen (FRISCH et al. 1999). MUNDY et al. (1981) und GALASKO (1982)
fanden heraus, dass durch Metastasen im Knochenmark sowohl Osteoblasten als auch
Osteoklasten stimuliert werden und auch jeweils eine dieser Zellarten im individuellen Fall
iiberwiegt. Nur selten ist der Prozess rein osteolytisch oder osteoblastisch. Zumindest in den
Friihstadien geht die Resorption des Knochens mit einer Aktivierung der Osteoklasten einher. In
spateren Stadien, wenn die Markrdume vollstindig von Tumorzellen ausgefiillt sind und diese
direkt auf der Knochenoberfliche liegen, konnen andere Mechanismen mitbeteiligt sein
(Druckatrophie).

Die Trabekel waren in der Mehrzahl der Fille alteriert. Dieser Prozess reichte von grof3en

Gebieten ohne Knochen bis hin zu grof3flachiger Osteosklerose.
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Im Vergleich zu den Befunden von FRISCH et al. (1999) ergab sich hinsichtlich der
beobachteten Art der Knochenverdnderung folgendes Bild (Tab. 15).

Tabelle 15: Vergleich der Art und Haufigkeit von Knochenverinderungen bei
Knochenmarkmetastasierung zwischen dem untersuchten Material von FRISCH et al.

(1999) und dem Untersuchungsgut des Klinikums Bad Saarow

Art der Knochenreaktion Studie von FRISCH et al. Untersuchungsgut des

(1999) Klinikums Bad Saarow
1. Porose/Lyse 49 % 18 %
2. Normal 19 % 7%
3. Mischform 16 % 38 %
4. Spongiosklerose 7% 10 %
5. Fibrosklerose 7 % 2%
6. Geflechtknochen 2% 25 %

Die in der vorliegenden Untersuchung dominierende Art der Knochenreaktion ist die Mischform
(38 %), gefolgt von der Geflechtknochenbildung (25 %). Dieses Ergebnis unterscheidet sich
signifikant von den von FRISCH et al. (1999) gemachten Beobachtungen, in der die Porose/
Lyse mit einem Anteil von 49 % die vorherrschende Reaktion im Knochenmark war.

Ist eine reine osteosklerotische Reaktion anzutreffen, so kann diese sich aus der von
Geflechtknochen, d. h. aus Mineralisierung dichten Bindegewebes entwickeln. Auch durch
appositionelle Ablagerung von Osteoid aus bereits vorbestehenden Knochenbédlkchen durch
Osteoblasten oder eine von der Trabekeloberfliche ausgehende knospenformige
Knochenneubildung kdnnen zur Osteosklerose fithren (BURKHARDT et al. 1982).

Bis auf 9 Félle war die normale Trabekelstruktur zerstort und die Belastbarkeit des Knochens

verringert, sodass pathologische Frakturen auftreten konnen.

5.2.4.2 Die Himatopoese

Die Verdnderungen in der Hidmatopoese in vorliegender Studie betreffen auch in den
histologischen  Prdparaten = Megakaryopoese,  Erythropoese und  Granulopoese in

unterschiedlichem Ausmal.
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In 13 Féllen lag in den nicht von Tumorzellen infiltrierten Markabschnitten eine Stimulation des
Granulopoese vor, die sich vorwiegend in einer Linksverschiebung manifestierte.

In der Erythropoese war die Aktivierung vergleichsweise gering. Gelegentlich traten hier
vermehrt  Proerythroblasten und  Erythroblasten mit angedeuteter megaloblastirer
Reifungsstérung auf.

Die Megakaryozyten entsprachen bevorzugt mittleren Reifungsstadien.

5.2.4.3 Das Knochenmarkstroma

Eine leichte bis mittlere Fibrosierung trat in 32 Féllen (= 74,5 %) auf, in nur einem Fall lag eine
starke Fibrosierung vor.

Auch BAIN (2001) und BRUNNING et al. (1994) beobachteten hdufig eine Retikulin- und
Kollagenfibrose im Knochenmarkstroma bei Metastasenbefall. Sie ist laut BAIN (2001) am
ausgepragtesten in Féllen mit einem hohen Grad der Markinfiltration und tritt laut KIELY et al.
(1969), RUBINS (1883) und SPECTOR et al. (1973) besonders haufig bei Karzinomen der
Mamma, des Magens, der Prostata und der Lunge auf. Auch in der vorliegenden Arbeit
korrelierten der Grad der Fibrosierung mit dem Infiltrationsgrad weitgehend. Dennoch gab es
einige Fille (n=5), bei denen auch bei nur geringer Infiltration (< 15 %) eine starke Fibrosierung
zu erkennen war.

Wichtig ist, dass das Nichterkennen von Tumorzellen im fibrosen Stroma zu einer Fehldiagnose
fiihren kann und dieser Sachverhalt bei der Begutachtung und Auswertung durch den Pathologen
beriicksichtigt werden muss. Insbesondere bei einem fortgeschrittenen Fibrosegrad des
Knochenmarks besteht gelegentlich eine Verwechslungsmoglichkeit mit einer chronischen
idiopathischen Fibrose im fibrotischen Stadium. Bei der Diagnostik muss, ggf. unter Anwendung
immunhistochemischer Zusatzuntersuchungen, groe Aufmerksamkeit darauf verwendet
werden, Tumoreinzelzellen nicht zu ibersehen.

Hinsichtlich des GefdBbefundes innerhalb des Knochenmarks ist zu erwidhnen, dass gerade
einmal in rund einem Drittel eine vermehrte GefdlBanzahl auftrat. Diese Feststellung ist
bemerkenswert, da die im Rahmen der Metastasierung abgesiedelten Tumorzellnester nur weiter
wachsen konnen, wenn in ausreichender Menge eine Angiogenese induziert wurde (FRISCH et
al. 1987).

Die Struktur der neugeformten Gefdlle entspricht nur sehr selten normalen Venen und Arterien

(BRUNNING et al. 1994).
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Die Vaskularisierung der Metastasen war sehr unterschiedlich — einige waren reich
vaskularisiert, andere wiederum lieBen keine BlutgefdB3e erkennen. In einigen Fillen konnten die
Tumorgefile direkt mit der arteriellen Blutversorgung des Wirtsgewebes am Rande des
Tumorwachstums kommunizieren. Die ausreichende Blutversorgung ldsst sich am
Proliferationsverhalten am Tumorrand ablesen, wihrend eine ungeniigende Durchblutung zu
zentralen Nekrosen fiihrt (FRISCH 1999).

Nekrosen lagen in vorliegender Arbeit kaum vor (14 %), was u. a. Ursache o. g. Mechanismen
sein kann. Moglicherweise bediirfen Metastasen im Knochenmark einer vergleichsweise
geringeren GefaB3versorgung, weil das Knochenmark durch die allgemein bessere Durchblutung
als in parenchymatdsen Organen bessere nutritive Bedingungen bietet.

Der festgestellte Infiltrationstyp (herdformig, interstitiell, diffus, intrasinusoidal mit und ohne
Endothelkontakt, paratrabekuldr, persinusoidal, perivaskuldr) korrelierte nicht mit einem
speziellen histologischen Tumortyp oder mit einer konkreten Primértumorlokalisation. In
vorliegender Untersuchung war in 14 von 43 Fiéllen (= 33 %) eine Kklare
Infiltrationstypenbestimmung moglich. Die meisten Metastasen jedoch waren Mischtypen und
wiesen mehrere der oben genannten Eigenschaften einzelner Infiltrationstypen auf. Auch die
Aufschliisselung nach Primédrtumoren brachte keine weiteren Erkenntnisse. Hierzu gibt es keine

vergleichbaren Befunde in der Literatur.

5.2.5 Diskussion des Wachstumsmusters der Metastasen im histologischen Priparat

5.2.5.1 Karzinome der Prostata

In 9 Fillen (= 82 %) waren die Metastasen der Prostatakarzinome osteolytisch. In allen Féllen
bestand ein direkter Kontakt der Tumorzellen zu den Knochentrabekeln und der Osteoklasten
zum Knochen. Dem Prostatakarzinom wird entgegen vorliegender Daten von vielen Autoren ein
osteoblastisches Muster zugeordnet. Osteolysen sind laut BRUNNING et al. (1994), COTTA et
al. (2006) und FRISCH et al. (1999) selten.

In Anlehnung an die Einteilung von BARTL et al. (2006) fanden sich in 4 Féllen (= 36 %) eine
Porose/Lyse, in 2 Fillen (= 18 %) eine Mischform, in einem Fall (= 9 %) eine Spongiosklerose,
in einem weiteren Fall (= 9 %) eine Geflechtknochenbildung und einmal (= 9 %) eine
Fibrosklerose.

In 5 Féllen (= 45 %) war eine Retikulinfibrose zu erkennen und in 4 Fillen (= 36 %) eine frithe

bis normale Myelofibrose. Auch COTTA et al. (2006) fanden heraus, dass die Infiltration des
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Knochenmarks durch ein Prostatakarzinom mit Fibrosen unterschiedlicher Auspragung assoziiert
ist. Eine stark ausgedehnte Fibrose war sowohl bei COTTA et al. (2006) als auch in vorliegender
Untersuchung nicht aufgetreten.

Tumornekrosen traten in 2 von 11 Fillen (= 18 %) auf. Metastasen des Prostatakarzinoms im
Knochen manifestieren sich hiufig als vom Bindegewebe abgegrenzte Herde, die entweder eine
driisige Struktur erkennen lassen oder aus soliden Zellmassen bestehen. Der Adenotyp zeigt
iiblicherweise kleine bis mittelgroBe Zellen, wihrend der medullire Typ héufig aus
anaplastischen Zellen mit groBen deutlichen Nukleolen besteht (FRISCH et al. 1999 und
SMALLRIDGE et al. 1981).

Von der Tumorzellanordnung lédsst sich ebenso kein typisches Bild ausmachen. Dass das
Erscheinungsbild des Prostatakarzinoms im Knochenmark auBerordentlich stark variiert, fand
auch SMALLRIDGE et al. (1981) heraus.

Es bestehen Hinweise dafiir, dass das variable Verhalten des Prostatakarzinoms auch von der
Immunantwort des individuellen Patienten und von der hormonellen Ansprechbarkeit des

Tumors abhéngt (PERTSCHUK et al. 1982).

5.2.5.2 Karzinome der Mamma

Laut COTTA et al. (2006) metastasieren invasiv duktale Karzinome der Mamma héufiger, als
lobuldre Karzinome der Mamma. In vorliegender Studie waren beide Subtypen als
verantwortliche Primértumoren gleich hiufig vertreten.

COLEMANN (1997) ist der Ansicht, dass in den meisten Fillen der histologische Befund der
Metastasen von Mammakarzinomen ein gemischtes Bild sowohl von Osteolysen als auch von
Osteosklerose ist. Nach ORR et al. (2004) héngt das histologische Bild mit dem Stadium der
Infiltration zusammen. Frithere Stadien sind geprdgt durch eine zunehmende osteoklastische
Resorption, die in spdteren Stadien mit Zunahme des Tumorvolumens zugunsten der
Osteosklerose zunimmt.

Das genaue Stadium der Patientinnen lie sich anhand vorliegender Daten nicht eruieren. In der
Mehrzahl der Fille (= 71,5 %) handelte es sich um mehr oder weniger stark ausgeprigte
osteolytische Wachstumsmuster. In 3 Féllen (= 21,5 %) waren die Trabekel intakt und in einem
Fall (=7 %) verdickt.

In 12 Fillen (= 85,5 %) lag ein direkter Kontakt zwischen Knochentrabekel und Tumorzellen
vor, in 2 Féllen (= 14,5 %) bestand kein Kontakt.
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In 10 Féllen (= 71,5 %) lag ebenso ein direkter Kontakt der Osteoklasten zum Knochen vor, in 4
Féllen (= 28,5 %) nicht. Somit kann, wie bei ORR et al. (2004), in vorliegender Studie die Frage,
ob nun der direkte Kontakt zwischen Tumorzellen und Trabekel zu einer Resorption fiihrt oder
es vielmehr die Osteoklasten sind, nicht konkret beantwortet werden.

Von der Art der Knochenreaktion war in 6 Fillen (= 43 %) eine Porose/Lyse, in 4 Féllen (= 28,5
%) eine Mischform und in 2 Féllen (= 14,5 %) eine Spongiosklerose zu erkennen.

In allen Fillen bestand im Bereich des Knochenmarkstromas eine Faservermehrung. Auch
COTTA et al. (2006) beschreiben héufig auftretenden Fibrosen beim Mammakarzinom. In
vorliegender Untersuchung handelte es sich in 3 Fillen (= 21,5 %) um eine friihe Myelofibrose,
in 3 Féllen (= 21,5 %) um eine Myelofibrose und in 6 Fillen (= 43 %) um eine Retikulinfibrose.

Kollagenfibrosen traten nicht auf. Tumornekrosen traten hier in nur 2 Féllen (= 14,5 %) auf.

5.2.5.3 Bronchialkarzinome

Die Gruppe der Bronchialkarzinome ist sehr heterogen und lésst sich in 4 Hauptgruppen

einteilen, die ihrerseits wieder Subtypen und histologische Varianten aufweisen.

1.  Plattenepithelkarzinom der Lunge
2. Adenokarzinom der Lunge

3. GroBzelliges Bronchialkarzinom
4.  Kleinzelliges Bronchialkarzinom

Von den insgesamt 10 Lungentumoren infiltrierten in 7 Fillen kleinzellige Bronchialkarzinome
und in 3 Fillen Adenokarzinome das Knochenmark.

Auch COTTA et al. (2006) beschreiben in ihrer Studie, dass kleinzellige Karzinome héufiger in
das Knochenmark infiltrieren als Adenokarzinome. Ganz selten sind es Plattenepithelkarzinome
und so gut wie nie metastasieren gro3zellige Karzinome in das Knochenmark.

Ebenso stellten COTTA et al. (2006) fest, dass die Morphologie der Knochenmarkmetastasen
von der Art des Primédrtumors abhingt.

Im Untersuchungsgut konnte in allen Féllen ein direkter Kontakt zwischen Tumorzellen und
Knochentrabekel ausgemacht werden. Die Osteoklasten, wenn vorhanden, waren in Clustern
angeordnet. In einigen Féllen gab es keine Knochenverdnderungen. In 5 Féllen (= 50 %)
reagierte der Knochen mit einer Porose/Lyse.

Tumornekrosen traten im Untersuchungsmaterial in nur einem Fall (= 10 %) auf.
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Bei Metastasen von kleinzelligen Bronchialkarzinomen liegt die Fliche des Tumorzellinfiltrats
laut MUGGIA et al. (1972) gew6hnlich bei 50 %. In vorliegender Untersuchung liegt die
Tumorinfiltration in genau zwei Fillen unter 50 %, in vier Fillen bei 60-95 %. Das wirft die
Frage auf, ob die Fldchenausdehnung einer Metastasierung als ein Kriterium zur Identifizierung
der Primértumoren diagnostisch verwendbar ist.

Wie bereits von MUGGIA et al. (1972) beschrieben, kann anhand vorliegender Daten bestitigt
werden, dass die Tumorzellanordnung beim kleinzelligen Bronchialkarzinom zumeist in
Tumorzellclustern oder mit vollstdndigem Ersatz von Knochen und Knochenmark erfolgt.

Die Aussage von MUGGIA et al. (1972) iiber gehduft auftretende myelofibrotische und
osteoblastische Reaktionen kann anhand vorliegender Daten nicht bestitigt werden. Es traten
sogar vermehrte Fille mit Osteolysen auf und deutlich mehr Fille, in denen es zu keiner
Faservermehrung kam.

Dasselbe gilt fiir das Adenokarzinom. Auch hier trat in keinem Fall eine Faservermehrung auf,
lediglich in einem Fall eine friihe Myelofibrose. Somit kann die Aussage von COTTA et al.
(2006), dass Adenokarzinome im Knochen eine massive desmoplastische Reaktion induzieren,
zu einer vollstdndigen Remodellation des Knochens fiihren, nur eingeschrankt bestétigt werden.
Auch die von COTTA et al. (2006) beschriebenen Nekrosen traten im Untersuchungsgut

zumindestens bei den Adenokarzinomen nicht auf.

5.2.6 Diskussion der Vorgehensweise zur diagnostischen Abklarung der CUP-Fille

In 19 von 49 Fillen (= 39 %) war der Primdrtumor zum Zeitpunkt der Knochenmarkunter-
suchung noch nicht bekannt. Ein Teil davon wurde anhand der weiteren klinischen Befunde
geklart und histologisch verifiziert. In 9 Féllen gelang dies mithilfe der Immunhistochemie,
sodass schlussendlich kein Fall ungeklért blieb.

Die alleinige Auswertung der Aspirationspriparate zur Auflosung der CUP-Problematik brachte
in vorliegender Arbeit allerdings keine Aussagen zur Lokalisation der Primartumoren.

Dagegen war der Einsatz immunhistochemischer Reaktionen an Beckenkammstanzbiopsien
jeweils mit diagnostisch relevanteren Resultaten verbunden. Zur Klarung der Lokalisation des
Primartumors wurden erfolgreich stufenweise gut beschriebene monoklonale Antikorper am
formalinfixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebe eingesetzt. Voraussetzung hierfiir ist,
dass die eingesetzten Antikorper die gegeniiber der Einbettungsmethode resistenten Antigene
oder Epitope erkennen (BECKSTEAD 1986, DAVEY et al. 1990, VAN DER VALK et al.
1989).
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Die Anzahl der verfiigbaren Antikorper zur Aufdeckung unbekannter Primértumoren steigt
jahrlich exponentiell an, was der immer fortwéhrenden Forschung auf dem Gebiet zu verdanken
ist (DABBS 2006).

GRECO et al. (1989), HASKELL et al. (1988), KREMENTZ et al. (1979) und SCHAPIRA et al.
(1995) fanden allerdings heraus, dass trotz des Einsatzes der Immunhistochemie bei 5-15 % aller
Patienten mit maligner Erkrankung der Primartumor unentdeckt bleibt.

In der vorliegenden Studie wurden 10 Félle immunhistochemisch bearbeitet. Generell sollten
abhingig von der Konstellation des individuellen Falles sinnvolle Antikorper ausgewdihlt
werden. Dabei sollten Sensitivitdt und Spezifitidt der jeweiligen Antikdrper bekannt sein. Ein
rationeller Einsatz der Antikdrper kann durch stufenweises Vorgehen nach einem Algorithmus
erreicht werden. FEinheitliche Leitlinien existieren hierbei nicht. In der Literatur wurden
verschiedene Algorithmen zur immunhistochemischen Tumorklassifikation vorgeschlagen, die
zum Teil sehr unterschiedlich sind und mehr oder weniger praktikabel erscheinen. So diirfte der
von DE YOUNG und WICK (2000) fiir maligne epitheliale Tumoren unbekannten Ursprungs
konzipierte Algorithmus in der Routinediagnostik nur sehr schwer anwendbar sein. Diese
Vorgehensweise sieht u. a. flir jeden keratinpositiven Tumor eine Firbung fiir PSA und
Thyreoglobulin vor und erfordert in den meisten Fillen vier sequenzielle Schritte.

Sinnvoller erscheinen deswegen zweistufige Algorithmen, wie beispielsweise von
VARADHACHARY et al. (2004) vorgeschlagen, die in der ersten Stufe mit CK 7 und CK 20
eine orientierende Farbung durchfiihren und in der zweiten Stufe weitere selektive Marker
einsetzen (Tab. 8 und 9). Nach einem &hnlichen Schema ist in der vorliegenden Arbeit
vorgegangen worden.

9 Fille konnten mit dieser Methode stark eingegrenzt bzw. aufgeldst werden. In nur einem Fall
hat dies zu keinem Ergebnis gefiihrt. Hier machte vielmehr die konventionelle Auswertung des
Beckenkammpréparates eine Eingrenzung mdglich und zugleich deutlich, wie wichtig auch die
Diagnostik am konventionellen histologischen Priparat ist. Auch DABBS (2006) und MOLL
(2005) beschreiben, dass die konventionelle histopathologische Auswertung mit Formulierung
einer Arbeitsdiagnose die Basis fiir die anschlieBenden immunhistochemischen Untersuchungen
darstellt.

Kritisch anzumerken ist, dass die Zuverldssigkeit immunhistochemischer Untersuchungen durch
die Entkalkung, die bei der Bearbeitung des Knochengewebes erfolgt, eingeschrénkt sein kann.
Durch die Entkalkung kann sich die Antigenitit des Gewebes partiell verindern, was bei der
Befundinterpretation beriicksichtigt werden muss (BAIN et al. 2000), weil sie falsch negative

Antigen-Antikorper-Reaktionen hervorbringen kann. Aber auch falsch-positive immunhisto-
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chemische Reaktionsergebnisse konnen auftreten, wie bei der Anwendung der

Methacrylateinbettung im eigenen Labor festgestellt wurde.
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6 Zusammenfassung

Bei fortgeschrittenen Karzinomerkrankungen kann es zur Knochenmetastasierung kommen. Die
damit verbundenen klinischen Symptome sind meist uncharakteristisch. Pradiktive Faktoren oder
Befunde sind bislang nicht bekannt. Gelegentlich ist die Feststellung einer
Knochenmarkkarzinose der erste morphologische Beweis filir eine fortgeschrittene
Karzinomerkrankung, bei der die Lokalisation des Priméirtumors noch nicht (sog. initiale CUP-

Fille) oder auch nach subtiler Diagnostik nicht identifiziert werden konnte (echte CUP-Fille).

Das Klinikum Bad Saarow, ein Krankenhaus mit 640 Betten (Stand 2005), ist auf die
Behandlung von Patientinnen und Patienten mit akuten Erkrankungen und Geschwulstleiden
spezialisiert. Fast alle medizinischen Fachgebiete (12 Kliniken und 3 Institute) verfligen iiber
umfassende diagnostische und therapeutische onkologische Leistungsangebote. Trotz des
Einsatzes moderner bildgebender diagnostischer Verfahren besteht bei Patientinnen und

Patienten gelegentlich der Verdacht einer Knochenmarkmetastasierung.

In der vorliegenden Arbeit wurden Knochenmarkaspirate (n = 9334) und -biopsate (n = 8391)
analysiert, die in den Jahren 1993-2006 an das Institut fiir Pathologie des Klinikums Bad Saarow
geschickt wurden. Diese wurden unter dem Gesichtspunkt ausgewertet, inwieweit bei bekanntem
Primértumor eine Knochenmarkmetastasierung vorlag, die eine aktuelle klinische Symptomatik
erklaren konnte. Ferner war zu iiberpriifen, inwiefern bei bislang unbekanntem Priméirtumor aus
der Knochenmarkdiagnostik nidhere Aufschliisse zum Primédrtumor zu erlangen waren. Das
umfangreiche Untersuchungsgut enthielt lediglich 49 Fille, in denen diese Fragestellungen
abgeklart werden sollten. Dabei wurden klinische und paraklinische Angaben beriicksichtigt.

In allen Féllen handelte es sich um erwachsene Patienten. Padiatrisch-hdmatologische bzw. -
onkologische Diagnostik wurde im o. g. Zeitraum im Klinikum in Bad Saarow nicht
durchgefiihrt. Das Verhéltnis zwischen Frauen und Ménnern lag bei 22:27. Bei Frauen trat das
Mammakarzinom als héufigster Tumortyp auf (15 von 22 Frauen), bei den Minnern das
Prostatakarzinom (11 von insgesamt 27 Mainnern). Das mittlere Alter zum Zeitpunkt der
Diagnose ,,Knochenmarkmetastasierung® lag bei den Frauen bei 58 Jahren und bei den Ménnern
bei 65,4 Jahren.

Bei 19 der 49 zugrunde liegenden Félle handelte es sich um ,,initiale CUP-Félle®, bei denen die

Metastase noch vor der eigentlichen Primédrtumordiagnose entdeckt worden war. Es fiel auf, dass
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dieses Phinomen bei Ménnern mit Prostatakarzinom wesentlich haufiger auftrat, als bei den
Frauen.

Die Diagnose ,Knochenmarkmetastasierung® korrelierte mit Blutbildverdnderungen, wie
Anédmien, Thrombozytopenien und Hyperkalzdmien sowie mit Gewichtsverlust, reduziertem
Allgemeinbefinden, Knochenschmerzen, B-Symptomatik und in seltenen Féllen auch mit
pathologischen Frakturen.

Das Wachstumsmuster der Metastasen war sehr variabel und nicht nur von der Art des
Primértumors abhéngig, sondern auch von dem Stadium der Metastasierung.

In den zytologischen Prédparaten trat im Zusammenhang mit einer Metastasierung hdufig eine
Storung der Erythropoese auf. Die Granulopoese imponierte meist mit einer reaktiven
Proliferationssteigerung (Linksverschiebung). In iiber 57 % traten nichthdmatogene blastdre
Zellen auf, die hochgradig tumorverdéchtig sind.

In den meisten Fillen handelte es sich um osteolytische Wachstumsmuster, wobei hierbei die
Osteoklasten zumeist in Clustern vorzufinden waren. Die Verdnderungen der Hidmatopoese
betrafen Megakaryopoese, Erythropoese und Granulopoese in unterschiedlichem Ausmal. Die
Granulopoese war mit einer Proliferationssteigerung assoziiert, in der Erythropoese war die
Aktivierung vergleichsweise gering, die Megakaryozyten entsprachen bevorzugt mittleren
Reifungsstadien. Der Grad der Fibrosierung korrelierte iiberwiegend mit dem Grad der
Infiltration. Dennoch gab es einige Fille (= 12 %), bei denen auch bei nur geringer Infiltration (<
15 %) eine starke Fibrosierung zu erkennen war. Nekrosen traten selten auf (= 14 %). Der
festgestellte Infiltrationstyp (herdfoérmig, interstitiell, diffus, intrasinusoidal mit und ohne
Endothelkontakt, paratrabekuldr, persinusoidal, perivaskuldr) korrelierte nicht mit einem
speziellen histologischen Tumortyp oder mit einer konkreten Primédrtumorlokalisation.

Die Metastasen des Prostatakarzinoms imponierten in iiber 80 % mit einem osteolytischen
Wachstumsmuster im Knochenmark, waren mit Fibrosen unterschiedlicher Ausprigung
assoziiert und sehr selten mit Tumornekrosen (= 18 %) verbunden. Die Metastasen des
Mammakarzinoms waren ebenso iiberwiegend osteolytischer Natur (= 71,5 %). In allen Fillen
gingen diese mit einer Faservermehrung einher. In keinem Fall trat eine Tumornekrose auf. Bei
den Bronchialkarzinomen handelte es neben kleinzelligen Karzinomen (= 70 %) auch um
Adenokarzinome (= 30 %), die das Knochenmark infiltrierten. Knochenmarkmetastasierungen
bei Plattenepithelkarzinomen oder groBzelligen Karzinomen der Lunge wurden nicht festgestellt.
Das Wachstumsmuster war hauptsédchlich von Osteolysen geprégt, selten von Fibrosen. In einem

Fall (Metastasen eines kleinzelligen Bronchialkarzinoms) traten Nekrosen auf.
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Wie die vorliegende Studie verdeutlicht, war nur in wenigen Fillen allein anhand der
knochenmarkzytologischen Untersuchung von Aspirationspriparaten eine definitive Diagnostik
solider Tumoren moglich. Dagegen gestattet die konventionell-morphologische Untersuchung
von Beckenkammstanzbiopsien in Kombination mit immunhistochemischen Untersuchungen
eine zuverldssige Diagnostik einer Knochenmarkmetastasierung. In allen Féllen sog. initialer
CUP-Situationen war zugleich eine Identifikation von Primértumoren moglich, was filir die

weitere Therapieplanung von Bedeutung sein diirfte.
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