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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die statische DNA-Zytometrie ist eine quantitative Untersuchungsmethode des DNA-Gehaltes
einzelner Zellen. Sie liefert wichtige diagnostische und prognostische Informationen in der
morphol ogischen Diagnostik von Geschwulsterkrankungen.

In dieser Arbeit wurden 116 Knochentumoren DNA-zytometrisch untersucht, um dadurch
Hinweise zur Wertigkeit der DNA-Zytometrie im Bereich von Differentialdiagnostik und Pro-
gnose von Knochentumoren und tumoradhnlichen Knochenldsionen zu erhalten. Es wurden
Biopsien von 14 Patienten mit solitdrer Knochenzyste, von 31 Patienten mit aneurysmatischer
Knochenzyste, von 57 Patienten mit hochmalignem zentralen Osteosarkom und von 14 Patien-
ten mit der seltenen Entitét eines niedrigmalignen zentralen Osteosarkoms ausgewertet. Von
dieser Entitét ist keine Untersuchung an einer dhnlich grof3en Fallzahl bekannt. Die erhobenen
Mef3daten wurden nach deskriptiven Parametern wie dem 2c-Deviation-Index, dem Antell
diploider Zellen und dem DNA-Maximum sowie nach den Parametern der Stammlinien-und
der Einzelzellinterpretation ausgewertet und die einzelnen Entitéten wurden einander gegen-
Ubergestellt.

Solitére und aneurysmatische Knochenzysten zeigen DNA-zytometrisch keine relevanten
Unterschiede. Beide Entitdten weisen diploide DNA-Verteilungsmuster ohne aneuploide
Stammlinien auf. Einzelne aneuploide Zellen sind nur im Ausnahmefall nachwei sbar.

Die niedrigmalignen zentralen Osteosarkome unterscheiden sich von diesen benignen Lasio-
nen zum Teil bezlglich ihrer DNA-zytometrischen Parameter. Zwei Falle zeigten eine zusétzli-
che tetraploide Stammlinie im DNA-Histogramm, weitere drei Tumoren waren durch das
Auftreten aneuploider Einzelzellen gekennzeichnet. Das Auftreten von Einzelzellaneuploidien
kann ein Hinweis auf eine genetische Instabilitét innerhalb der Tumorzellpopulation sein und
sollte Anlal3 zu sorgféltiger Nachbeobachtung der betroffenen Patienten sein.

Die Gruppe der hochmalignen zentralen Osteosarkome zeigte in der Mehrzahl der untersuch-
ten Félle als wichtigsten Befund das Auftreten einer aneuploiden Stammlinie, womit die Dia-
gnose eines hochmalignen Knochentumors als gesichert angesehen werden kann. Nur in vier
Fallen lief3 sich keine eigensténdige aneuploide Stammlinie nachweisen, zwei dieser Félle wie-
sen aber gehaufte Einzel zellaneuploidien auf.

Die Gruppe der hochmalignen zentralen Osteosarkome war durch die entsprechenden DNA-
zytometrischen Parameter sowohl von den zystischen benignen Lésionen als auch den niedrig-
malignen zentralen Osteosarkomen mittels DNA-Imagezytometrie abgrenzbar.




Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen den gemessenen DNA-
Parametern und dem spéteren Ansprechen der hochmalignen Osteosarkome auf die neoadju-
vante Chemotherapie nachgewiesen werden. Es zeigte sich, dal3 Osteosarkome mit einem nied-
rigeren Anteil diploider Tumorzellen ein statistisch signifikantes héheres Risiko eines
Therapieversagens besitzen.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung wurden der Literatur gegentibergestellt und die Wertigkeit
der statischen DNA-Zytometrie mit der Moglichkeit der Einzelzellinterpretation in der Dia-
gnostik besonders schwierig zu beurteilender Knochentumoren diskutiert.
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2 Einleitung

K nochentumoren und geschwul stéhnliche Lasionen sind innerhalb der menschlichen Tumoren
seltene Erkrankungen, deren biologisches Spektrum von einfachen zystischen Lésionen (soli-
tare Knochenzysten) Uber lokal aggressive zystische Prozesse unklarer Histogenese (aneurys-
matische Knochenzysten) bis zu hochmalignen Sarkomen unterschiedlicher histologischer
Differenzierung (z.B. Gruppe der hochmalignen zentralen Osteosarkome) reicht. Eine Beson-
derheit stellen die in jingerer Zeit abgegrenzten niedrigmalignen zentralen Osteosarkome dar,
die sich von den hochmalignen zentralen Osteosarkomen durch eine andere Morphologie und
einen abweichenden klinischen Verlauf unterscheiden.

Voraussetzung fur die Behandlung dieser Erkrankungen ist eine exakte Entitéts- und Dignitéts-
bestimmung, da sich daraus die Therapieentscheidung zwischen einem konservativen Vorge-
hen, einer lokalen intraldsionalen chirurgischen Therapie oder aber einer chirurgisch weiten
Resektion ggf. mit zusétzlicher Chemotherapie ergibt. Obwohl in speziaisierten Zentren mit
einer interdisziplindren Zusammenarbeit zwischen Onkologen, Operateuren, Radiologen und
Pathologen in der Regel eine adaquate Diagnostik von Knochentumoren maglich ist, kénnen
sich im Einzelfall erhebliche differentialdiagnostische Probleme bei der exakten Einordnung
skelettaler Geschwillste ergeben.

Ein weiterer Aspekt im Rahmen der morphol ogischen Diagnostik bei malignen Knochentumo-
ren stellt die Herausarbeitung prognostischer Kriterien fur den Verlauf dieser Erkrankungen
dar. Durch die Intensivierung der neoadjuvanten Chemotherapie beim Osteosarkom konnte
einerseits eine wesentliche Prognoseverbesserung dieser in der Vergangenheit oft infausten
Krankheit erzielt werden. Andererseits ist davon auszugehen, dal? die Prognose im Einzelfall
neben den Modalitéten des Chemotherapie-Protokolls auch von biologischen Merkmalen des
jewelligen Tumors abhangt. Daher liegt es nahe, zusétzliche Befunde herauszuarbeiten, die
Uber die histologischen Merkmale as Basis der Entitdts- und Dignitdtseinschatzung hinaus
Aussagen zum biologischen Verhalten ermoglichen.

Bel der Methodenwahl muf3 den spezifischen Besonderheiten der morphol ogischen Diagnostik
von Knochentumoren Rechnung getragen werden. Wenn die primére Biopsiediagnostik nicht
in einem auf die Diagnostik und Therapie von Skeletterkrankungen spezialisierten Zentrum
stattfindet, wird das Untersuchungsmaterial hdufig im Rahmen der histopathologischen Ein-
gangsroutine insbesondere durch Entkal kungsmal3nahmen so weit verandert, dal3 hochspeziali-
sierte tumorbiologische Untersuchungen nur noch eingeschrankt moglich sind. Unfixiertes
Biopsiematerial steht dann meist nicht zur Verfligung, so dal3 Untersuchungen, die Iebende
Tumorzellen erfordern, ausgeschlossen sind.

Ein Verfahren, das relativ unkompliziert zusétzliche Aussagen im Rahmen tumorbiologischer
Untersuchungen ermdglicht, ist die quantitative Bestimmung des DNA-Gehaltes mit Hilfe der
DNA-Zytometrie. Damit kann das Auftreten numerischer chromosomaler Aberrationen in
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Tumorzellpopulationen anhand der entsprechenden quantitativen Veranderungen des DNA-
Gesamtgehaltes indirekt nachgewiesen werden. Die Anwendung dieses Verfahrens setzt ledig-
lich die Verflgbarkeit von zytologischen Préparaten, die vom unfixierten Biopsiematerial
gewonnen werden (Imprintzytologie) bzw. die Anfertigung von Zellvereinzel ungspréparaten
aus Paraffinschnitten voraus, anhand derer eine statische DNA-Zytometrie nach Feulgenfar-
bung durchgefuhrt werden kann. Die Analyse der Veranderungen erfolgt durch Erstellung
einer Haufigkeitsverteilung des DNA-Gehaltes der Tumorzellen in einem sogenannten DNA-
Histogramm, das in Abhéngigkeit vom Ausmald und Charakter der Veranderungen unter-
schiedlichen standardisierten I nterpretationsansétzen unterzogen wird.

In der vorliegenden Studie wurde das Verfahren der statischen DNA-Zytometrie an benignen
zystischen Léasionen (solitéren und aneurysmatischen Knochenzysten) sowie an niedrigmali-
gnen und hochmalignen zentralen Osteosarkomen eingesetzt. Ziel der Arbeit war festzustellen,
welche DNA-zytometrisch nachweisbaren Veranderungen in den ausgewéhlten Gruppen von
L &sionen vorkommen und ob sich diese anhand der DNA-zytometrischen Befunde voneinan-
der abgrenzen lassen. AulRerdem wurde geprift, ob in der Gruppe der hochmalignen zentralen
Osteosarkome Beziehungen zwischen dem DNA -zytometrischen Profil und dem Ansprechver-
halten dieser Tumoren auf die neoadjuvante Chemotherapie, d.h. zum spéteren Regressions-
grad, bestehen.
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3 Material und Methoden

31 Unter suchungsmaterial

Fir die vorliegende Studie wurden zytologische Préparate von insgesamt 116 Knochentumo-
ren oder tumorahnlichen L&sionen untersucht. Dabel handelte es sich um 14 solitédre Knochen-
zysten (SKZ), 31 aneurysmatische Knochenzysten (AKZ), 14 niedrigmaligne zentrale
Osteosarkome (IgOSA) und 57 hochmaligne zentrale Osteosarkome (hgOSA). Zur Untersu-
chung gelangte ausschliefdlich Material von Primérbiopsien beziehungsweise priméaren Resek-
taten und Currettagen. Patienten mit bereits erfolgter Chemotherapie wurden ausgeschlossen,
da DNA-zytometrische Befunde durch die Wirkung von Zytostatika beeinflufdt werden kon-
nen. Die histopathol ogische Diagnose erfolgte in allen Fallen durch einen spezialisierten Kno-
chenpathologen (Prof. Dr. med. G. Delling) des Hamburger Knochentumor-Registers.

Im Rahmen der DNA-Zytometrie gelangten

. ungefarbte luftgetrocknete Imprintzytologien (87 Falle)
. Pappenheim (PAP) vorgefarbte Tupfpréparate (23 Falle)
. Préparate nach Zellvereinzelung aus Paraffinbl6cken (6 Falle)

zur Verwendung.

3.1.1 Imprintzytologien

Die Anfertigung der Imprintzytologien erfolgte in der Regel im Rahmen der Schnellschnittdia-
gnostik. Dazu wird ein winziges unfixiertes Gewebsstlick mit einer Pinzette vorsichtig auf der
Oberflache mehrerer Glasobjekttrager unter strikter Vermeidung von ausstreichenden Bewe-
gungen stempelartig abgetupft. Die abgetupften Tumorzellen missen dabei morphologisch
intakt bleiben. Fir die Festlegung des Préparate-internen 2c-Niveaus reichten in der Mehrzahl
der Félle die im Tumor enthaltenen Lymphozyten aus. Bei zellarmen, faser- bzw. matrixrei-
chen Lasionen, die im Tumorgewebe selbst nicht gentigend Blutzellen enthalten, war mitunter
das gezielte Abtupfen von Blut auch aus tumorfreien Anteillen des Untersuchungsmaterials an
einer Stelle der Objekttrageroberflache erforderlich. Pro Fall wurden in der Regel 10 Imprint-
zytologien hergestellt, von denen ein Objekttrager fr die zytopathol ogische Beurteilung (Pap-
penheim-Farbung) im Rahmen der Biopsiediagnostik und die dbrigen fur die DNA-
zytometrischen Untersuchungen zur Verfligung standen.

3.1.2 Vorgeféarbte Zytologien

Bel einigen Archivfélen standen keine ungeférbten zytologischen Préparate mehr zur Verfi-
gung, so dal3 auf die aufbewahrten, bereits nach Pappenheim geférbten Imprintzytologien
zurlickgegriffen werden mufdte. An diesen Praparaten war die Durchfuhrung der Feulgen-
Reaktion problemlos moglich, da die primére Farbung im Rahmen der Feulgen-Hydrolyse
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restlos entfernt wird. Die Deckglaser derartiger Préparate lief3en sich nach Einstellen in Xylol
Uber Nacht entfernen. Nach Rehydradation Uber eine absteigende Alkoholreihe konnte die
Feulgen-Reaktion wie unter 3.1.4 beschrieben durchgefiihrt werden.

3.1.3 Zellvereinzellung aus Par affinblocken

In Félen, bei denen keinerlei Imprint-zytologischen Préparate zur Verfligung standen, mufdten
Zéllvereinzelungspraparate aus dem archivierten Paraffinmaterial hergestellt werden, um iso-
lierte Tumorzellkerne fir die statische Image-Zytometrie zu gewinnen (Hedley et al., 1983).
Schnittmessungen an histologischen Préparaten fanden in der vorliegenden Studie nicht statt.

Nach Auswahl geeigneter Tumorgewebsareale auf den HE-geféarbten Schnittpraparaten wur-
den funf je 50um dicke Schnitte angefertigt. Mitunter muféte dabei das auszuwertende Aredl
auf der Oberflache des Paraffinblockes mit einer Prépariernadel eingeritzt werden, um das
Tumorgewebe aus den Schnitten von tumorfreiem Gewebe abtrennen zu konnen. Nach Entpar-
affinierung in Xylol, Rehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe und Uberfiihrung in
physiol ogische Kochsal zZl6sung wurde das Gewebe mit Hilfe eines Skalpells zunachst zerzupft
und durch mehrmaliges Aufziehen in eine Spritze mechanisch fein zerkleinert. Danach erfolgt
die enzymatische Verdauung der Suspension mit temperierter Pepsinlésung fir 30 min im
Brutschrank bel 37°C. Nach 30 min wurde die Proteolyse durch Zugabe von Tris-Puffer
gestoppt.

Anschlieffend wurden die entstandenen Partikel bei 770g fur 10 min abzentrifugiert (Medifuge
200S, Heraeus), dekantiert und das Pellet in 10ml Trispuffer resuspendiert. Nach Filtration
durch ein Gazefilter zur Abtrennung groberer Gewebsbestandteile und nochmaliger Zentri-
fugation bel 770g wurde das Zellpellet mit 3ml Trispuffer erneut resuspendiert und die Suspen-
sion auf Objekttrager aufgebracht, die abschlief3end Gber Nacht im Brutschrank bei 37°C
getrocknet wurden.

3.1.4 Feulgenreaktion
Die Methode der selektiven Anférbung von DNA durch die Feulgenreaktion ist standardisiert
und im Schrifttum dokumentiert (Bocking et al., 1994; Bocking et al., 1995).

Zunéachst wurden alle Préparate, d.h. auch die umgefarbten Zytologien sowie die Zellvereinze-
lungen 50 min in 10%igem gepufferten Formalin fixiert, um eine optimale Stabilisation der
DNA wéhrend der anschlief3enden Hydrolyse zu gewahrleisten. Nach 10minitigem Spilen in
Aqua dest. erfolgte die Hydrolyse in 4n-HCI (Merck) bei 27,5°C fur 55 min. Nach dreimali-
gem Spulen in Aqua dest. wurde die quantitative Farbreaktion der DNA mit Schiff'schem Rea-
genz (Merck) durchgefuihrt und nach 60 min durch Uberfiihrung in SO, -Wasser gestoppt.
Zuletzt erfolgten die Entwésserung und das Eindecken mit Eukitt in der fir mikroskopische
Préparate Ublichen Weise.




Material & Methoden

3.1.5 LOsungen
. Pepsinlésung: 7ml 1n Hcl auf 200ml mit Aquadest. verdiinnen; pro Fall 5ml verdiinnte
HCI-L6sung und 25mg Pepsin vermischen

. Tris-Puffer: 274g TrisHCI (SigmaT3253); 32g TrisBase (SigmaT 1503); 351,2g NaCl;
250ml davon auf 51 mit Aqua bidest. auffillen

. 10%iges gepuffertes Formalin: 250 ml 40% Formalin; 750 ml Aqua dest.; 4,0 g
NaH2PO4; 6,5 g Na2HPO4

. SO,-Wasser-Stammldsung: 100g Kaliumdisulfit; 900ml Aqua dest.
. SO,-Wasser-Gebrauchslosung: 50ml SO,-Wasser-Stammldsung; 50ml 1n Hcl; 900
ml Aqua dest.

3.2 DNA-Image-Zytometrie

321 Melverfahren

Die quantitative Bestimmung des DNA-Gehaltes erfolgte mit dem statischen DNA-Zytometer
CM1 (Fa. Hundt) in monochromatischem Grunlicht (560nm) unter Verwendung eines 40x
Objektivs. Zur Vermeidung von Streulichtfehlern wurde die geréteinterne Glare-Korrektur
(Haroske et al., 1995) aktiviert. Es wurden in jedem Fall zwischen 200 bis 400 Tumorzellen
untersucht. Der DNA-Gehalt jeder einzelnen Zelle wurde gemessen und die vom Frame-Grab-
ber digitalisierten Zellbilder gespeichert. Dadurch besteht sowohl die Moglichkeit des nach-
traglichen Ausschlusses von Mef3artefakten, wie z.B. sich Uberlappender Zellen, als auch der
gemeinsamen Diskussion der Einzelbilder unter Berticksichtigung histomorphologischer
Besonderheiten des jeweiligen Falles. Die Festlegung des diploiden Standards (2c) ergab sich
aus dem Medianwert des DNA-Gehaltes von 20 bis 30 Lymphozyten, die als Praparat-interne
Referenzzellen in jedem Fall separat mitgemessen wurden. Bei umgeférbten Zytologien und
Zéllvereinzelungspraparaten erfolgte die Ermittlung des DNA-Gehaltes der Referenzzellen
unter Beriicksichtigung eines Korrekturfaktors von 1,1. Der Variationskoeffizient (CV) der
Eichzellen lag im Mittel bei 4,3% und befand sich damit innerhalb des zulassigen publizierten
Referenzbereiches (Bocking et al., 1995). Nach Umrechnung der zytometrisch bestimmten
absoluten Absorptionswerte der Tumorzellen auf die relative DNA-Ploidie erfolgte die Dar-
stellung der Haufigkeitsverteilungen in DNA-Histogrammen. Aul3erdem wurden Histogramm-
unabhangige DNA-zytometrische Parameter bestimmit:

. 2c-Deviation-Index (2¢-Dl): Charakterisiert die Variabilitét der DNA-Einzelwerte um
das diploide Vergleichsniveau (Bocking et al., 1984)

. DNA-Maximum: Maximal auftretender DNA-Einzelwert innerhalb einer untersuchten
Tumorzellpopulation

. Prozentualer Anteil DNA-diploider Tumorzellen (Zellen mit einem relativen DNA-
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Gehalt >2c¢)
. 5¢c-Exceeding -Events. Anzahl der Tumorzellen mit einem relativen DNA-Gehalt >5c¢
. 9c-Exceeding -Events. Anzahl der Tumorzellen mit einem relativen DNA-Gehalt >9c

3.22 Interpretation der DNA-zytometrischen Messungen

3.2.2.1 Stammlinieninterpretation

Wenn in einem Tumor klonale numerische chromosomale Aberrationen eintreten, die aufgrund
ihrer Auspragung eine zytometrisch erfalRbare Anderung des Gesamt-DNA-Gehaltes der
Tumorzellen bewirken, so fuhrt dies zur Etablierung eines eigenstandigen Tumorzellklones mit
aneuploidem DNA-Gehalt. Aus zytometrischer Sicht wird dieser Klon as DNA-aneuploide
Stammlinie bezeichnet, die sich im DNA-Histogramm a's Haufigkeitsmaximum (Peak) aul3er-
halb des DNA-diploiden Bereichs darstellt. Dabel entspricht die Stammlinienploidie dem
Modalwert dieses Peaks auf der Ploidie-Achse (c).

In vielen Fallen besteht aber weiterhin auch eine Tumorzellpopulation mit diploidem DNA-
Gehalt fort. Es sind dann zwel Haufigkeitsmaxima (im diploiden und im aneuploiden Bereich)
nachweisbar. Aulderdem konnen bel entsprechender Proliferationsaktivitét Zellen der jeweili-
gen G,/M-Phasen zytometrisch nachweisbar sein. Wenn sowohl die diploiden als auch die
aneuploiden Tumorzellen mitotisch aktiv sind, sind theoretisch neben den beiden Stammlinien
zwei welitere Gipfel im Histogramm abgrenzbar, die der G,/M-Phase der diploiden Population
bzw. der G,/M*-Phase der aneuploiden Popul ation entsprechen.

Ein Histogramm wird als multimodal aneuploid mit mehreren aneuploiden Stammlinien defi-
niert, wenn sich neben der diploiden Stammlinie mehr als ein deutlicher aneuploider Peak mit
dazugehdrigem G,M*-Gipfel darstellt.

In seltenen Féllen besteht ein Tumor zum Uberwiegenden Tell aus Zellen mit aneuploidem
DNA-Gehalt, wahrend diploide Tumorzellen nicht oder nur einem sehr geringen Anteil vor-
handen sind. Wenn der Anteil diploider Tumorzellen hochstens 15 % aller untersuchten Zellen
umfaldt, wird das Histogramm al's unimodal-aneuploid eingeordnet.

Eine DNA-tetraploide Stammlinie wird bei einem ausgeprégten Peak im 4c-Bereich mit einem
Anteil an der Zellgesamtzahl von mindestens 20% und dem interaktiven Nachweis von G,M*-
Zellen im oktoploiden Bereich angenommen (Ross, 1996a).

3.2.2.2 Einzelzélinterpretation

Bevor es zur Etablierung einer eigenstandigen DNA-aneuploiden Tumorzell-Stammlinie
kommt, kdnnen innerhalb einer Phase der genetischen Instabilitdt mitunter bereits einzelne
Zellen mit einem aneuploiden DNA-Gehalt nachweisbar sein, deren Identifikation mittels sta-
tischer DNA-Zytometrie im Gegensatz zur Durchfluf3zytometrie moglich ist. Bel flow-zytome-
trischen Messungen ist es nicht auszuschlief3en, dal3 Einzelereignisse mit einem erhdhten

10
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DNA-Gehalt in Wirklichkeit Zellkonglomerate darstellen. Bei image-zytometrischen Messun-
gen konnen derartige Fehler durch die visuelle mikroskopische Kontrolle ausgeschlossen wer-
den.

Einzelzellaneuploidie wird dann angenommen, wenn in einem Gewebe keine Hinweise auf
eine sogenannte euploide Polyploidisierung vorliegen und der DNA-Gehalt von mindestens 3
Zéllen aul3erhalb des tetraploiden (bei manchen Geweben auch des oktoploiden) Niveaus liegt.
Um Mef3ungenauigkeiten bel der Bewertung auszuschlief3en, werden die Interpretationsgren-
zen bei 5¢ (bzw. 9¢) gelegt. In nichtneoplastischen Knochenzellen ist bisher noch keine euplo-
ide Polyploidisierung nachgewiesen worden (Biesterfeld et a., 1994), so daf in der hier
vorliegenden Studie Einzelzellaneupl oidie dann angenommen wurde, wenn innerhalb der Mes-
sung von mindestens 200 Zellen 3 Zellen mit einem DNA-Gehalt >5¢ gefunden wurden und
keine Hinweise auf die Etablierung einer tetraploiden Stammlinie vorlagen. Fur die Einzelzel-
linterpretation wurde der absolute und relative Anteil von Zellen mit einem DNA-Gehalt >5c¢
bzw. >9c (5¢ bzw. 9c-Exceeding-Events bzw.-Rate) bestimmt (Bdcking et a., 1984; Bocking
et al., 1993).

3.2.2.3 DNA-Ploidie-Verteilungsmuster
Den dargestellten Interpretationsprinzipien folgend, wurden die Mef3ergebnisse folgenden
Ploidie-Verteilungsmustern zugeordnet:

A ausschliefdlicher Nachweis einer DNA-diploiden Stammlinie ohne Auftreten DNA-
aneuploider Einzelzellen

B DNA-diploide Stammlinie und Nachweis von Einzelzellen mit einem DNA-Gehalt
>5¢ (Einzelzell-Aneuploidie)

C Nachweis einer eigenstandigen DNA-hyperdiploiden Stammlinie neben einer DNA-
diploiden Stammlinie

D Nachweis von mehreren (mindestens 2) DNA-hyperdiploiden Stammlinien neben
einer DNA-diploiden Stammlinie

E Nachweis einer oder mehrerer DNA-hyperdiploiden Stammlinien bel gleichzeitigem
Fehlen oder nur geringer Auspragung einer DNA-diploiden Tumorzellpopulation
(maximal 15% aller gemessenen Zellenbesitzen einen diploiden DNA-Gehalt)

3.3 Regressionsgradbestimmung bel hochmalignen zentralen Osteosar komen

Die Beurteilung des Ansprechens hochmaligner zentraler Osteosarkome auf die neoadjuvante
Chemotherapie erfolgte nach den Kriterien von Salzer-Kuntschik et al. (1983b; 1983a) bel der
Auswertung der Tumorresektate im Rahmen der COSS-Studie. Dazu wurde nach Auftrennung
mit einem diamantbeschichteten Sageblatt eine Gewebescheibe aus dem Operationspraparat
entnommen und nach kontaktradiographischer Dokumentation in Methylmetacrylat eingebet-
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Material & Methoden

tet. Nach Anfertigung unentkalkter Schnittpréparate konnte auf diese Weise eine Tumorge-
samtebene durch Zusammensetzung dieser Grol3schnittpréparate rekonstruiert und die Anteile
von devitalisiertem bzw. vital erhaltenem Tumorgewebe quantitativ bestimmt werden. Dabei
erfolgte die Ubliche Untertellung in 6 Regressionsgrade, von denen die Grade 1 bis 3 die
Gruppe der Responder und die Grade 4 bis 6 die Gruppe der Nonresponder reprasentieren
(Abbildung 19 und Tabelle 6).
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4 Ergebnisse

4.1 Solitare Knochenzysten

4.1.1 Radiologie, Histologie und Zytologie der solitéren Knochenzysten

Die solitdre Knochenzyste ist eine metaphysér lokalisierte, meist einkammerige zystische
L&sion mit dinnwandiger, scharfer Abgrenzung (Lodwick Klassifikation la), die den betroffe-
nen Knochen auftreiben kann. In Einzelfdlen findet sich radiologisch nach stattgehabter
Infraktion ein kndchernes Fragment innerhalb der Zyste (,, fallen fragment sign“, Abbildung 3).
Histologisch besteht die Zystenmembran aus isomorph-kernigen Stromazellen und einzelnen
mehrkernigen Riesenzellen (Abbildung 3). Zellatypien fehlen und die Proliferationsrate ist
gering. Mitunter finden sich halbmondartige Abscheidungen einer extrazellularen Matrix.

Untersucht wurden Praparate aus der Zystenmembran von 14 solitéren Knochenzysten, die alle
den typischen histologischen Wandaufbau zeigten. Die Lasionen traten in etwa der Halfte der
untersuchten Falle in der proximalen Humerusmetaphyse auf und wurden tGberwiegend in der
ersten und zweiten Lebensdekade kirretiert (Abbildung 1).
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ABB.1 Altersverteilung der untersuchten solitéren Knochenzysten (N = 14)
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ABB.2  Lokalisationsverteilung der untersuchten
solitéren Knochenzysten (N = 14)

ABB.3  Solitdre Knochenzyste
Raéntgenbild (links): zystische Auftreibung der proximalen Humerusmetaphyse und sogenanntes

,fallen fragment*
Operationspraparat (rechts): glatte Zystenwandung mit anhaftenden Spongiosa-Anteilen
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ABB. 4

Solitére Knochenzyste, Histologie: schmale

Wandung aus mononukleéren Zellen, vereinzelt
mehrkernige Riesenzellen ==

4.1.2

DNA-Zytometrie der solitéren Knochenzysten

Die untersuchten 14 Fallen zeigen ale eine DNA-diploide Stammlinie. Stammlinien im aneu-
ploiden (einschliefdich tetraploiden) Bereich kamen nicht vor. Nur eine der untersuchten
Zysten zeigt mehr als drei Zellen mit einem hypertetraploiden DNA-Gehalt (5c-Exceeding-
Events) und ist damit nach den Kriterien der Einzelzellinterpretation als aneuploid zu bewer-

ten.
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TABELLE 1: DNA-zytometrische Befunde bei 14 solitédren Knochenzysten

und einzelne Riesenzellen p; Histogramm: DNA-diploider Stammlinie
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4.2 Aneurysmatische Knochenzysten

4.2.1 Radiologie, Histologie und Zytologie der aneurysmatischen Knochenzysten

Die aneurysmatische Knochenzyste ist eine metaphysér lokalisierte, polyzystische La&sion mit
lokal destruierendem Charakter, die ein expansives Wachstum zeigt, den Knochen auftreibt
und die Kortikalis schliefdlich zerstort. Obwohl die Lasion die urspringlichen Knochengrenzen
Uberschreiten kann, bleibt sie von einer diinnen Zone aus reaktiv neugebildetem Knochenge-
webe umgeben (Lodwick Klassifikation I1a). Histologisch zeigt sich ein charakteristischer
Befund aus teils spindeligen, mononukleéren Stromazellen, die in septenartigen Gewebsfor-
mationen zahlreiche blutgefillte Hohlraume umschlief3en. Zwischen den mononukledren Zel-
len liegen meist zahlreiche mehrkernige Riesenzellen vom Osteoklastentyp sowie Siderin-
speichernde Makrophagen, Kollagenfasern und gelegentlich auch Osteoid- oder Faserknochen-
trabekel (Abbildung 8).

Die Proliferationsrate der mononukleédren Zellen kann mit Auftreten zahlreicher Mitosefiguren
erheblich sein. Atpyische Mitosefiguren kommen in priméren aneurysmatischen Knochenzy-
sten nicht vor.

Neben der priméren Form kénnen aneurysmatische Knochenzysten auch sekundér bel anderen
benignen oder malignen Knochentumoren auftreten.
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ABB.6  Altersverteilung der untersuchten aneurysmatischen
Knochenzysten (N = 31)
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ABB.7  Lokalisation der untersuchten aneurysmatischen
Knochenzysten (N = 31)

Es wurden Préparate von 31 priméren aneurysmatischen Knochenzysten image-zytometrisch
untersucht. Das Haufigkeitsmaximum in der Altersverteilung der aneurysmatischen Knochen-
zysten lag in der zweiten Lebensdekade und damit eine Dekade hoher als bel den solitéren
Knochenzysten (Abbildung 6). Bezlglich der Lokalisation waren die Lasionen insbesondere
im Femur und in der Wirbelsaule anzutreffen. Andere Knochen, in denen die hier untersuchten
aneurysmatische Knochenzysten im Gegensatz zu den solitdren Knochenzysten auftraten,
waren die Mandibula, die Clavicula, die Scapula und das Os sacrum (Abbildung 7).

4.2.2 DNA-Zytometrie der aneurysmatischen Knochenzysten

Die untersuchten aneurysmatischen Knochenzysten wiesen tberwiegend ein unauffaliges
diploides DNA-Verteilungsmuster auf. Nur in 2 Féllen (6%) fand sich ein gering ausgepragter
tetraploider Klon, dessen relativer Anteil an der Gesamtzellzahl jedoch wesentlich niedriger
as die DNA-diploide Zellpopulation war. Eigenstandige Stammlinien im peritriploiden bzw.
hypertetraploiden Bereich kamen bel den aneurysmatischen Knochenzysten nicht vor (Tabelle
2 und Abbildung 9).
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ABB.8  Aneurysmatische Knochenzyste
Rontgenbild (oben links): polyzystische Lasion im Os metatarsale mit Auftreibung der Kortikalis
Operationspréparat (oben Mitte): multiple Zysten und schmale solidere Anteile, gelbbraune Verfarbung durch
Siderinpigment
Kontaktradiographi e des Operationspréparates (oben rechts): Kortikalisdestruktion plantar
Histologie: blutgefllter Hohlraum und Zystenwand mit herdférmiger Osteoidbildung (unten links),
Ausschnitt aus der Zystenwand mit mononukleéren Zellen und zahireichen mehrkernigen Riesenzellen (unten
rechts)
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TABELLE 2: DNA-zytometrische Befunde bel 31 aneurysmatischen Knochenzysten
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1 M894238 0 2 83% 59 0,60 1 0
2 M900591 0 2 85% 4,7 0,57 0 0
3 M883562 0 2 87% 8,5 0,72 2 0
4 M891947 0 2 88% 4,5 0,48 0 0
5 M940437 0 2 88% 7,4 0,58 2 0
6 M941229 0 2 88% 4,2 0,36 0 0
7 M934392 0 2 89% 4,3 0,38 0 0
8 M961204 0 2 89% 4,4 0,38 0 0
9 M881116 0 2 89% 49 0,29 0 0
10 M952337 0 2 90% 4,2 0,33 0 0
11 M881790 0 2 90% 4,6 0,08 0 0
12 M894744 0 2 92% 4,3 0,35 0 0
13 M951884 0 2 92% 4,7 0,32 0 0
14 M882901 0 2 92% 6,8 0,38 1 0
15 M951000 0 2 93% 4,2 0,17 0 0
16 M871556 0 2 93% 4,2 0,24 0 0
17 M925070 0 2 94% 4,3 0,16 0 0
18 M950050 0 2 94% 4,2 0,18 0 0
19 M934148 0 2 94% 41 0,16 0 0
20 M940414 0 2 95% 4,2 0,18 0 0
21 M920154 0 2 95% 4,5 0,18 0 0
22 M954250 0 2 95% 4,3 0,17 0 0
23 M924356 0 2 96% 41 0,17 0 0
24 M933838 0 2 96% 4,1 0,11 0 0
25 M933374 0 2 96% 4,4 0,11 0 0
26 M921822 0 2 96% 4,0 0,09 0 0
27 M890790 0 2 97% 4,2 0,15 0 0
28 M871795 0 2 97% 4,0 0,08 0 0
29 M940351 0 2 99% 2,9 0,01 0 0
30 M914373 1 2 4,2 75% 35,4 6,95 5 2
31 M922153 1 2 4 76% 8,5 1,21 5 0
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ABB.9  Aneurysmatische Knochenzyste
Imprintzytologie: zahlreiche mononukledre Zellen—p
und mehrere mehrkernige Riesenzellen p, dazwischen einzelne
Lymphozyten und Granulozyten
Histogramm: DNA-diploide Stammlinie
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4.3 Niedrigmaligne zentrale Osteosar kome
4.3.1 Radiologie, Histologie und Zytologie der niedrigmalignen zentralen
Osteosarkome

Niedrigmaligne zentrale Osteosarkome sind sehr seltene Tumoren, die sowohl radiologisch als
auch feingeweblich das Bild von anderen gutartigen (tumoradhnlichen) Knochenlasionen oder
anderen Knochentumoren imitieren. Sie kommen in den langen Rohrenknochen in metaphysa
rer, seltener diaphysérer Lokalisation vor. Auch die Wirbel saule kann betroffen sein.

Unter denin dieser Studie untersuchten Tumoren war ca. ein Drittel der Félle spinal lokalisiert,
die zweithaufigste Lokalisation stellte das distale Femur dar. Der Altersgipfel lag in der dritten
L ebensdekade und damit etwas spéter als bei den hochmalignen zentralen Osteosarkomen, die
haufiger in der zweiten L ebensdekade beobachtet werden (Abbildung 10). Die Geschlechtsver-
teilung wies ein Uberwiegen weiblicher Patienten auf und unterschied sich damit ebenfalls von
den untersuchten hochmalignen zentralen Osteosarkomen, bei denen in Ubereinstimmung mit
allgemeinen Erfahrungen das mannliche Geschlecht etwas haufiger betroffen war (Abbildun-
gen 10 und 16).

Aufgrund der Heterogenitét innerhalb dieser Geschwulstgruppe existieren keine einheitlichen
radiologischen Befundmuster, mit deren Hilfe die Diagnose bereits anhand des Rontgenbildes
gestellt werden konnte. Die Réntgenmorphol ogie hangt im Einzelfall vom histologischen Sub-
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ABB. 10 Altersverteilung der untersuchten niedrigmalignen zentralen
Osteosarkome (N = 14)
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ABB. 11 Lokalisationsverteilung der untersuchten
niedrigmalignen zentralen Osteosarkome (N = 14)

TABELLE 3: Subtypen des niedrigmalignen zentralen Osteosarkoms mit den sogenannten Counterpart-L sionen

Subtypen des niedrigmalignen zentralen Osteosarkoms

Counterpart-L asionen

Fallzahl
DNA-Zytometrie

fibrous-dysplasia-like Subtyp fibrose Dysplasie 8
osteoblastoma-like Subtyp Osteoblastom 3
aneurysmal-bone-cyst-like Subtyp aneurysmatische Knochenzyste 2

parosteal -osteosarcomarlike Subtyp (aber zentral entwickelt!) parossal es Osteosarkom 1

non-ossifying-fibroma-like Subtyp

fibréser metaphysérer Defekt

chondromyxoidfibroma-like Subtyp

Chondromyxoidfibrom

chondroblastoma-like Subtyp

Chondroblastom

solitary-bone-cyst-like Subtyp

solitédre Knochenzyste
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ABB. 12 Niedrigmalignes zentrales Osteosarkom; CT (links): expansiver spinaler Tumor mit ausgedehntem
extraossaren Anteil; Operationspréparat (rechts): solide und zystische Tumoranteile. Der radiologische und
makroskopische Befund hnelt einer aneurysmatischen Knochenzyste sehr stark.

typ des Tumors innerhalb der Gruppe der niedrigmalignen zentralen Osteosarkome ab. Dabei
kommen sowohl osteolytische Lasionen als auch stark knochenbildende, sklerosierte Tumoren
vor. Die Subtypen werden nach den sogenannten Counterpart-Lasionen benannt, denen das
histologische Bild mehr oder weniger éhnelt (Tabelle 3). In Abbildung 12 sind der CT-Befund
und das Operationspréparat eines niedrigmalignen zentralen Osteosarkoms dargestellt, das in
diesen Aspekten einer aneurysmatischen Knochenzyste ahnelt. Histologisch fand sich in den
soliden Abschnitten ein feingewebliches Bild @hnlich einer fibrésen Dysplasie. Im Gegensatz
zu den hochmalignen zentralen Osteosarkomen ist die Proliferationsrate bei den niedrigmali-
gnen zentralen Osteosarkomen wesentlich geringer. Atypische Mitosen werden nur vereinzelt
beobachtet. Im Unterschied zu den benignen Counterpart-L&sionen kdnnen niedrigmaligne
zentrale Osteosarkome jedoch zu Fernmetastasen fuhren und nach einem langeren Verlauf
auch in ein Osteosarkom von hoherem Malignitatsgrad tUbergehen.

4.3.2 DNA-Zytometrieder niedrigmalignen zentralen Osteosar kome

Die untersuchten niedrigmalignen Osteosarkome waren tberwiegend durch eine Stammlinie
im DNA-diploiden Bereich gekennzeichnet. In 3 der 14 Falle waren jedoch die Kriterien der
Einzelzellaneuploidie (Nachweis von 3 oder mehr Tumorzellen mit einem DNA-Gehalt >5c¢)
erfullt. Bei weiteren 2 Fallen war eine Stammlinie im DNA-tetraploiden Bereich ausgebildet.
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ABB. 13 Niedrigmalignes zentrales Osteosarkom
Histologie: unregelmaige Matrixtrabekel, einzelne
atypische Kerne, nur méafdige Zelldichte

Zusammenfassend zeigten damit 5 der 14 Tumoren (36%) Auffaligkeiten im DNA-zytometri-
schen Befund. 9 Tumoren wiesen ein unauffélliges diploides DNA-Verteilungsmuster auf
(Tabelle 4).

Im Fall eines niedrigmalignen zentralen Osteosarkoms vom fibrous-dysplasia-like Subtyp
konnten neben dem Primartumor, der durch ein rein diploides DNA-Verteilungsmuster
gekennzeichnet war, im weiteren Verlauf Uber insgesamt 7 Jahre auch 3 Lokalrezidive sowie
Material von einer Lungenmetastase untersucht werden. Die histol ogischen Befunde der ersten
2 Lokalrezidive waren mit denen des Primértumors identisch. Im dritten Lokalrezidiv fand
sich im Gegensatz dazu ein zellreicheres Tumorgewebe mit hoherer Proliferationsrate und
Nachweis einer zusétzlichen chondroblastischen Tumorkomponente. DNA-zytometrisch wie-
sen die ersten beiden Lokalrezidive im Unterschied zum Primartumor eine Zunahme von Ein-
zelzellen mit einem DNA-Gehalt >5c auf. Das letzte Lokalrezidiv und die Lungenmetastase
waren hingegen tbereinstimmend durch eine neu etablierte Tumorzellstammlinie im peritetra-
ploiden Bereich gekennzeichnet (Abbildung 15).
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TABELLE 4: DNA-zytometrische Befunde bei 14 niedrigmalignen zentralen Osteosarkomen

8

10 12 14 16 c

ABB. 14

low-grade central Osteosarkom, Imprintzytologie: diploide Tumorzellen p,
einzelne Tumorzellen mit atypischen Kernen und aneuploidem DNA-Gehalt =
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ABB. 15 Niedrigmalignes zentrales Osteosarkom, fibrous-dysplasia-like Subtyp (Fall Nr. 5)
Priméartumor: feingewebliches Bild dhnlich einer fibrésen Dysplasie, DNA-diploide Tumorzellstammlinie
erstes Lokalrezidiv: feingewebliches Bild identisch wie im Primartumor, DNA -aneuploide Einzel zellen
drittes Lokalrezidiv: feingeweblich zellreicherer Tumor mit herdférmig chondroblastischen Anteilen, DNA-
tetraploide Tumorzellstammlinie
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4.4 Hochmaligne zentrale Osteosar kome

44.1 Radiologie, Histologie und Zytologie der hochmalignen zentralen Osteosar kome
Hochmaligne zentrale Osteosarkome sind metaphysar lokalisierte Tumoren, die haufig die
Wachstumsfuge unter Infiltration der Epiphyse tberschreiten und sich auch auf den metadia-
physaren Ubergang erstrecken konnen. Sie befallen am haufigsten die langen Rohrenknochen
mit besonderer Prédisposition des distalen Femurs und der proximalen Tibia. Radiologisch
werden osteolytische, osteoblastische und Mischformen unterschieden. Die Grenzen des Kno-
chens werden in Abhangigkeit von der Tumorgrof3e nicht respektiert, sondern die Kortikalis
wird permeativ Uberschritten (Lodwick Klassifikation 111). Das Periost wird dabei zunachst
vom Tumor abgehoben und gedehnt, jedoch in der Regel nicht sofort Uberschritten, was zu
reaktiven subperiostalen Knochenneubildungen in Form der radiol ogisch erkennbaren Codman
Dreiecke fuhrt.

Das histol ogische Charakteristikum des hochmalignen zentralen Osteosarkomsist die Osteoid-
abscheidung durch maligne polymorphe Tumorzellen bei einer meist hohen Proliferationsrate.
Die Kern- und Zellpleomorphie wird in imprintzytologischen Préparaten besonders deutlich.
Aufgrund der Unterschiede in Zellgehalt und Matrixbildung werden der osteoblastische,
chondroblastische, tel eangiektatische, mfh-artige und fibroblastische Subtypen unterschieden.
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ABB. 16 Altersverteilung der untersuchten hochmalignen zentralen
Osteosarkome (N = 57)
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ABB. 17 Lokalisationsverteilung der untersuchten
hochmalignen zentralen Osteosarkome (N = 14)

In der Mehrzahl der Félle sind hochmaligne zentrale Osteosarkome aus unterschiedlichen fein-
geweblichen Antellen zusammengesetzt (mixed type). Das teleangiektatische Osteosarkom
stellt radiologisch einen expansiven und ausgeprégt osteolytischen Tumor mit erhdhter patho-
logischer Frakturneigung dar, der histologisch aufgrund der Ausprégung grof3er blutgefillter
Hohlraume der aneurysmatischen Knochenzyste dhnelt. Im Gegensatz zur aneurysmatischen
Knochenzyste ist beim teleangiektatischen Osteosarkom die Polymorphie der Tumorzellen
wesentlich grofer und es finden sich atypische Mitosen. Die differential diagnostische Abgren-
zung eines teleangiekatischen Osteosarkoms von einer aneurysmatischen Knochenzyste kann
aber insbesondere bei kleinen Gewebsmengen sehr schwierig sein.

Die untersuchten hochmalignen Osteosarkome traten Gberwiegend bei Patienten in der zweiten
L ebensdekade und mit einer leichten Bevorzugung des méannlichen Geschlechts auf (Abbil-
dung 16). Die haufigste L okalisation war das distale Femur, gefolgt von der proximalen Tibia
und dem proximalen Humerus (Abbildung 17).
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ABB. 18 Hochmalignes zentrales Osteosarkom, histol ogische Differenzierungsmuster
sklerosiertes Osteosarkom mit fléchenhafter Bildung einer hochgradig mineralisierten Tumormatrix, in der
nur wenige Tumorzellen eingeschlossen sind (links oben)
osteoblastisches Osteosarkom mit zahlreichen polymorphkernigen Tumorzellen sowie der Bildung unregel-
maliger osteoider Matrixtrabekel, die zum Teil mineralisieren (rechts oben)
chondroblastisches Osteosarkom mit atypischen Tumorchondrozyten innerhalb einer metachromatischen
chondroiden Matrix (links unten)
teleangi ektati sches Osteosarkom mit schmalen Septen aus Tumorzellen und mehrkernigen Riesenzellen sowie
minimaler osteoider Matrixbildung und ausgedehnten blutgefillten Pseudozysten (rechts unten)
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ABB. 19 Hochmalignes zentrales Osteosarkom nach Polychemotherapie, Regressionsgrad 4
Operationspraparat (links oben) mit ausgedehnten Tumorformationen in der proximalen Meta- und Epiphyse
Kontaktradiographie (rechts oben) einer Préparatscheibe zur exakten Bestimmung der Geschwulstausdehnung
Rekonstruktion einer Gesamttumor-Ebene (links unten) unter Verwendung unentkalkter Grof3schnittpréparate
mit Einzeichnung der mikroskopisch bestimmten Ausdehnung des gesamten Tumorareals und der vital
erhaltenen Tumorgewebsanteile
M appingskizze (rechts unten) zur quantitativen planimetrischen Bestimmung der vitalen (rot) und
devitalisierten (blau) Tumorgewebsanteile
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TABELLE 5: DNA-Ploidie-Verteilungsmuster bei den Subtypen des hochmalignen zentralen Osteosarkoms
(N=57)

Histol ogischer Subtyp

Ploidie-
Verteilungsmuster osteo- mixed- | chondro- teleangi- sklero- | osteoblastom- | MfH- fibro-
blastisch type blastisch ektatisch sert ahnlich artig | blastisch

A:
diploide 1 1
Stammlinie

B:
diploide Stammlinie 1 1
+ aneuploide Einzelzellen

C:

diploide Stammlinie. 9 11 1 2 1 1
+ aneuploide Stammlinie

D:

diploide Stammlinie 8 3 2 1

+ mehrere aneuploide
Stammlinien

E:
diploide Stammlinie < 15% 7 3 3 1
+ aneuploide Stammlinie

4.4.2 DNA-Zytometrie der hochmalignen zentralen Osteosar kome

DNA-zytometrisch konnte in 53 der 57 untersuchten hochmalignen Osteosarkome (92%) der
Nachweis eigenstandiger aneuploider Tumorzellklone in Form von einer oder von mehreren
DNA-aneuploiden Stammlinien erbracht werden. Die dabei beobachteten DNA-Vertellungs-
muster wurden entsprechend den im Abschnitt ,, Material und Methoden* dargestellten Prinzi-
pien in verschiedene Ploidie-Verteilungstypen gegliedert (Tabelle 5 und Abbildung 20).

Innerhalb dieser Félle mit Stammlinienaneuploidie wiesen 25 Félle neben einer diploiden
Stammlinie eine aneuploide Stammlinie im peritriploiden, peritetraploiden bzw. hypertetraplo-
iden Bereich auf (Ploidie-Verteilungstyp C). Bei 14 Tumoren fanden sich neben einer diplo-
iden Stammlinie zwel zusétzliche aneuploide Stammlinien, wobei die Zellen der jeweiligen
zweiten aneupl oiden Stammlinie den doppelten DNA-Gehalt der Zellen der ersten aneuploiden
Stammlinie aufwiesen (Ploidie-Verteilungstyp D). Bei 14 hochmalignen zentralen Osteosarko-
men, die sich durch eine oder zwel DNA-aneuploide Stammlinien auszeichneten, war jedoch
im Gegensatz zu den Féllen der Ploidie-Verteilungstypen C und D nur ein geringer Anteil
diploider Tumorzellen, der maximal 15% aller untersuchten Zellen erreichte, nachweisbar
(Ploidie-Verteilungstyp E).
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ABB. 20 Hochmalignes zentrales Osteosarkom

Imprintzytologie mit zahlreichen atypischen Tumorzellen und einzelnen
mehrkernigen Riesenzellen vom Osteoklastentyp

Bei spiel histogramme der unterschiedlichen Ploidie-Verteilungstypen, die beim
hochmalignen Osteosarkom beobachtet werden

A - ausschliefdlicher Nachweis einer diploiden Stammlinie (grin)

B - Nachweis einer diploiden Stammlinie (griin) und einzelner Tumorzellen, die
einen hdheren DNA-Gehalt als 5¢ aufweisen (Einzel zellaneuploidi€) =g

C - Nachweis einer diploiden Stammlinie (griin) und einer zusétzlichen aneuploiden
Stammlinie (rot)

D - Nachweis einer diploiden Stammlinie (griin) und zweier aneuploider Stamm-
linien, wobel die Tumorzellen in der zweiten aneuploiden Stammlinie (violett)
einen doppelt so hohen DNA-Gehalt wie die Zellen in der ersten aneuploiden
Stammlinie (rot) besitzen

E - Nachweis einer aneuploiden Stammlinie (rot) bei minimalem diploiden Tumor-
zellantell
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TABELLE 6: DNA-zytometrische Befunde bei hochmalignen zentralen Osteosarkomen (N = 57)

i
= g
| d ~N ™ %) %) o
% cl2le 3 g & 5|5 B 8m
53|38 |38 |N S = > | > 2|8
o #1558 8 g E| g |49 |d 55 &
s | 2 £ Blo|s|e |5 |8 |5 & |8|E: 8
= 7 SIEIE|E|l=2 |3 |2 |8 |8 (2|8 &
PEEIE(Z|2|S |d|a|g|®8| *
=6 |6 B | E N 18 (8|7
= <
g
<
1 M941383 fibroblastisch 0 2 75% 8,6 0,79 2 0 A 1 Responder
2 M863913 mixed 0 2 76% 15,6 2,90 19 4 B 3 Responder
3 M911677 mixed 0 2 80% 49 0,46 0 0 A 5 Nonresponder
4 M914965 osteoblastoméhnlich 0 2 81% 8,7 1,31 5 0 B
5 M933376 osteoblastisch 1 2 3,6 1% 73 3,92 25 0 E 5 Nonresponder
6 M944929 osteoblastisch 1 2 3 3% 43,6 18,10 70 13 E
7 M950723 chondroblastisch 1 2 3 5% 71 2,53 28 0 E 4 Nonresponder
8 M873158 osteoblastisch 1 2 32 5% 6,5 1,77 7 0 E 5 Nonresponder
9 M903356 mixed 1 2 3 5% 10,4 3,72 40 1 E 3 Responder
10 M953921 osteoblastisch 1 2 2,6 7% 20,4 384 45 3 E 5 Nonresponder
1128 M951917 osteoblastisch 1 2 3 8% 12,3 531 65 3 E
12 M883535 osteoblastisch 1 2 6,4 9% 16,7 45,00 235 65 E 1 Responder
13 M904512 sklerosiert 1 2 3 13% 19,7 6,90 48 4 E 3 Responder
14 M934793 chondroblastisch 1 2 58 14% 16,2 19,30 181 15 E 2 Responder
15 M943060 chondroblastisch 1 2 3 15% 49,3 14,22 33 3 E 4 Nonresponder
16 M863644 osteoblastisch 1 2 34 16% 17,3 9,75 62 7 C 2 Responder
17 M882899 tel eangiektati sch 1 2 4,6 16% 20,6 15,38 56 25 C
18 M942385 osteoblastisch 1 2 3 19% 11,5 5,79 46 7 C
19 M870638 mixed 1 2 6,2 22% 56,8 37,65 212 | 50 C 3 Responder
20 M945063 fibroblastisch 1 2 3 22% 13,2 4,88 49 4 C 3 Responder
21 M911321 mixed 1 2 34 23% 24,9 15,58 59 16 C 2 Responder
22 M900625 mixed 1 2 3,6 23% 16,7 5,08 28 1 C 3 Responder
23 M860106 osteoblastisch 1 2 2,8 23% 23,6 4,96 36 3 C 1 Responder
24 M931132 mixed 1 2 3,2 27% 6,6 1,96 17 0 C
25 M880914 mixed 1 2 38 28% 20,7 11,49 51 7 C 2 Responder
26 M952945 mixed 1 2 2,8 28% 8,4 1,97 26 0 C 5 Nonresponder
27 M942785 osteoblastisch 1 2 6,4 36% 255 24,94 155 | 25 C 3 Responder
28 M883916 mixed 1 2 3,6 36% 27,3 11,45 58 10 C 1 Responder
29 M954405 osteoblastisch 1 2 6 39% 151 17,62 159 | 34 | C 2 Responder
30 M863914 osteoblastisch 1 2 2,8 41% 10,9 1,81 15 1 C 3 Responder
31 M880872 mixed 1 2 32 49% 26,2 9,02 34 7 C 3 Responder
32 M950123 osteoblastisch 1 2 3,6 49% 31,0 6,67 21 4 C 3 Responder
33 M943010 mixed 1 2 4 56% 111 3,93 22 1 C 3 Responder
34 M932093 mixed 1 2 3,2 57% 6,7 331 40 40 C
35 M942485 tel eangiektati sch 1 2 4 58% 59,3 35,53 36 17 C 5 Nonresponder
36 M853947 chondroblastisch 1 2 4 65% 10,2 2,29 13 1 C 2 Responder
37 M943678 osteoblastisch 1 2 38 66% 24,7 4,46 13 1 C 3 Responder
38 M943953 osteoblastisch 1 2 4 7% 7.9 1,42 12 0 C 2 Responder
39 M942564 osteoblastoméhnlich 1 2 4 78% 17,3 3,89 23 4 C
40 M933455 mixed 1 2 6,6 83% 14,3 5,87 31 5 C 3 Responder
41 M872803 mixed 2 2 3 6,6 6% 16,2 8,45 60 5 E
42 M953454 osteoblastisch 2 2 2,8 5,6 12% 239 8,24 83 13 E 4 Nonresponder
43 M812283 mixed 2 2 34 7 14% 40,2 36,35 96 29 E 5 Nonresponder
44 M951993 osteoblastisch 2 2 2,8 56 18% 44.4 12,51 55 12 D 4 Nonresponder
45 M943157 osteoblastisch 2 2 3 58 20% 26,9 22,88 138 | 37 D 3 Responder
46 M941213 osteoblastisch 2 2 2,8 5,6 22% 232 10,17 73 9 D 3 Responder
47 M952862 osteoblastisch 2 2 3 6,2 25% 39,4 22,92 100 | 22 D 1 Responder
48 M910837 osteoblastisch 2 2 3,2 6,8 26% 15,5 10,56 54 6 D 4 Nonresponder
49 M864371 tel eangiektati sch 2 2 32 7 31% 14,2 13,54 74 19 D
50 M932471 osteoblastisch 2 2 2,8 54 35% 48,8 29,64 117 28 D 5 Nonresponder
51 M852807 mixed 2 2 34 7 A7% 13,1 4,37 29 1 D 3 Responder
52 M942787 mixed 2 2 2,8 5,6 50% 25,5 12,33 45 15 D 1 Responder
53 M891422 tel eangiektati sch 2 2 3 58 52% 11,8 5,09 70 5 D
54 M940198 osteoblastisch 2 2 3,2 6,2 54% 13,0 2,86 19 1 D 6 Nonresponder
55 M940389 MfH-&hnlich 2 2 36 | 72 55% 26,7 9,39 46 9 D
56 M914121 osteoblastisch 2 2 2,8 58 61% 24,0 6,47 47 7 D 2 Responder
57 M861357 mixed 2 2 28 | 58 7% 48,9 11,13 25 5 D 1 Responder
a  sekundéres, strahleninduziertes Osteosarkom
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Von den verbleibenden 4 Féllen, bel denen kein eigenstandiger DNA-aneuploider Tumorzell-
klon existierte, waren 2 Félle durch den Nachweis aneuploider Einzelzellen mit einem DNA-
Gehalt >5¢ gekennzeichnet (Einzelzellaneuploidie, Ploidie-Verteilungstyp B). Nur 2 der unter-
suchten hochmalignen zentralen Osteosarkome wiesen keine vom diploiden Verteilungsmuster
abweichenden Auffalligkeiten auf (Ploidie-Vertellungstyp A).

Zwischen den histologischen Subtypen des hochmalignen zentralen Osteosarkoms und den
DNA-zytometrischen Befunden ergaben sich keine Zusammenhange. (Tabelle 6).

Unter den hochmalignen zentralen Osteosarkomen fanden sich als Sonderformen 2 osteobla-
stomahnliche Osteosarkome und ein sekundéres, strahleninduziertes Osteosarkom. Im Falle
des strahleninduzierten, sekundaren hochmalignen Osteosarkoms (Nr. 11) zeigte sich ebenfalls
eine DNA-aneuploide Stammlinie, wobel der Anteil an diploiden Zellen weniger als 15 %
betrug (Ploidie-Verteilunstyp E). Die osteoblastomahnlichen Osteosarkome waren durch Ein-
zelaneuploidie (Nr. 4) bzw. eine peritetraploide Stammlinie (Nr. 39) gekennzeichnet (Tabelle
6).

Bel insgesamt 42 der DNA -zytometrisch untersuchten priméaren hochmalignen Osteosarkomen
wurde das Ansprechen der Tumoren auf die neoadjuvante Chemotherapie durch morphologi-
sche Aufarbeitung der chirurgischen Tumorresektate bestimmt. Dazu erfolgte die Bestimmung
des sogenannten Regressionsgrades (Salzer-Kuntschik et al., 1983b).

Zur Prifung auf mdégliche Zusammenhénge zwischen den an den Tumorbiopsien erhobenen
DNA-zytometrischen Befunden und dem spateren Anprechen auf die Chemotherapie erfolgte
die Zusammenstellung dieser Félle in einer 3x2-Feldertafel, die mittels Chi2-Test ausgewertet
wurde. Dabei zeigte sich, dal3 in der Gruppe der Osteosarkome mit niedrigem diploiden
Tumorzellgehalt der Anteil an Fallen, die schlecht auf die Chemotherapie ansprechen (Nonre-
sponder), Uberzuféllig hoher alsin den beiden DNA-zytometrischen Gruppen ist, bei denen der
diploide Tumorzellanteil 15% aller untersuchten Zellen Uberschreitet (Tabelle 7 und Abbil-
dung 21).

Aufgrund des bestimmten empirischen Chi?-Wertes wurde die Nullhypothese abgelehnt: Bei
hochmalignen zentralen Osteosarkomen besteht ein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen dem DNA-Verteilungsmuster und dem Ansprechen auf die Chemotherapie.
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TABELLE 7: Beziehung zwischen Ploidie-Verteilungstyp und Ansprechverhalten bei hochmalignen zentralen
Osteosarkomen mit DNA-aneuploiden Stammlinien (N = 42; Chi%=9,7; p = 0,008)

Ansprechen auf die neoadjuvante Chemotherapie
Ploidie-Verteilungstyp
Responder Nonresponder
C:
diploide Stammlinie 18 2
+ aneuploide Stammlinie
D:
diploide Stammlinie 7 4
+ mehrere aneuploide Stammlinien
E:
diploide Stammlinie < 15% 4 7
+ aneuploide Stammlinie
Summe 29 13
10%
70
60 C
50 diploide Stammlinie

+ aneuploide Stammlinie
40

[ ] Nonresponder
Il Responder

30

20

10

35 diploide Stammlinie
+ mehrere aneuploide Stammlinien

[ ] Nonresponder
Il Responder

1200 3 6%
100. E

diploide Stammlinie < 15%
80 + aneuploide Stammlinie

60 [ 1 Nonresponder
w0 Il Responder

20

b 2 4 6 8 10 12 14 16 c 64%

ABB. 21 Beziehung zwischen Ploidie-Verteilungstyp und Ansprechverhalten bei hochmalignen zentralen
Osteosarkomen mit DNA-aneuploiden Stammlinien (N = 42; Chi?=9,7; p = 0,008)
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4.5 Vergleich der DNA-zytometrischen Befunde zwischen den untersuchten
Entitaten

Abschlief3end wurden die in diese Studie einbezogenen Gruppen von Knochentumoren bzw.

tumoradhnlichen Knochenlésionen hinsichtlich ihrer DNA-zytometrischen Befunde miteinan-

der verglichen.

Alle untersuchten solitdren Knochenzysten wiesen ausschlief3lich diploide Stammlinien auf,
nur in einem Fall waren in dieser Gruppe Einzelzellen mit einem DNA-Gehalt >5c¢ detektier-
bar. Auch in der Gruppe der aneurysmatischen Knochenzysten tiberwogen Lasionen, die aus-
schliefdich durch eine DNA-diploide Stammlinie gekennzeichnet waren. Im Gegensatz zu den
solitéren Knochenzysten wurde bei zwel aneurysmatischen Knochenzysten jedoch ein gering
ausgeprégter, DNA-tetraploider Klon beobachtet. Beim Gruppenvergleich DNA-zytometri-
scher Parameter (Anteil diploider Zellen, DNA-Maximum, 2c-Deviation-Index) ergaben sich
zwischen den beiden Gruppen der benignen zystischen Lasionen keine statistisch signifikanten
Unterschiede.

Der wichtigste und diagnostisch aussagekréftigste DNA-zytometrische Befund in der Gruppe
der hochmalignen zentralen Osteosarkome war der Nachweis einer DNA-aneuploiden Tumor-
zellstammlinie. Auch hinsichtlich der zusétzlich berechneten DNA-zytometrischen Parameter
lief3 sich diese Gruppe eindeutig von den benignen zystischen L&sionen und den niedrigmali-
gnen zentralen Osteosarkomen abgrenzen.

Die niedrigmalignen zentralen Osteosarkomen nahmen nach ihren DNA-zytometrischen Para-
metern eine intermediére Stellung zwischen den zystischen Lasionen und den hochmalignen
Osteosarkomen ein. Im Gegensatz zu den hochmalignen zentralen Osteosarkomen wurde in
dieser Gruppe nur in 2 Féllen im Primértumor eine zusétzliche Stammlinie im tetraploiden
Bereich nachgewiesen. Peritriploide oder hypertetraploide Stammlinien, wie sie bei den hoch-
malignen Osteosarkomen meist auftraten, kamen bei den untersuchten niedrigmalignen zentra-
len Osteosarkomen nicht vor. Dagegen konnte in 3 Fallen der Nachweis von Einzelzellen mit
einem DNA-Gehalt >5c erbracht werden.

Im Gruppenvergleich mittels U-Test ergaben sich signifikante Unterschiede hinsichtlich des
2c-Deviation-Index und der DNA-Maximalwerte zwischen den benignen zystischen La&sionen
und den niedrigmalignen zentralen Osteosarkomen einerseits sowie den niedrigmalignen und
den hochmalignen zentralen Osteosarkomen andererseits (Tabelle 8 und Abbildung 22).

37



Ergebnisse

2c-Deviation-
Index
12r

0

Zysten

Maximum DNA-Ploidie
251

0

(&2}

o L — I

low-grade OSA

high-grade OSA

'm

Zysten

Anteil diploider Tumorzellen

100

80

60 [

40

low-grade OSA

1.

high-grade OSA

Zysten

low-grade OSA

high-grade OSA

ABB. 22 Unterschiede zwischen den verschiedenen Entitéten

in der zentralen Tendenz DNA-zytometrischer Parameter

TABELLE 8: Ergebnisse der Signifikanz-Prufungen (U-Test nach Mann-Whitney)

solitére Knochenzysten benigne zystische Lasionen | benigne zystische Lasionen
versus versus versus
aneurysmatische niedrigmaligne zentrale hochmaligne zentrale
Knochenzysten Osteosarkome Osteosarkome
Anteil diploider Tumorzellen nicht signifikant nicht signifikant p<0,01
Maximum DNA-Ploidie nicht signifikant p<0,05 p<0,01
2c-Deviation-Index nicht signifikant p<0,05 p<0,01
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5 Diskussion

Die Diagnostik von Knochentumoren erfordert neben elner interdisziplindren Zusammenarbeit
zwischen Radiologen und Pathologen die Anwendung spezieller morphologischer Untersu-
chungsmethoden, um den spezifischen Besonderheiten dieser im Vergleich zu anderen
Geschwul sterkrankungen relativ seltenen Tumoren gerecht zu werden. Im Gegensatz zu Tumo-
ren anderer Organe erfolgt die morphologische Einordnung und die Dignitétsbeurteilung bel
Knochentumoren nicht ausschliefdlich anhand des konventionellen histologischen Befundes,
sondern aus der zusammenfassenden Bewertung der radiologischen und feingeweblichen Ver-
anderungen. Dennoch ist es nicht in jedem Falle eines Knochentumors moglich, zum Zeitpunkt
der Priméarmanifestation anhand dieser Kriterien eine endgultige diagnostische Einordnung
und prognostische Abschdtzung vorzunehmen.

Dafir gibt es verschiedene Ursachen. Die Gewinnung einer diagnostisch aussagekréaftigen
Biopsie aus dem tumortragenden Knochen kann in Abhéngigkeit von der Lokalisation (z.B.
Becken, Wirbelsdule, Schadel) und von der Beschaffenheit des Tumors bzw. des umgebenden
Knochengewebes (stark sklerosierte bzw. ausgeprégt zystische Lésionen) sehr schwierig sein.
Die weiterfuhrende Bearbeitung bei der Herstellung histologischer Schnittpréparate kann in
weniger spezialisierten Einrichtungen, in denen nicht die vollstandige Palette der fiir die Bear-
beitung von Knochengewebe notwendigen Spezial-Laborausrtistung zur Verfligung steht, ins-
besondere durch Entkalkungsartefakte zu erheblichen Einschrénkungen der Qualitét des
Untersuchungsmaterials fuhren. Eine Biopsiewiederholung ist jedoch insbesondere bei Ver-
dacht auf einen hochmalignen Knochentumor unerwiinscht, so daf3 auch in derartigen Féllen
die bestmdgliche diagnostische Aussagekraft anhand des zur Verfligung stehenden Materials
angestrebt werden muf.

Ein anderer Grund fur Probleme bei der Dignitétsbestimmung von Knochentumoren ergibt
sich aus der Tatsache, dal3 sich auch hinter Lasionen mit einem scheinbar benignen Erschel-
nungsbild maligne Tumoren verbergen kénnen. Es handelt sich dabei um die heterogene
Gruppe der niedrigmalignen zentralen Osteosarkome. Die Diskrepanz zwischen benignem
Erscheinungsbild und davon abweichendem biologischen Verhalten verdeutlicht die Notwen-
digkeit einer frihzeitigen, sicheren Diagnose fur die betroffenen Patienten. Daraus leitet sich
die Bedeutung weitergehender diagnostischer Kriterien fur die differentialdiagnostische
Abgrenzung zwischen den einzelnen Tumorentitéaten ab.

Bel hochmalignen Knochentumoren spielt neben der histogenetischen Einordnung auch die
Abschéatzung der Prognose im Rahmen der morphologischen Diagnostik eine Rolle. In der
Gruppe der hochmalignen zentralen Osteosarkome ist eine Aussage zur Prognose bisher nur
anhand der quantitativen Auswertung der Tumorzerstérung im Rahmen der neoadjuvanten
Chemotherapie (COSS-Protokoll) mdglich. Der daraus abgeleitete sogenannte Regressions-
grad stellt gegenwartig den wichtigsten Prognosefaktor bei dieser Tumorgruppe dar. Allein
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anhand des histol ogischen Befundes vom Biopsiepraparat vor Chemotherapiebeginn ist bisher
keine Aussage zum spéteren Ansprechverhalten dieser hochaggressiven Tumoren oder zur
Uberlebenswahrscheinlichkeit moglich.

Die DNA-Zytometrie ist eine Methode zur quantitativen Bestimmung der DNA-Ploidie, diein
den letzten Jahren bel Karzinomen verschiedener Organe, wie Zervix-, Magen-, Nieren- und
Prostatakarzinomen (Bdcking, Chatelain, 1989; Bocking et al., 1993; Eskelinen et al., 1995;
Leeet al., 1997; Lieber, 1992; Motherby et al., 1998b; Motherby et al., 1998a), aber auch bel
verschiedenen Weichteilsarkomen (Bauer et al., 1991; Huuhtanen et al., 1996; Bauer et al.,
1991; De Zen et al., 1997) diagnostische und prognostische Bedeutung gewonnen hat.

In der vorliegenden Studie wurden 116 priméare Knochentumoren bzw. tumorahnliche Lasio-
nen aus vier verschiedenen Entitdten (solitére Knochenzysten, aneurysmatische Knochenzy-
sten, niedrigmaligne zentrale Osteosarkomn und hochmaligne zentrale Osteosarkome) DNA-
zytometrisch untersucht, um die entsprechenden Knochentumoren hinsichtlich ihrer Ploidie-
Verteilungsmuster weiter zu charakterisieren und um die Bedeutung der DNA Zytometrie fir
die Diagnostik und die Einschatzung des biologischen Verhaltens dieser L&sionen zu bestim-
men.

Fur DNA-zytometrische Analysen stehen prinzipiell zwei unterschiedliche Verfahren zur Ver-
flgung: Die statische oder Image-zytometrische DNA-Analyse und die Flul3zytometrie.

Die flow-zytometrische DNA-Analyse bendtigt Zellsuspensionen, die bel soliden Tumoren
durch mechanische und enzymatische Verfahren hergestellt werden muissen. Dies bietet den
Vorteil, dal3 eine grof3e Zellzahl untersucht wird, worauf eine sehr prézise Bestimmung der
Stammlinienploidie beruht. Dartiber hinaus kénnen mehrere Parameter mittels Mehrfachmar-
kierung derselben Zelle und der Messung auf verschiedener Wellenlangen gleichzeitig
bestimmt werden, wie z.B. die Zellkerngrolie, der Zellproteingehalt und immunologische Mar-
ker. Von einigen Autoren as prognostisch bedeutsam beschrieben ist auch die Analyse des
Zdlzyklus durch Bestimmung des Antells an S-Phase-Zellen (Marchevsky et al., 1996; Nie-
zabitowski et al., 1996; Bowman et a., 1995; Krug, 1983; Krug, 1975; D'hautcourt et al.,
1996).

Diesen methodischen Vorteilen der Durchfluf3zytometrie stehen aber die fehlende Méglichkeit
der morphologischen Identifikation der analysierten Zellen durch eine visuelle Kontrolle ent-
gegen. Dadurch kénnen Zellen, die nicht dem Tumor entsprechen, Zellkernagglomerate und
Artefakte nicht von der Messung ausgeschlossen werden. Zellpopulationen, die einen sehr
kleinen Anteil an der Gesamtzellzahl haben, aber von Bedeutung fur die Einschatzung des bio-
logischen Verhaltens der untersuchten L&sionen sein kénnten, sind nicht identifizierbar. So
kann der Nachweis einzelner aneuploider Zellen einen Hinweis fur eine genetische I nstabilitét
innerhalb einer Zellpopulation geben, obwohl noch keine eigenstandigen aneuploiden Stamm-
linien ausgebildet sind. Die sogenannte Einzelzellinterpretation, die auf der Identifikation ein-
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zelner Zellen mit einem aneuploiden DNA-Gehalt beruht, ist insbesondere fir die
Einschatzung von praneoplastischen Veranderungen von besonderer Bedeutung (Bocking et
a., 1993; Bocking et al., 1994). Derartige Veranderungen sind der Durchflul3zytometrie unzu-
ganglich und kénnen nur durch die statische DNA Zytometrie erfaldt werden.

Aufgrund der Moglichkeit von visueller Kontrolle und Einzelzellinterpretation wurde fir die
vorliegenden Untersuchungen an Knochentumoren die statische DNA-Zytometrie gewahlt.
Nachteilig ist der grofRere Zeitaufwand und die geringere Zellzahl pro Fall. Sofern es sich um
Messungen an zytologischen Praparaten handelt, erzielt man trotz der niedrigeren Zellzahl im
Vergleich zur Durchflul3zytometrie keine bedeutsam abweichenden Modalwerte in der Bestim-
mung der Stammlinienploidie (Kreicbergset al., 1981).

Fir die statische DNA-Zytometrie sind vor allem die im Rahmen der Schnellschnittdiagnostik
hergestellten zytologischen Préparate, aber auch in Paraffin eingebettetes Material nach Anfer-
tigung von Zellvereinzelungen geeignet (Hedley et al., 1983; Driel-Kulker et al., 1987; Hedley,
1989). Die Messung an histologischen Schnittpraparaten ist aufgrund schnittbedingter Mef3ar-
tefakte in der Regel abzulehnen (Bdcking et al., 1995; Giroud et al., 1999).

Die DNA-Zytometrie beruht im Gegensatz zur Tumorzytogenetik auf einer quantitativen
Bestimmung des gesamten DNA-Gehaltes von Zellen und der Auswertung dieser Messungen
anhand von Haufigkeitsverteilungen der DNA-Ploidie. Als Mal3einheit wird entweder die Ploi-
die in ¢ (2c entspricht dem DNA-Gehalt einer Zelle mit diploidem Chromosomensatz) oder
haufig auch der DNA-Index (DI) verwendet, der bei einer diploiden Zelle definitionsgemald
den Wert 1 besitzt.

Bei der DNA-zytometrischen Analyse von Tumorgewebe ist es notwendig, Zellen mit norma-
lem DNA-Gehalt a's Vergleichszellen mitzumessen. Im Idealfall sollten dafiir nichtneoplasti-
sche Zellen gleicher Histogenese wie die Tumorzellen (z.B. normale Oberflachenepithelien der
Zervix bel der Untersuchung gynakologischer Abstrichpréparate auf dysplastische bzw. neo-
plastische Veranderungen) verwendet werden (sogenannte Gewebe-interne Referenzzellen).
Dieser Idealforderung kann in der Praxis inbesondere bei der Analyse nichtepithelialer
Gewebe nicht immer entsprochen werden. Es ist dann zweckmaldig, im Préparat enthaltene
Lymphozyten as sogenannte Praparat-interne Referenzzellen zu verwenden (Bocking et al.,
1995; Giroud et al., 1999).

Bei der Auswertung der DNA-zytometrischen Messungen wird zunéchst die Haufigkeitsvertei-
lung der DNA-Ploidie der Einzelzellen als sogenanntes DNA-Histogramm dargestellt. Daran
erfolgt interaktiv die Festlegung der Grenzen der einzelnen Peaks, die die aufgrund ihres unter-
schiedlichen DNA-Gehalts abgrenzbaren Zellpopulationen als sogenannte Stammlinien repré-
sentieren. Bel der Messung von Normalgewebe werden sich aufler den Zellen der
Synthesephase mit einem DNA-Gehalt zwischen 2c und 4c auch Zellen aus der G,M-Phase
mit einem DNA-Gehalt um 4c darstellen. Der DNA-tetraploide Anteil Uberschreitet selbst bei
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reaktiven, stark proliferierenden Geweben aufgrund der kurzen Dauer der G,M-Phase nicht
15% (Kreicbergs et al., 1984; Ross, 1996a). Deshalb wird ein Peak im Histogramm mit einem
Modalwert von 4c, der 20% oder mehr der untersuchten Zellen umfal3t, und dessen Go,M* -Peak
bei 8c nachweishar ist, as eigenstandige tetraploide Stammlinie akzeptiert. Peaks zwischen 2c
und 4c sowie jenseits von 4c sind stets Ausdruck einer Tumorzellpopulation mit numerischen
chromosomalen Aberrationen, die in einem vom diploiden Zellzyklus unabhangigen, eigenen
Zdlzyklus proliferiert.

Dabe ist zu berlicksichtigen, dal3 ein DNA-diploides Histogramm nicht den absoluten Aus-
schlul® einer numerischen Aberration bedeutet, da geringe Chromosomenabweichungen sich
nicht in einer Veranderung der zytometrisch bestimmbaren DNA-Ploidie ausdriicken miissen.

Die in der statischen DNA-Zytometrie mogliche Einzelzellinterpretation stellt eine wichtige
Erweiterung der Auswertungsprinzipien dar. Grundsétzlich kann eine Einzelzellinterpretation
nur vorgenommen werden, wenn externe Einfllsse, wie eine Virusinfektion, Strahlenbela-
stung, Chemotherapie oder Vitamin-B12-Mangel ausgeschlossen sind und eine sogenannte
euploide Polyploidisierung in der untersuchten Zellpopulation nicht vorkommt (Bécking et al.,
1994). Die euploide Polyploidisierung, d.h. die Verdopplung des DNA-Gehalts durch Endomi-
tose, kommt in verschiedenen stoffwechsel aktiven Geweben, wie zum Beispiel Leber, Herz,
Schilddriise und blutbildendem Knochenmark vor. Im Knochengewebe wrude eine derartige
Veranderung bisher nicht beobachtet (Biesterfeld et al., 1994), wenn man von den multinukle-
aren Osteoklasten absieht. Fur die Bewertung eines Gewebes als DNA-aneuploid im Sinne der
Einzelzellinterpretation wird der Nachweis von mindestens 3 Zellen mit einem DNA-Gehalt
>5¢ gefordert (Bocking et al., 1994; Coleman et al., 1995).

Zusétzlich zu den aus der interaktiven Histogramminterpretation ableitbaren Parametern lassen
sich aus den DNA-Einzelwerten statistische Grof3en ableiten, die den Anteil von Zellen inner-
halb bestimmter Grenzen (z.B. hyperdiploide Zellen) oder Streuungsparameter der Haufig-
keitsverteilung, z.B. die Streuung um das diploide Vergleichsniveau (2c-Deviation-Index)
wiedergeben. Diese Parameter der DNA-zytometrischen Parameter wurden im Rahmen der
vorliegenden Studie an 4 verschiedenen Knochentumorentitaten erhoben.

Erwartungsgemald zeigte die Gruppe der solitdren Knochenzysten fir alle Auswertungspara-
meter die niedrigsten Werte (Tabelle 1 und Abbildung 22). DNA-aneuploide Stammlinien
kamen bei dieser Lasion nicht vor. Lediglich in einem einzigen Fall wurden bel einer solitéren
Knochenzyste Einzelzellen mit einem DNA-Gehalt >5¢ nachgewiesen. Die genaue Bedeutung
dieses Befundes ist nicht abschlief3end geklart. M 6glicherweise handelt es sich tatsachlich um
ein zufélliges Ereignis. Anderersaitsist aus eigenen Erfahrungen im Hamburger Knochentu-
mor-Register bekannt, dal3 es zystische Lasionen gibt, hinter denen sich trotz eines morphol o-
gischen Bildes, das dem einer solitéren Knochenzyste entspricht, ein niedrigmalignes zentrales
Osteosarkom verbergen kann. Da die Erfahrungen in der Interpretation derartiger morphologi-
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scher und DNA-zytometrischer Befunde bel solitéren Knochenzysten noch zu gering sind,
sollte der Nachweis einzelner aneuploider Zellen bei derartigen L&sionen beim heutigen
Erkenntnisstand Anlal3 zu einer besonders sorgfaltigen klinischen Verlaufsbeobachtung sein.

In der Gruppe der aneurysmatischen Knochenzysten konnen sich aufgrund des lokal aggressi-
ven Erscheinungshildes erhebliche differential diagnostische Abgrenzungsschwierigkeiten zum
hochmalignen Osteosarkom sowohl aus radiologischer als auch aus pathol ogi sch-anatomischer
Sicht ergeben. Diese Situation wird durch die Tatsache erschwert, dal? Strukturen einer aneu-
rysmatischen Knochenzyste auch sekundéar neben einem anderweitigen benignen oder mali-
gnen Knochentumor vorkommen konnen (Kransdorf, Sweet, 1995; Salzer-Kuntschik, 1996).
Differential diagnostische Probleme treten auch dann auf, wenn in aneurysmatischen Knochen-
zysten mehr oder weniger ausgedehnte solide Gewebsanteile enthalten sind, die dann den
makroskopischen und histologische Befund wesentlich bestimmen (Sanerkin et al., 1983; Edel
et a., 1992; Gipple et al., 1992; Oda et al., 1992; Vergel De Dios et al., 1992; Kransdorf,
Sweet, 1995).

Unter den in der vorliegenden Studie untersuchten aneurysmatischen Knochenzysten fand sich
in 29 Féllen (94%) ein unauffalliges diploides DNA-Vertellungsmuster und nur in 2 Féllen
(6%) ein niedriger DNA-tetraploider Peak. Damit unterschied sich diese Lasion eindeutig hin-
sichtlich der Stammlinienploidie von der wichtigsten differential diagnostisch abzugrenzenden
Entitdt, dem hochmalignen zentralen Osteosarkom, bel dem nur in 2 Fallen (4%) eine aus-
schliefdliche DNA-diploide Stammlinie nachgewiesen wurde. Eigenstandige Stammlinien im
hyperdiploiden bzw. hypertetraploiden Bereich kamen bel den untersuchten aneurysmatischen
Knochenzysten nicht vor und wurden auch in den in der Literatur publizierten Studien, bel
denen allerdings jewells nur geringe Fallzahlen untersucht wurden, bisher niemals mitgeteilt
(Kreicbergs et al., 1984; Helio et a., 1985; Bodensteiner et al., 1991; El-Naggar et al., 1995).
In Ubereinstimmung damit ergaben auch die zytogenetischen Analysen von aneurysmatischen
Knochenzysten, die an bisher 8 Fallen publiziert wurden, normale Karyotypen (Pfeifer et al.,
1991). Eine Abgrenzung der Gruppe der aneurysmatischen Knochenzysten von der Gruppe der
solitéaren Knochenzysten allein anhand DNA-zytometrischer Parameter ist nicht moglich
(Tabelle 8 und Abbildung 22).

Die Mehrzahl der in der vorliegenden Studie untersuchten hochmalignen zentralen Osteosar-
kome wiesen ein DNA-aneuploides Ploidieverteilungsmuster auf. Dabei war in 53 der 57
gemessenen Préparate (93%) eine Stammlinienaneuploidie nachweisbar, 2 weitere Félle (3%)
wurden gemal3 den Kriterien der Einzelzellinterpretation als DNA-aneuploid bewertet. Ledig-
lich 2 hochmaligne zentrale Osteosarkome wiesen ein unauffalliges diploides DNA-Vertei-
lungsmuster auf. Bei einer Aufschltisselung der hochmalignen zentralen Osteosarkome nach
der Stammlinienverteilung ist die Kombination aus einer diploiden und einer aneuploiden
Stammlinie in 25 Fallen (44%) am haufigsten. Dabei ist die aneuploide Stammlinie meist im
peritriploiden bzw. hypotetrapl oiden Bereich |okalisiert, hypertetrapl oide Stammlinien sind bei
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diesem Ploide-Verteilungsmuster seltener. In 14 Féllen (25%) bestanden neben der diploiden
Tumorzellstammlinie noch mehrere (in der Regel 2) aneuploide Stammlinien. Die zweite
aneuploide Stammlinieist bel den in dieser Studie bearbeiteten Tumoren durch einen weiteren
aneuploiden Polyploidisierungsschritt aus der ersten aneuploiden Stammlinie hervorgegangen.
Letztlich konnte eine Gruppe von 14 (25%) hochmalignen zentralen Osteosarkomen DNA-
zytometrisch abgegrenzt werden, bel denen im Gegensatz zu allen anderen untersuchten Féllen
neben einer oder mehreren deutlich ausgepragten aneuploiden Stammlinien nur ein anteilsmé-
3ig geringer Tumorzellklon mit diploidem DNA-Gehalt (<15% der untersuchten Zellen) vor-
handen war. Zwischen dem histologischen Subtyp des jeweiligen Einzelfalles und dem
Ergebnis der DNA-Zytometrie fanden sich in Ubereinstimmung mit Literaturangaben keine
Zusammenhénge (Kreicbergs et al., 1982; Hiddemann et al., 1987; Bauer, 1988; Bauer et dl.,
1989; Mellin et al., 1989).

Beim Vergleich der hier erhobenen Befunde mit den Angaben im Schrifttum ergibt sich die
Schwierigkeit einer bisher mangelnden Standardisierung der Auswertung DNA-zytometrischer
Mef3ergebnisse sowie das Problem der vollstdndigen Vergleichbarkeit von image-zytometri-
schen und flow-zytometrischen Befunden. So wird in einigen Publikationen lediglich zwischen
»diploiden* und , aneuploiden“ Tumoren unterschieden, wobel die entsprechenden Kriterien
von Studie zu Studie unterschiedlich sind.

Der Anteil diploider hochmaligner zentraler Osteosarkome in langen Réhrenknochen wird in
dlteren Studien mit weniger als 10 % angegeben (Kreicbergs et al., 1982; Bauer, 1988; Bauer
et al., 1989), was mit den Ergebnissen der hier vorgelegten Studie an einer grofderen Fallzahl
weitgehend Ubereinstimmt. In hochmalignen Osteosarkomen der Kieferknochen ist der Anteil
an Fallen mit diploidem DNA-Verteilungsmuster moglicherweise hdher (Oliveiraet al., 1997).
Die Angabe von bis zu 15% diploiden Osteosarkomen in 3 flow-zytometrischen Publikationen
aus einer gemeinsamen Arbeitsgruppe, die Ubereinstimmend das gleiche Material beschreiben
(Hiddemann et al., 1987; Mellin et a., 1989; Roessner et a., 1991) stellt allerdings gewisse
Abweichung von den bisherigen Mitteilungen dar und erkért sich moglicherweise aus metho-
dischen Unterschieden. Eine weitere flow-zytometrische Studie an 6 Osteosarkomen mit 3
diploiden Féllen ist ebenfalls nicht vergleichbar, denn die Messungen erfolgten ausschliefdich
an Untersuchungsmaterial von Patienten nach Chemotherapie.

Wahrend bei Karzinomen verschiedener Organsysteme sowie bestimmten Weichteil sarkomen
DNA-zytometrische Parameter als prognostisch bedeutsam erkannt wurden (Opfermann et al.,
1987; Aziz, Peter, 1991; Heidenreich et al., 1995; Jeffers et al., 1996; Ljungberg et al., 1996;
Ross, 1996b; Collin et al., 1997; De Zen et al., 1997; Motherby et al., 1998a; Motherby et a.,
1998b; Bocking, Motherby, 1999), spielen diese Kriterien in der Prognosebewertung bei hoch-
malignen zentralen Osteosarkomen bisher keine Rolle. Diese richtet sich seit der Einfiihrung
der neoadjuvanten Chemotherapie in erster Linie nach der morphologischen Bestimmung des
sogenannten Regressionsgrades am Resektionspréparat (Winkler et al., 1987; Winkler et al.,
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1988; Bielack et al., 1989; Delling et al., 1989; Bieling et a., 1991; Winkler et a., 1993; Bie-
ling et a., 1996; Fuchs et al., 1998). Weitere Kriterien sind die Grof3e des Primartumors
(Rehan et al., 1993) und das Fehlen von priméren Lungenmetastasen zum Zeitpunkt der Erst-
diagnose (Sluga et al., 1999) sowie die Tumorfreiheit der Resektionsrander zur Vermeidung
von Lokalrezidiven (Kempf-Bielack et al., 1997). Feingewebliche Befunde an der Biopsie vor
Chemotherapiebeginn haben hingegen bisher keinen Eingang in die Einschatzung der Pro-
gnose gefunden.

In verschiedenen Studien ist bereits versucht worden, Zusammenhénge zwischen der klonalen
zelluldren Zusammensetzung des Tumorgewebes bei hochmalignen zentralen Osteosarkomen
und dem weliteren Verlauf darzustellen. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind zum Tell
widerspriichlich. EI-Naggar et al. (1995) konnten bei 29 fluf3zytometrisch untersuchten hoch-
malignen zentralen Osteosarkomen keinen Zusammenhang zwischen DNA-Ploidie und Pro-
gnose feststellen. Im Gegensatz dazu wird in anderen Studien ein gunstigerer Verlauf von
»diploiden* im Vergleich zu ,,aneuploiden“ Tumoren dargestellt. Mellin et al. (1989) berichten
von 3 Osteosarkompatienten mit diploidem DNA-Verteilungsmuster im Primartumor, die trotz
Entwicklung von Metastasen und lokalem Rezidiv eine langere Uberlebensdauer als Patienten
hatten, deren Osteosarkome Stammlinienaneuploidie aufwiesen. Dies deckt sich mit Beobach-
tungen von Bauer et al. (1989), die bei 4 diploiden hochmalignen zentralen Osteosarkomen
einen rezidivfreien Verlauf beschreiben.

Im Gegensatz zu den bisher aufgefthrten Untersuchungen wird in einer Studie von Look et al.
(1988) eine differenziertere Beurteilung der DNA-Ploidievertellungsmuster vorgenommen.
Die Autoren fanden mittels DNA-Fow-Zytometrie in 13 von 26 hochmalignen Osteosarkomen
(50%) das Auftreten eines diploiden und eines aneuploiden Tumorzellklons, wéhrend in 10
hochmalignen Osteosarkomen (38%) der diploide Klon fehlte. Dabei stellte sich in der Uberle-
benswahrscheinlichkeitsanalyse ein deutlich ungunstigeres Verlaufsverhalten fir die Tumoren
mit fehlendem diploiden Antell dar. Diese Studie basiert allerdings auf einem adjuvanten Che-
motherapieprotokoll, wie es gegenwartig nicht mehr eingesetzt wird.

In der hier vorgelegten Untersuchung konnte, wie bereits diskutiert, ebenfalls eine Gruppe von
hochmalignen zentralen Osteosarkomen herausgearbeitet werden, die durch einen fehlenden
oder gering ausgepragten diploiden Tumorzellklon gekennzeichnet ist. Der relative Antell die-
ser besonderen Osteosarkome ist bel der grofReren Gesamtfallzahl mit 14 von 57 Fallen (25%)
geringer asin der erwdhnten Studie von Look et al. Es ergab sich ein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Ploidie-Verteilungsmuster und dem Regressiongrad (Tabelle
7). Dieses Resultat verweist auf die Bedeutung der klonalen Zusammensetzung von hochmali-
gnen zentralen Osteosarkomen und die Prognose der Patienten, wenngleich aufgrund der ins-
gesamt relativ kurzen Nachbeobachtungszeit eine Uberlebenswahrscheinlichkeitsanalyse noch
nicht durchgefiihrt werden konnte.
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Neben dem hochmalignen Osteosarkom stellt das niedrigmaligne zentrale Osteosarkom eine
seltene Gruppe von Knochentumoren dar (Unni et al., 1977; Campanacci et al., 1981; Xipell,
Rush, 1985; Sundaram et al., 1986; Mirra, 1989), die von besonderer Bedeutung in ihrer diffe-
rentialdiagnostischen Abgrenzung gegen benigne Knochenlésionen sind. Kurt et al. (1990)
beschrieben 80 niedrigmaligne zentrale Osteosarkome der Mayo Clinic, ohne dal3 jedoch eine
DNA-Zytometrie durchgefihrt wurde. Diese Autoren geben fir das niedrigmaligne Osteosar-
kom eine Inzidenz von 1,9% unter allen Osteosarkomen an. Bisherige DNA-zytometrische
Untersuchungen an osteogenen Tumoren niedrigen Malignitétsgrades betreffen parossale und
periostale, d.h. von der Knochenoberflache ausgehende Tumoren (Kreicbergs et al., 1982;
Kreicbergset a., 1984; Hiddemann et al., 1987; Roessner et a., 1991).

Diein der vorliegenden Arbeit enthaltenen 14 niedrigmalignen Osteosarkome stellen somit das
grofte DNA-zytometrisch untersuchte Kollektiv dieser seltenen Tumorentitét dar. Im Gegen-
satz zu den hochmalignen zentralen Osteosarkomen, deren bestimmendes Merkmal in der
DNA-Zytometrie das Auftreten einer aneuploiden Stammlinie ist (93% der Félle), konnte bei
den niedrigmalignen zentralen Osteosarkomen nur bel 2 Féllen (14%) eine eigensténdige
Stammlinie im tetraploiden Bereich nachgewiesen werden, wahrend 12 Félle (86%) durch eine
diploide Stammlinie gekennzeichnet waren. Bei 3 Tumoren mit diploider Stammlinie konnten
zusétzlich Einzelzellen mit einem DNA-Gehalt >5¢ nachgewiesen werden, so dal3 diese Tumo-
ren die Kriterien der Einzelzellaneuploidie erfillten (Bocking et a., 1994). Zusammenfassend
waren damit 5 von 14 niedrigmalignen zentralen Osteosarkomen (36%) durch DNA-zytometri-
sche Auffalligkeiten gekennzeichnet.

Dartber hinaus konnte im Gruppenvergleich zwischen den benignen zystischen Lasionen und
den niedrigmalignen zentralen Osteosarkomen ein statistisch signifikanter Unterschied fir die
Parameter DNA-Maximum und 2c-Deviation-Index herausgearbeitet werden: Die Gruppe der
niedrigmalignen zentralen Osteosarkome zeichnet sich durch hthere DNA-Maximawerte und
eine grofdere Streuung der DNA-Einzelwerte um das jewellige diploide Vergleichsniveau in
den Priméartumoren aus.

In einem Fall eines niedrigmalignen zentralen Osteosarkoms vom fibrous-dysplasia-like Sub-
typ war neben der DNA-zytometrischen Untersuchung des Primértumors auch die Analyse von
Gewebe aus Lokalrezidiven bzw. Lungenmetastasen mdglich. Dabel ergaben sich im Verlauf
der Tumorerkrankung Veranderungen der feingeweblichen und DNA-zytometrischen Befunde.
Waéhrend der Primartumor ausschlief3lich durch eine DNA-diploide Stammlinie gekennzeich-
net war, kam es tiber das A uftreten von DNA-aneuploiden Einzelzellen im ersten Lokalrezidiv
zur eindeutigen Etablierung eines ausgepragten DNA-tetraploiden Klons, dessen Zellen
schliefdlich auch im Material einer Lungenmetastase nachgewiesen werden konnten. Parallel
zu Veranderungen der klonalen zelluléren Zusammensetzung anderte sich auch das histologi-
sche Bild (Abbildung 15).
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Diese Beobachtung ist mit der Mitteilung von Helio et al. (1985) vergleichbar, die tber einen
Tumor berichten, der primé& zunéchst als Osteoblastom fehlinterpretiert wurde. 17 Monate
spéter war eine aneuploide Stammlinie nachzuweisen und anhand einer dritten Biopsie wurde
dieser Tumor schliefdlich als niedrigmalignes zentrales Osteosarkom eingeordnet. Es ist mog-
lich, dal3 in Féllen, die vormalig als maligne Transformation benigner Las onen bewertet wur-
den, in der Tat ein niedrigmalignes Osteosarkom zugrunde lag. Dies kénnte bei spiel sweise auf
sehr selten beobachtete maligne Transformationen von aneurysmatischen Knochenzysten
zutreffen (Reed, Rothenberg, 1964; Adler, Schmidt, 1978; Kyriakos, Hardy, 1991).

Mellin et al. (1989) diskutieren die Moglichkeit, dal? die bei zwei sogenannten ,, aggressiven”
Osteoblastomen gefundenen tetrapl oiden Stammlinien fir ein malignes Potential vor der klini-
schen Manifestation sprechen und stellen die histologische Abgrenzung des , aggressiven”
Osteoblastoms zu dem niedrigmalignen zentralen Osteosarkom in Frage.

Bauer et al. (1988) beschreiben unter 158 primaren Knochentumoren 17 Falle als diagnostisch
schwierig. Darunter befanden sich 9 zuné&chst als benigne eingeordnete Tumoren, von denen
die 4 DNA-zytometrisch diploiden Tumoren einen benignen Verlauf zeigten. Von den 5 hyper-
diploiden Tumoren waren 1 Fall as Riesenzelltumor, 2 as aneurysmatische Knochenzysten,
und 2 als Osteoblastome diagnostiziert worden. Alle diese Patienten entwickelten ein Lokalre-
zidiv, bei dem sich DNA-zytometrisch eine hyperdiploide Stammlinie und histologisch ein
hochmalignes Osteosarkom zeigte. Hier stellt sich die Frage, ob es sich nicht zumindest bel
den zunéchst als Osteoblastom klassifizierten Tumoren um Osteoblastom-ahnliche niedrigma-
ligne zentrale Osteosarkome gehandelt hat. Diese Entitét ist erstmals von Bertoni et al. (1985)
an 17 Fallen beschrieben worden, von denen 7 einen letalen Verlauf nahmen.

Die differentialdiagnostischen Schwierigkeiten bei der priméren Diagnostik von niedrigmali-
gnen zentralen Osteosarkomen wurden erst in den letzten 15 Jahren weitgehend erkannt.
Angesichts der damit verbundenen erheblichen Konsequenzen fir die Therapieentscheidung
und das Verlaufs-Management ist zu empfehlen, Tumoren mit unsicherer radiologischer und
histologischer Einordnung in Zentren fur die Behandlung von Knochentumoren zu betreuen
und bei der morphologischen Diagnostik Zusatzverfahren, wie z.B. die DNA-Zytometrie ein-
zusetzen, um eine bessere Charakterisierung der entsprechenden Tumoren zu erreichen.
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