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1 Einleitung

1.1 Klinik

Unter einem Erguss sergser Korperhohlen versteht man eine krankhafte VVermehrung der Flis-
sigkeitsmenge in der Pleura-, Peritoneal- oder Perikardhohle. Es sind mehr als 50 verschiedene
Erkrankungen bekannt, welche mit Erglssen seréser Korperhohlen einhergehen. Bis zu 45 %
aller Erglsse enthalten Tumorzellen, und in 45 % aller ,,malignen® Ergusse liefert die Zytodi-
agnostik den ersten Hinweis auf einen Primartumor (Bedrossian, 1994). Bei Patienten mit be-
kannter maligner Erkrankung tragt die Ergusszytologie zum Tumor-Staging bei und beeinflusst
dadurch die Therapie. Der treffsicheren zytologischen Abklarung eines Ergusses kommt daher

eine grol’e klinische Bedeutung zu.
1.2 Atiologie

Es kommen verschiedene Ursachen fir die Entstehung von Erglssen in Frage. Man unterschei-
det nach tumordsen, entzlndlich, hydrostatisch und systemisch bedingten Ursachen. Pleuraer-
gusse werden unter den Ergussen der serosen Haute am haufigsten zur diagnostischen Abklarung
in zytologische Laboratorien eingesandt. Hausheer und Yarbro (1985) zeigten, dass die Haufig-
keit des Auftretens mit 45 % bei den Neoplasien, mit 22 % bei infektiésen Ursachen und mit
12 % bei Herzinsuffizienzen liegt (Tabelle 1). Pleuraerglsse weisen am haufigsten maligne Zel-
len durch die Metastasierung eines Lungenkarzinoms bei Mannern und des Mammakarzinoms

bei Frauen auf.

Aszites kommen nicht so haufig in zytologischen Untersuchungen vor, weil das klinische Bild
einer Leberzirrhose oder eines Herzinfarkts, welche die haufigsten Ursachen fir einen Aszites
sind, meist zu einer eindeutigen Diagnose flhrt und keiner zytologischen Abklarung mehr bedarf
(Tabelle 2). Zu einer zytologischen Untersuchung kommt es bei durch maligne Ergusse hervor-
gerufenem Aszites (Bedrossian). Bei Mannern stammen die malignen Zellen meist aus Metasta-

sen des Gastrointestinaltrakts und bei Frauen aus Ovariarkarzinomen.

Ergusse, die durch perikardiale Erkrankungen verursacht werden, liegen bei 1 % der in einem
zytologischen Routinelabor eingesandten serdsen Erguisse. Davon haben ungeféhr die Halfte
einen malignen Ursprung (Tabelle 3). Weitere Ursachen sind Herzinfarkte, Perikarditiden oder
Myokarditiden (Bedrossian, 1994).
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Pleuraergisse Haufigkeiten

Maligne Tumore 45 %

Metastasierende Karzinome
Manner: Lungenkarzinome
Frauen: Mammakarzinome

Metastasierende Sarkome

Maligne Mesotheliome

Maligne Lymphome

Herzinsuffizienz 12 %
Rechtsherzinsuffizienz

Linksherzinsuffizienz

Infektids (Pneumonie, Pleuritis) 22 %

Tuberkulose 10 %

Bakteriell 9%

Viral 1%

Fungal <1%

Empyem 1%

Parasitar <1%
Unbestimmt 10 %
Lungeninfarkt oder -embolie 3%
Leberzirrhose 2%
Kollagenosen 1%
Andere 5%

Niereninsuffizienzen
Rheumatoide Erkrankungen
Traumata

Asbestosen

Pankreatitiden

Tabelle 1:  Atiologie der Pleuraergiisse (in absteigender Haufigkeit) (Hausheer und Yarbro,
1985)
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Aszites

Leberzirrhose

Rechtsherzinsuffizienz

Maligne Tumore
Metastasierende Karzinome
Ménner: Dickdarm- und Magenkarzinome
Frauen: Ovarialkarzinome
Metastasierende Sarkome
Maligne Mesotheliome

Maligne Lymphome

Gutartige Tumoren des Ovars

Pankreatitis

Peritonitis

Niereninsuffizienz mit nephrotischem Syndrom

Tabelle 2:  Atiologie des Aszites (in absteigender Haufigkeit) (Bedrossian, 1994)
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Perikardergisse

Maligne Tumore
Metastasierende Karzinome
Manner: Lungenkarzinome
Frauen: Mammakarzinome
Metastasierende Sarkome
Maligne Mesotheliome

Maligne Lymphome

Herzinfarkt

Perkarditis
Bakteriell
Viral
Tuberkulds

Fungal

Myokarditis

Tabelle 3:  Atiologie der Perikardergisse (in absteigender Haufigkeit) (Bedrossian, 1994)
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1.3 Kausale Pathogenese

Die haufigsten Mechanismen der Entstehung von Korperhohlenergiissen sind die Anderung des
hydrostatischen und des onkotischen Drucks, der Kapillarpermeabilitat sowie der interzellularen
Kohdérenz, die Behinderung des Lymphabflusses sowie eine Natrium-Wasser-Retention. Im Tho-
rax fuhrt auch eine Abnahme des intrapleuralen Drucks sowie eine Dissoziation von Pleura vis-
ceralis und parietalis beim Pneumothorax zu serésen Ergiissen. AuRerdem kann es beim Meigs-
Syndrom zu einem Ubertritt von Aszites in die Pleurahéhle durch Lymphgefasse kommen (Clas-
sen, 1994).

Die Flussigkeit des Pleuraergusses kann je nach Ursache eiweiarm (Transsudat < 30 g Eiweil3/I)
oder eiweiRreich (Exsudat > 30 g Eiweil3/l) sein. Steigt der intrakapill&re Druck an (z.B. bei einer
Herzinsuffizienz) oder nimmt der onkotische Druck in den Kapillaren ab (z.B. durch Hypopro-
teindmie bei nephrotischem Syndrom oder Leberinsuffizienz), bei gleichzeitiger Abnahme des
intrapleuralen Drucks (z.B. bei totaler Atelektase eines Lungenlappens), so entsteht bei Pleuraer-
gussen ein Transsudat. Zu einem Exsudat flihrt eine vermehrte Kapillarpermeabilitéat fir Flissig-
keit und Eiweil (z.B. bei parapneumonischer Pleuritis). Sowohl Transsudate als auch Exsudate
kdnnen bei Pleuraergiissen durch Verlegung der mediastinalen Lymphbahnen (z.B. durch Behin-
derung der Lymphdrainage durch Tumorzellen) oder durch Ubertritt von Fliissigkeiten aus der

Peritonealhohle entstehen.

Die Pathogenese des Aszites bei Lebererkrankungen ist ein multifaktorielles Geschehen, welches
bis heute noch nicht vollstandig aufgeklart ist (Classen, 1994). Ursachlich muss ein Ungleichge-
wicht bei den Starling-Kraften durch eine Erhéhung des hydrostatischen Druckgradienten bei
portaler Hypertension und durch eine Erniedrigung des onkotischen Gradienten durch einen re-
duzierten Proteingehalt des Bluts (Hypalbumindmie) und eine verstarkte Kapillarpermeabilitét
sein. Von weiterer Bedeutung ist eine vermehrte Lymphproduktion, die die Transportkapazitat
der hepatischen LymphgefaRe Ubersteigt. Weiterhin gibt es neben diesen lokalen Faktoren zwei
systemische Faktoren fur die Pathogenese. Eine gesteigerte renale Retention von Natriumionen
und die mit ihr aufgrund der osmotischen Verhaltnisse zwangslaufig verbundene Retention des
Wassers. So tritt ein Circulus vitiosus in Gang: Der erhohte transhepatische Flusswiderstand ver-
ursacht Gber Vermittlung des Sympathikus eine vermehrte Natriumriickresorption im Bereich der
proximalen Tubuli und damit auch eine Flussigkeitsretention. Das so ausgedehnte effektive
Plasmavolumen wird dann aufgrund der gestérten Balance der Starling-Kréfte in die freie
Bauchhohle abgepresst. Ist einmal Flissigkeit im Abdomen, flhrt dies wiederum zu einem ver-

minderten effektiven Plasmavolumen, welches zur Stimulation des Renin-Angiotensin-
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Aldosteron Systems und schlie3lich zur vermehrten Natriumrtickresorption fiihrt. Die Pathoge-
nese des Aszites bei Entzindungen wird durch eine Permeabilitatsstérung der splanchnischen
Kapillaren mit Ausbildung eines proteinreichen Exsudates beschrieben. Bei malignen Aszites im
Rahmen einer Peritonealkarzinose besteht der entscheidende Pathomechanismus in der Verle-

gung des Lymphabflusses durch Tumorzellen.

Ergisse werden zu therapeutischen und/oder diagnostischen Zwecken punktiert. Diese wenig
invasive Malinahme ist ambulant durchfiihrbar. Dartber hinaus kénnen wéhrend chirurgischer
Eingriffe aus serdsen Hohlen spontan entstandene Flissigkeiten oder durch Lavagen gewonnen-
ne aspiriert werden, vor allem bei Second-Look-Operationen nach Tumorresektionen (Ziselmann
et al., 1984). Auch aus Drainagen gewonnene Flissigkeiten kdnnen zytologisch untersucht wer-
den. Die Punktion sollte am tiefsten Punkt der Hohle (abhéngig von der Lage des Patienten) er-
folgen, da die diagnostisch relevanten Zellen dorthin sedimentieren. Weil die zytologische Treff-
sicherheit von der Menge des zu untersuchenden Materials abhéngt (Motherby et al., 1999), ist
es ratsam, maoglichst groRere Volumina oder mehrere Proben einzusenden, mindestens jedoch
50-100 ml soweit vorhanden. Der Versand in ein zytodiagnostisch spezialisiertes Institut sollte
nativ in sterilen, bruchsicheren und dicht schlieBenden GefélRen erfolgen. Die diagnostisch rele-
vanten Zellen berstehen in der eiweilireichen Ergussfliissigkeit eine zwei- bis dreitadgige Reise
ohne morphologisch oder immunologisch Schaden zu nehmen. Im Labor werden vom Sediment
Ausstriche hergestellt. Befinden sich Gewebspartikel oder Prazipitate im Erguss, so werden hier-

von geférbte Schnitte angefertigt.

Wichtig fiir eine treffsichere zytologische Diagnostik ist die Mitteilung wesentlicher Kklinischer
Befunde und der diagnostischen Fragestellung durch den Kliniker. So sollten zugrundeliegende
Erkrankungen (z.B. Herzinsuffizienz, portale Stauungen, Entziindungen, Primdrtumor) und vor
allem therapeutische Malinahmen, wie Chemo- oder Strahlentherapie unbedingt mitgeteilt wer-
den. Dann kénnen neben zytologischen und zytometrischen Untersuchungen, je nach Fragestel-
lung, weitere biochemische, mikrobiologische und immunologische Untersuchungen in Frage

kommen.
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1.4 Nukleolus Organisierende Regionen

Als ,,Nukleolus Organisierende Regionen* (NORs) werden Chromosomenabschnitte bezeichnet,
auf denen die ribosomalen Gene (rDNA) gelegen sind. NORs (rDNA) sind Schaltstellen der Re-
gulation der Proteinbiosynthese (Ruschoff J, 1992). Sie konnen durch Silbernitrat als braun-
schwarze Punkte in Zellkernen dargestellt werden und werden deshalb als AQNORs bezeichnet.
Die AgNOR-Reaktion ist an Proteine gebunden, die mit aktivierten NOR-Genen assoziiert sind
und so die Aktivitat bzw. Proliferationspotenz einer Zelle auf molekularer Ebene anzeigen. Die
biologische Bedeutung von NORs als zentrale Schaltstelle fir die gesamte zellulére Proteinbio-
synthese einer Zelle konnte in den letzten Jahren mit Hilfe molekulargenetischer Techniken auf-
gezeigt werden (Lewin, 1987). Auf die Frage nach dem Mechanismus, der einem erhohten
AgNOR-Gehalt im Interphasekern produzierender Zellen zugrunde liegt geben andere Arbeiten
hinweise (Derenzini et al., 1989, 1990a, 1990b). Letztendlich hat sich gezeigt, dass AGNOR-
Zahl und -Flache auf Chromosomen mit dem im Interphasekern ermittelten Werten allenfalls nur
locker korrelieren. Drei Mechanismen lieRen sich abgrenzen, die zur quantitativen Variabilitat

der AgGNORs im Interphasekern fuhren:
e Chromosomale Aneuploidie (Schwarzacher et al., 1988),
e DNA Amplifizierung (Roberts et al., 1987),

e Anderung der NOR-Anordnung im Raum (Zatsepina et al., 1988 und Derenzini et al.,
1989).

Die Anzahl der sichtbaren AgNORs korrespondiert mit der Zyklusphase (Bigras et al., 1996;
Zoeller, 1994). Eine normale Zelle zeigt je nach Zyklusphase ein (S-Phase), drei (G1) oder bis zu
sieben (G2) AgNORs. Die hdchste Anzahl der AgNORs ist unmittelbar vor und nach der Mitose
zu finden (Zoeller, 1994). AgNORs stellen sich tiberwiegend als Substrukturen in den Nukleolen
der Interphasekerne dar. Als wesentliche Kriterien zur Erfassung der Proliferationstendenz einer
Zelle bzw. eines Tumors hat sich nicht nur die AQNOR-Zahl, sondern auch deren Grof3e, Farbin-
tensitat und die Verteilung der Silberniederschlége in Zellen herausgestellt. Am histologischen
Schnitt ist daher der Quotient aus AQNOR-Zahl und AgNOR-Flache ein besonders sensitiver

diagnostischer Parameter zur Erfassung der Proliferationstendenz eines Gewebes.

An zytologischen Ausstrichen ist die Bestimmung der Gesamt-AgNOR-Flache im Zellkern der

einfachen Auszahlung einzelner AQNOR-Partikel angeblich tberlegen (Rischhoff, 1992).
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Erste Arbeiten weisen auf die Anwendbarkeit der AGNOR-Technik an Erglissen serdser Korper-
héhlen hin. Derenzini et al. (1989) fanden an 105 Ergussen eine gute Trennung zwischen norma-
len und reaktiv entziindlich verédnderten Mesothelzellen (10 Falle) einerseits sowie von metasta-
tischen Karzinomen (85 Félle) und Mesotheliomzellen (10 Félle) andererseits. Carrillo et al.
(1994) korrelierten an 38 Féallen AGQNOR-Ergebnisse mit der konventionellen Zytologie und der
DNA-Flow-Zytometrie. Wahrend sich zwar tendenziell hohere AQNOR-Zahlen pro Zellkern in
malignen Zellen zeigten, gab es keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den
AgNOR-Zahlen in benignen und malignen Erglissen. Weiterhin fand sich keine statistische Kor-
relation zwischen AgNOR-Zahlen und DNA-Ploidie-Status. Huang et al. (1994) berichten in
Zellen in Pleuraergussen tber hthere AgQNOR-Zahlen in malignen als in benignen Zellen und
héhere in aneuploiden als in diploiden malignen Zellen. Weiterhin berichten sie in malignen Er-
gussen Uber eine signifikante Korrelation zwischen S-Phase Fraktion bestimmt durch DNA-
Flow-Zytometrie und dem Durchschnitt der AQNOR-Zahl pro Nukleus.

Mittels der AQNOR-Reaktion werden unter anderem die Proteinsynthese- und Proliferationsakti-
vitat einer Zelle auf molekularer Ebene angezeigt. Chromosonale Aneuploidie und rDNA-
Amplifizierung kdénnen ebenfalls zu einer NOR-Vermehrung und VergroRerung fihren. Zur dia-
gnostischen Auswertung wird die Zahl (gegebenenfalls auch die Flache) von einzelnen Verbén-
den liegenden AgNORs in 100 Zellkernen gezéhlt oder mittels TV-Bildanalyse ermittelt. Die
AgNOR-Analyse eignet sich sehr gut zur Identifizierung weniger neoplastischer Zellen in Er-
gusssedimenten, hierbei speziell zur Abgrenzung einer reaktiven Mesothelhyperplasie von einem

malignen Mesotheliom.

In dieser Arbeit wurde der Versuch unternommen, durch die Modifikation der AgNOR-
Untersuchungstechnik die Unterscheidung zwischen reaktiven und neoplastischen Zellen aus
serdsen Ergussen verschiedener Korperhohlen in der Routinediagnostik zu ermoglichen, hierbei

insbesondere zur zytologischen Diagnose maligner Mesotheliome.
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2 Material und Methoden

2.1 Material: Patientengut

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Eignung der AQNOR-Quantifizierung zur Differen-

zierung reaktiver von neoplastischen Zellproliferationen, insbesondere Mesothelproliferationen.

Gegenstand dieser Arbeit waren 132 Erglisse (Aszites (25), Pleura- (103) und Perikarderglsse
(4)) der serésen Haute mit Tumorzell-positiven (65), Tumorzell-negativen (30) und zytologisch
unklarer Diagnosen (37: dringend verdachtig (17), zweifelhaft (20)). Entsprechend der Patienten-
Follow-Ups lieRen sich die Ergisse in drei Gruppen einteilen: Patienten mit malignem Mesothe-
liomen (51), solche mit Karzinosen (41) (Karzinom der Lunge (20), des Magens (5), des Pankre-
as(1), der Brust (5), des Ovars (6), unbekannter Primartumor (CUP) (1) sowie eines Melanoms
(1)) und solche mit reaktiven Ergussen (40) (Herzinsuffizienz (8), Pleuritis (3), Leberzirrhose
(4), posttherapeutisch: Bestrahlung (1) und Chemotherapie (1), zystischer Adnextumor (2), Kar-
zinom der Lunge (5), unbekannter Primartumor (CUP) (1), Lymphome/Leukémie (2), Magen-
sarkom (2), Peritonitis (5), Pneumonie (3) und Lungenembolien (3)). Die Patientenpopulationen
stammen aus der Universitatsklinik Dusseldorf sowie aus Krankenhdusern der Umgebung und
wurden im Zeitraum von 1997-2000 am Institut fir Cytopathologie der Medizinischen Einrich-

tung der Heinrich-Heine Universitéat routineméafig untersucht.

Bei allen Patienten wurde die Diagnose entweder histologisch, speziell bei allen Mesotheliomen,
oder durch klinische Follow-Ups, bei Karzinomen, gesichert und bestétigt. Die Proben enthielten
51 Erglsse pleuraler und peritonealer Genese von Patienten mit gesicherten Mesotheliomen, 41
Ergusse pleuraler, peritonealer und perikardialer Genese von Patienten mit gesicherten Karzino-
men und 40 Ergusse pleuraler und peritonealer Genese von Patienten mit reaktiven Mesothelien.
Die urspringlichen zytologischen Diagnosen der Mesotheliome und Karzinome waren entweder

zweifelhaft, verdachtig oder positiv mit Tumorzellen.
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2.2 Methoden: Routinefarbungen der Ergusszytologie

Es stehen verschiedene Aufarbeitungsmethoden, um Zellen in Ergiissen zu konzentrieren, zur

Verfligung. Die am hdufigsten verwendeten sind
e die Zentrifugation, gefolgt von einer Ausstrichpraparation des Sediments,

e die Zytozentrifugation des Ergusses direkt auf Objekttrdgern mittels Zytozentrifugen bei
geringen Ergussvolumina oder klaren Transsudaten, bei denen eine geringe Zellzahl zu

erwarten ist und

e die Zellblocktechnik, bei der das gesamte Zellpellet nach Zentrifugation fixiert, in Paraf-
fin eingebettet und anschlieRend wie Gewebe geschnitten wird.

Im Institut fur Cytopathologie an der Heinrich-Heine-Universitat, Dusseldorf wird die erstge-
nannte Methode zur Zentrifugation und Ausstrichpréparation an allen eingesandten Ergussen
durchgefihrt. Sollten darliber hinaus noch groRere Partikel im Erguss vorhanden sein, wird zu-

sétzlich daran die Zellblocktechnik durchgefihrt.

Die zwei in der diagnostischen Ergusszytologie am haufigsten angewandten Farbemethoden sind
nach Papanicolaou (Pap.-) und die May-Grinwald-Giemsa-Farbung (MGG). Der Papanicolaou-
Farbung muss ein alkoholisches Fixativ, der May-Grinwald-Giemsa-Farbung eine Lufttrock-
nung vorausgehen. Variationen der MGG-Farbung sind nach Romanowsky, nach Wright, nach

Giemsa und die Diff-Quic-Farbung der Firma Merck (Darmstadt).

Der Unterschied, der nach Pap.- und nach MGG geféarbten Zellen liegt darin, dass die Zellen
nach der Papanicolaou-Farbung ihre Kernchromatindetails und Zytoplasmastrukturen (z.B.
strahnig-wabig bei Plattenepithelien) sehr gut darstellen. Wahrend die Zellen nach MGG-

Farbung durch die Lufttrocknung groRer als nach Alkoholfixation bleiben.

Luftgetrocknete MGG-gefarbte Préparate eignen sich nach der Routinediagnostik insbesondere
fir die DNA-Zytometrie (nach Entdeckelung und Umféarbung nach Feulgen) und fir eine
AgNOR-Analyse (nach Entdeckelung und Silberfarbung). Nach Delauney fixierte und nach Pa-
panicolaou geféarbte Praparate eignen sich nach Routinediagnostik vor allem fir eine immunzy-
tochemische Untersuchung (Entdeckelung und anschlieRende Farbung nach der Avidin-Biotin-

Complex-Methode).
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Jede der Proben enthielten etwa 10-100 ml des Ergusses. Die Ergussflissigkeit wurde mit 340 g
fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert. Es wurden je acht Préaparate pro einer
Probe durch das Pipettieren je eines Tropfens des Sediments, durch etwas Flussigkeit aufge-
schwemmt, auf vier Objekttrager hergestellt. Der erste Objekttrager wurde mit je einem zweiten
bedeckt. Danach wurden sie gegeneinander ausgestrichen, so dass man je zwei Prédparate erhielt.
Drei der Objekttrager wurden luftgetrocknet und nach May-Grinwald-Giemsa (MGG=Farbung
nach Pappenheim) gefarbt. Die Ubrigen finf Objekttrager wurden sofort in Delauney-Lésung

fixiert und nach Papanicolaou (Pap.-) gefarbt.
2.3 Praparations- und Farbetechnik

Fur die AQNOR-Farbung wurden die luftgetrockneten und nach MGG gefarbten Proben verwen-
det. Zum Vergleich wurden auch andere Fixierungen und Farbungen versucht, an denen jedoch
die AgNOR-Férbung keine guten Ergebnisse aufwies. Die Silberfarbung wurde entsprechend der
One-Step-Methode von Ploton et al. (1986), Crocker et al. (1989) und Ruschoff et al. (1992) mit
einigen Modifikationen durchgefihrt. Nach zytologischer Evaluierung wurden die Deckglaser
mit Xylol entfernt. Die entdeckelten Préparate kamen zundchst in eine absteigende Alkoholreihe.
Danach wurden sie fir 10 min in 4 % gepuffertem Formaldehyd fixiert. AnschlieBend wurden
sie fir 10-15 min in Leitungswasser gewassert. Es folgte eine Inkubation in einer Silbernitrat-
Gelatine-Ameisensédure-Losung (Merck, Darmstadt) fur 25-35 min in einer abgedunkelten feuch-
ten Kammer. Danach wurden sie erneut fur 10 min in Leitungswasser gewassert, dann in 10 %
Na-Thiosulfat fir 10 min inkubiert, um sie dann nochmals fur 10 min in Leitungswasser zu was-
sern. Die Objekttrager wurden durch eine aufsteigende Alkoholreihe entwéssert und in Xylol

gestellt. Schliellich wurden sie mit Entelan® eingedeckt und im Dunkeln aufbewahrt.
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2.4 Auswertung der Silbernitrat-gefarbten Praparate

Die AgNOR-geférbten Préparate wurde unter einem Lichtmikroskop mit 1000-facher Vergrole-
rung in einem Olimmersionsverfahren betrachtet. Es wurden 100 Zellkerne pro Préaparat ausge-
wertet. Zur Standardisierung des Zahlvorgangs richteten wir uns nach Crocker’s Methode. Zu-
néchst wurden alle AQNORs im Zellkern gezahlt. Die Punkte lagen einerseits in Haufen (soge-
nannte Clusters) als auch einzeln (sogenannte Satelliten) auRerhalb der Nukleoli vor. Es wurden
auch verschiedene Kombinationsmaoglichkeiten der Z&hlung erprobt, so dass sich insgesamt

sechs Z&hlvarianten ergaben:

e Anzahl der Cluster,

durchschnittliche Anzahl der AQNORs in den Clustern,

e Gesamtzahl der AGNORs aller Cluster,

e Anzahl der Satelliten,

e Anzahl der Satelliten und der Cluster (als je einen Punkt berechnet),

e Anzahl der Satelliten und der Cluster (vorkommende AgNORs individuell gezéhlt).

Der Zéhlvorgang fiur eine Betrachtung von Clustern und Satelliten getrennt dauert ungefahr
20-30 min.
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3 Ergebnisse

3.1 Treffsicherheit der konventionellen Ergusszytologie

Die Befundung geschieht standardisiert nach einer von der Deutschen Gesellschaft fur Patholo-
gie und Zytologie erarbeiteten Nomenklatur flr extragenitale Zytologie (Bocking und Freuden-
berg, 1998) (Tabelle 4).

Pleuraergisse

Von den 103 ausgewerteten Pleuraerglissen (Tabelle 5, Abbildung 1) konnten alle (100 %) als
technisch adaquate Proben berlcksichtigt werden. In 23 Fallen wurde zytologisch eine nicht ma-
ligne Diagnose (keine Tumorzellen = negativ) gestellt. Dies entspricht 22,3 %. Fiinfzehn Proben
wurden als zweifelhaft (14,6 %) und sechzehn als dringend verdachtig (15,5 %) diagnostiziert. In
49 der Proben wurden maligne Zellen detektiert. Dies entspricht einer tumorzellpositiven Diag-

nose in 47,6 %.
Aszites

Von den 25 ausgewerteten Aszites (Tabelle 5, Abbildung 1) konnten alle (100 %) als technisch
adaquate Proben bericksichtigt werden. In sechs Féllen wurde zytologisch eine nicht maligne
Diagnose (keine Tumorzellen = negativ) gestellt, was 24,0 % entspricht. Funf Proben wurden als
zweifelhaft (20,0 %) und zwei als dringend verdachtig (8,0 %) diagnostiziert. In 11 der Proben

wurden maligne Zellen detektiert. Dies entspricht einer tumorzellpositiven Diagnose von 44,0 %.
Perikardergusse

Von den 4 ausgewerteten Perikarderguissen (Tabelle 5, Abbildung 1) konnten alle (100 %) als
technisch adéquate Proben bertcksichtigt werden. In allen 4 Proben wurden maligne Zellen de-

tektiert, was einer 100 %-igen tumorzellpositiven Diagnose entspricht.
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Angaben des eingesandten Untersuchungsmaterials

ggf. auch der klinischen Fragestellung bzw.der klinischen Verdachtsdiag-
nose laut Begleitschein (beispielsweise: ,,Pleuraerguss bei Verdacht auf
metastasierendes Mammakarzinom*.)

Beschreibung des erhaltenen Untersuchungsmaterials

Typ, Makroskopie und Menge (beispielsweise: ,,50 ml einer gelblich-
triiben Fllssigkeit®.)

Beschreibung der Zellbilder

ggf. mit Hinweisen auf Erhaltungszustand und Représentativitat (bei-
spielsweise: ,,wenige aktivierte Mesothelien, massenhaft neutrophile Gra-
nulozyten®.)

Stufung der Malignitatswahrscheinlichkeit

negative: bodsartige Zellen nicht nachweisbar

zweifelhaft: bosartige Zellen nicht sicher auszuschlieRen
dringender Verdacht: bosartige Zellen wahrscheinlich

positiv: bosartige Zellen nachweisbar

unzureichendes mit Begriindung (beispielsweise: ,,autolytisch*)

Untersuchungsmaterial:

Diagnose im Klartext

Bevorzugte Termini der ICD-0 samt Kodierung (beispielsweise: ,,das
Zellbild entspricht einem Pleuramesotheliom [ICD-0 9050/3]*.).

ggf. Angaben von Ausschlussdiagnosen (beispielsweise: ,,kein Anhalt fiir
das Vorliegen einer Pleuritis®.), Kommentare, Empfehlungen, Stellung-
nahme zu klinischen Fragen.

Tabelle 4:

Standardisierte Befunderstellung in der extragenitalen Zytologie nach Bécking und

Freudenberg (1998)

Ergebnisse
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Diagnosen Anzahl

Pleura (100 %) 103
Negativ 23 (22,3 %)
Zweifelhaft 15 (14,6 %)
Dringender Verdacht 16 (15,5 %)

Positiv 49 (47,6 %)

Aszites (100 %) 25
Negativ 6 (24,0 %)
Zweifelhaft 5 (20,0 %)
Dringender Verdacht 2  (8,0%)

Positiv 12 (48,0 %)

Perikard (100 %) 4
Negativ
Zweifelhaft
Dringender Verdacht
Positiv 4 (100 %)

Gesamtzahl der Proben 132

Tabelle 5:  Verteilung der zytologischen Diagnosen der untersuchten Ergusse
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Abbildung 1:  Verteilung der zytologischen Diagnosen der untersuchten Ergusse
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Tabelle 6 und Abbildung 2 zeigen die Altersverteilung des Patientenkollektivs, der hier unter-
suchten Ergusse. Die Altersverteilung liegt zwischen 0 und 90 Jahren mit einem breiten Maxi-

mum zwischen 50 und 80 Jahren.

Alter in Jahren | Mesotheliome Karzinosen Reaktive Mesothelien
bis 10 1
11-20

21-30

31-40 2
41-50 2 5
51-60 13 12 11
61-70 25 11 12
71-80 10 12 6
81-90 2 4 3
91-100

Tabelle 6:  Alterverteilung des Patientenkollektivs der untersuchten Ergisse

Anzahl
60

Alter in
Jahren

W381-90
O71-80
m61-70
051-60
W41-50
0O31-40
021-30
m11-20
Obis 10

Mesotheliome Karzinosen Reaktive Mesothelien

Abbildung 2:  Alterverteilung des Patientenkollektivs der untersuchten Ergusse
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3.2 Treffsicherheit der Ergusszytologie unter Anwendung der

AgNOR-Analyse als adjuvante Methode

Auswertung: Zahlung der Cluster (als eine Einheit) und der Satelliten im Zellkern

Bei den Ergussen maligner Mesotheliome (n=51) zeigten sich im Mittel 6,5 AgNORs/Zellkern
(3,53-12,09), bei denen mit Karzinosen (n=41) im Mittel 8,99 (4,83-26,35). Keiner (0 %) der
benignen Ergisse (n=40) zeigte in seinen reaktiven Mesothelzellen eine Anzahl von AgNORs im
Zellkern > 4,40 (Mittelwert 3,27 AgNORs/Zellkern (2,16-4,37). Somit zeigten alle neoplasti-
schen Ergusse (100 %) eine Anzahl von AgNORs im Zellkern > 4,4. Es konnte an all diesen Er-

gussen (n=92) eine Malignitéatsdiagnose gestellt werden.
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Abbildung 3:  AgNOR-Analyse (Zahlung der Cluster (als eine Einheit) und der Satelliten) von
132 Erglissen maligner Mesotheliome, Karzinosen und reaktiver Verdnderungen
(n=Mittelwert Anzahl der AQNORs/Zellkern)

Ergebnisse 20



Auswertung: Zahlung der Satelliten im Zellkern

Zahlt man nur die als Satelliten bezeichneten, auBerhalb der Cluster liegenden AgNORs im Zell-
kern, zeigen sich folgende Werte: Keiner (0 %) der benignen Erglsse (n=40) zeigte in seinen
reaktiven Mesothelzellen eine Anzahl von AgNORs im Zellkern >2,50 (Mittelwert 1,63
AgNORs/Zellkern (1,06-2,4)). Bei den Erglssen maligner Mesotheliome (n=51) zeigten sich im
Mittel 4,89 AgNORs/Zellkern (2,51-10,57), bei denen von Karzinosen (n=41) im Mittel 7,58
(2,55-25,76). Somit zeigten alle neoplastischen Ergiisse (100 %) eine Anzahl von AgNORs im
Zellkern >2,50. Es konnten an allen dieser Ergiisse (n=92) eine Malignitatsdiagnose gestellt

werden.
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Abbildung 4:  AgNOR-Analyse (Zahlung der Satelliten) von 132 Ergiissen maligner Mesothe-
liome, Karzinosen und reaktiver Veranderungen (n=Anzahl der
AgNORs/Zellkern)
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Andere Auswertungsvarianten:

Die anderen Auswertungsvarianten: Anzahl der Cluster, durchschnittliche Anzahl von AgNORs
in den Clustern, Gesamtzahl von AgNORs aller Cluster und Anzahl der Satelliten und der
Cluster (vorkommende AgNORs individuell gezahlt) ergeben keine gute Trennschérfe zwischen
reaktiven und neoplastischen Zellen in Ergussen. Da sich diese Ergebnisse schon friih abzeichne-

ten konnten wir im weitern Verlauf der Zadhlungen auf diese Varianten verzichten.

Mesotheliome Karzinosen Reaktive Mesothelien

Abbildung 5:  AgNOR-Analyse (Zahlung der Anzahl der Cluster) von 132 Ergissen maligner
Mesotheliome, Karzinosen und reaktiver Verdnderungen (n=Anzahl der
AgNORs/Zellkern)
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Abbildung 6:  AgNOR-Analyse (Zahlung der durchschnittlichen Anzahl der AQNORs in den
Clustern) von 90 Ergissen maligner Mesotheliome, Karzinosen und reaktiver
Veranderungen (n=Anzahl der AQNORs/Zellkern)
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Mesotheliome Karzinosen Reaktive Mesothelien

Abbildung 7:  AgNOR-Analyse (Z&hlung der Gesamtzahl der AgNORs aller Cluster) von 90
Ergissen maligner Mesotheliome, Karzinosen und reaktiver Veranderungen
(n=Anzahl der AQNORs/Zellkern)
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Abbildung 8:  AgNOR-Analyse (Zahlung der Cluster (vorkommende AgNORs individuell ge-
zahlt) und der Satelliten) von 90 Ergiissen maligner Mesotheliome, Karzinosen
und reaktiver Veradnderungen (n=Anzahl der AQNORs/Zellkern)

Von den Ergussen, die sich im Follow-Up als Mesotheliom-bedingt herausstellten (n=51), waren
rein zytodiagnostisch siebenundzwanzig Tumorzell-positiv, finfzehn dringend verdéchtig und
neun einer zweifelhaften Dignitat. Die unklaren Ergiisse konnten nun durch die adjuvante Me-
thode der AgNOR-Analyse als Tumorzell-positive Ergiisse gesichert werden. Die AgNOR-
Analyse eignet sich daher ausgezeichnet zur Identifikation weniger neoplastischer Zellen in Er-
gusssedimenten, insbesondere zur Abgrenzung einer reaktiven Mesothelhyperplasie von einem

malignen Mesotheliom.

Die Sensitivitat der AQNOR-Methode fur die Erkennung von Tumorzellen im Erguss entspricht

100 %. Die Spezifitat, als auch positiver sowie negativer VVorhersagewert entsprechen 100 %.
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Abbildung 9:  Erguss mit Zellen einer Karzinose nach AgNOR-Férbung (Objektiv 100-fach).
Die AgNORs liegen vorwiegend als Satelliten, selten als kleine Cluster im Zell-

kern vor.

Abbildung 10: Entziindlicher Erguss mit reaktiven Mesothelzellen nach AgNOR-Farbung (Ob-
jektiv 100-fach). Die AgNORs liegen als Cluster und Satelliten im Zellkern vor.
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Abbildung 11: Erguss mit einem Verband von Zellen eines malignen Mesothelioms nach
AgNOR-Farbung (Objektiv 100-fach). Die AgNORs liegen als Cluster und Sa-
telliten im Zellkern vor.
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4 Diskussion

4.1 Konventionelle ergusszytologische Routinediagnostik

Bereits Spriggs und Boddington (1989) belegten, dass sich in der Literatur kaum methodisch
angemessene Studien Gber die Treffsicherheit der ergusszytologischen Diagnostik finden. Uber
einen Zeitraum von 25 Jahren fanden sich lediglich sechs Untersuchungen, die aufgrund ihrer
Fallzahl (n=159-2198, Mittelwert 1000) sowie ausreichender Daten zur Bestimmung der Sensiti-
vitat, der Spezifitat, der positiven und negativen VVorhersagewerte sowie der Zahl der diagnos-
tisch unklaren Félle verfugen. In den letzten 10 Jahren findet sich nur eine Studie (Nance et al.,
1991a), welche diese Voraussetzungen erfillt. Der Grund fiir die geringe Anzahl methodisch
befriedigender Studien ist, dass Autoren es seit einiger Zeit vorziehen, tber Untersuchungen mit
geringer Fallzahl, aber mit adjuvanten Methoden zu berichten, mit dem Ziel die diagnostische
Treffsicherheit zu erhéhen. Eine methodisch einheitliche Berichterstattung ist aber unerldsslich,

um Ergebnisse verschiedener Studien miteinander vergleichbar zu machen.

Ein relevanter Aspekt der Evaluierung der diagnostischen Treffsicherheit der Ergusszytologie ist
der ,,Goldene Standard“. Er sollte im Idealfall das detaillierte histologische und/oder klinische
Follow-Up der Patienten sein. Leider wird dieses in der Literatur unterschiedlich gehandhabt.
Spriggs und Boddington (1989) bemerkten, dass oft die ,,endgltige Diagnose* abhangig ist von
der zytologischen, deren Treffsicherheit gerade Gberprift wird. Wenn die histologische Verifi-
zierung unter Umstanden verlangt wird, wirden die meisten Patienten ohne Tumoren von der
Evaluierung ausgeschlossen. Viele Autoren berichten nicht dartiber, nach welchem Standard sie
die Richtlinien ihrer zytologischen Diagnosen bewertet haben. In unserer Studie wurde die Kor-
rektheit zytopathologischer Diagnosen anhand der eingesehenen Krankenakten Uberpruft. Dabei
wurden die jeweils letzten klinischen Informationen herangezogen, es sei denn, eine histologi-

sche Bestatigung wurde friher erhalten.
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Nach den Definitionen von Spriggs und Boddington (1989) sollten methodisch adéquate Studien,
welche (ber die diagnostische Treffsicherheit der Ergusszytologie berichten, folgende Mal3zah-

len enthalten.:
Sensitivitat

Der Prozentsatz der gemal Goldstandard tumorzellhaltigen Erglisse, welcher korrekt als solcher

erkannt worden ist (n=richtig positiv/n=alle Tumorfélle).
Spezifitat

Der Prozentsatz der gemall Goldstandard tumorzellfreien Ergiisse, welcher korrekt als solcher

erkannt worden ist (n=richtig negativ/n=alle Falle ohne Tumor)
Positiver Pradiktionswert

Der Prozentsatz, in dem eine Diagnose des Nachweises von Tumorzellen gemall Goldstandard

korrekt ist (n=richtig positiv/n=alle positiven Diagnosen).
Negativer Pradiktionswert

Der Prozentsatz, in dem eine Diagnose des Fehlens von Tumorzellen geméal3 Goldstandard kor-

rekt ist (n=richtig negative/n=alle negativen Diagnosen).

Wir stimmen mit diesen Autoren tberein, dass die meisten Unterschiede in den berichteten
Treffsicherheiten zwischen den verschiedenen Studien Unterschiede in der Berichterstattung
reflektieren. Alle Autoren haben falsch-positive Diagnosen als ernst zunehmende Fehler betrach-
tet. Sie sind jedoch unterschiedlich mit der Kategorie der zytologisch zweifelhaften oder ver-
déachtigen Félle umgegangen. Einige Autoren benutzen diese Kategorie flir Proben, bei denen sie
fast sicher sind, dass darin maligne Zellen vorliegen. Bedrossian (1994) unterscheidet zwischen
»Zytologisch unklaren — wahrscheinlich gutartigen” und ,,zytologisch unklaren — wahrscheinlich
bosartigen” Proben. Wir benutzen die Begriffe ,bdsartige Zellen sind nicht auszuschlie3en*
(=zweifelhaft) und ,bosartige Zellen sind wahrscheinlich® (=dringender Verdacht) flr solche
Diagnosen (Bocking und Freudenberg, 1998a). Mit diesen beiden Kategorien werden unter-

schiedliche Wahrscheinlichkeiten des Vorliegens von Tumorzellen beschrieben.
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4.2 Ergusszytologie in der Routinediagnostik unter Anwendung

adjuvanter Methoden

1994 wurde am Institut fir Cytopathologie der Heinrich-Heine-Universitat die Treffsicherheit
der ergusszytologischen Diagnostik zum ersten Mal ausgewertet. Danach wurden aufgrund der
hohen Sensitivitaten und Spezifitdten der immunzytochemischen Anfarbung maligner epithelia-
ler Zellen in Ergussen (Ber-EP4-Positivitit) sowie der DNA-Bildzytometrie (DNA-
Aneuploidie), wie in mehreren Studien gezeigt werden konnte, diese beiden Methoden an unkla-
ren Ergussen in den letzten Jahren in der Routinediagnostik zunehmend integriert. Dies geschah
einerseits zur Abklarung der Dignitéat zytologisch unklarer Ergiisse zum anderen zur Differenti-
aldiagnose (Mesotheliom/Karzinose) an Tumorzell-positiven Ergissen. Im Jahr 1997 wurde eine
erneute Statistik aufgestellt, um eine verbesserte Treffsicherheit der Ergusszytologie durch den

Einsatz adjuvanter Methoden zu belegen (Motherby,1999).
4.3 Nukleolus Organisierende Regionen (AgNORS)

Als wesentliche Kriterien zur Erfassung der proliferativen Aktivitat einer Zelle bzw. eines Tu-
mors hat sich nicht nur die AgNOR-Zahl, sondern auch deren Grofe, Farbintensitat und die Ver-
teilung der Silberniederschldge in Zellkernen herausgestellt. Untersuchungen an zytologischen
Ausstrichen zeigten, dass die Bestimmung der Gesamt-AgNOR-Flache im Zellkern der Auszéh-
lung einzelner AgNOR-Partikel angeblich Uberlegen ist (Rischoff, 1992). In anderen Studien
werden z.B. alle AQNOR-Punkte innerhalb und auf3erhalb (Satelliten) des Nukleolus zusammen-
gezéhlt (Carrillo et al., 1994) oder einzeln gezahlt und zueinander und zur Gesamtzahl der
AgNORs in Beziehung gesetzt (Shechtman et al., 1998). Wiederum ein anderer Autor (Okamura
et al. 1998) berechnet die Prozentsatze der Kerne mit 1, 2, 3, 4 oder >4 AgNORs. Bigras et al.,
1996, zeigte, dass AgNORs ausschliel3lich in Ki67-positiven Zellen prognostisch relevant sein
sollen. Die Empfehlung, AQNORSs nur in proliferierenden Zellen zu zéhlen, kann nur fur ein Ma-
lignitatsgrading sinnvoll sein, da bei Fragen der Dignitat wahrscheinlich meist Populationen mit

zu geringer Proliferation vorliegen, so dass man zu wenige Zellen zum Auswerten vorfande.

Koker et al. (1991) berichten, dass nach der Silber-Farbung die NORs als tief braune oder
schwarze Punkte in unterschiedlicher Anzahl und GroRe innerhalb der Nuklei erscheinen, welche
eine gelbliche bis gelblich-braune Farbe mit scharfen Konturen aufweisen. Dieses Erscheinungs-
bild entspricht genau unseren Beobachtungen. Wolonski et al. (1998) entdeckten, dass generell
maligne Mesotheliome eine hohere Anzahl von AgNORs pro Zelle aufweisen, die Ergebnisse

der AgNOR-Auszihlungen zeigen jedoch eine groBe Uberlappung zwischen einzelnen Werten
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bei den benignen und malignen Zellpopulationen. Carrillo et al. (1994) berichten Gber Uberlap-
pungen zwischen einzelnen Ergebnissen in jeder zytologischen Kategorie. Wir konnten im Ge-
gensatz zu Carrillo et al. eine eindeutige Trennung zwischen benignen und malignen Zellen in
Ergussen erzielen. Trevisan et al. (1993) behauptet, dass die AQNOR-Methode keine 100 %-ige
Sicherheit geben kann, die Ergebnisse seien jedoch leicht zu reproduzieren und kostengunstig.
Derenzini et al. (1989) untersuchten mittels der Bildanalyse die AQNORs und fand heraus, dass
die Verteilungsmuster der Interphasenkerne eine eindeutige Unterscheidung zwischen neoplasti-
schen und reaktiven Zellen aus menschlichen Erglissen ergaben. Andere Arbeiten berichten tber
erhebliche Uberlappungen in der AJNOR-Anzahl bei benignen und malignen Ergiissen (Aides et
al., 1988 und Colechia et al., 1991).

An histologischen Schnitten ist die diagnostische Auswertung von AgNOR-Haufigkeiten oder
-Flache erheblich erschwert, da es zu schnittbedingte Substanzdefekten der Kerne von im Einzel-
fall unbekannter GréRRe kommen kann. Dadurch entsprechen die pro Zellkernabschnitt gezahlten
AgNORs nicht der wahren Zahl pro Zellkern. Damit man Unterschiede zwischen den Zellen
finden kann, missen eine grof’e Anzahl von Zellkernen ausgezahlt werden. Bei der diagnosti-
schen Auswertung an zytologischem Material kommt es nicht zum Auftreten einer solchen Pro-
blematik, da alle sichtbaren Zellkerne vollstandig erhalten bleiben. Die in der Zytologie pro Zell-
kern ermittelten AgNOR-Zahlen entsprechen den tatséchlichen, und bieten daher verlasslichere
Werte als jene der Histologie. Daraus resultierend muss eine geringere Zellzahl ausgewertet
werden, um diagnostisch relevante Unterschiede zwischen verschiedenen Populationen zu fin-

den.

Wir konnten eine 100 %-ige eindeutige Trennung zwischen reaktiven und neoplastischen me-
sothelialen Zellen erzielen, indem wir alle AQNORs im Zellkern quantitativ erfassten und dabei
die AgNOR-Cluster jeweils nur als einen Punkt und dazu die Satelliten z&hlten. Zuvor wurden
verschiedene andere Auswertungsmaoglichkeiten durchgespielt. Es wurde die gesamte AgNOR-
Zahl pro Zellkern ermittelt und dabei das Cluster soweit als mdglich in einzelne AQNORs aufge-
gliedert und mit Satelliten zusammengezéhlt. Weiterhin wurden nur die Satelliten isoliert ge-
zahlt. Daruber hinaus wurden die Cluster ndher untersucht: Anzahl der Cluster, Anzahl einzelner
AgNORs der Cluster im Zellkern zusammengezéhlt, Anzahl der AQNORs pro Cluster. Wahrend
die verschiedenen Auswertungen der Cluster keine gute Trennung zwischen benignen und neo-
plastischen Zellen ermdéglichten, zeigte die Zahlung der Satelliten ebenfalls eine gute Trennung.
Da es jedoch biologisch nicht sinnvoll erscheint, die Cluster bei der Auswertung zu vernachlés-

sigen, ist diese Auswertungsmethode nicht zu empfehlen.
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In unseren Untersuchungen konnten wir in allen Ergussen von maligenen Mesotheliomen und
von Karzinosen mehr als > 4,4 AgNORs pro Zellkern finden. In keinem der Ergiisse ohne Tu-
morzellen lielen sich dagegen solche Werte nachweisen. Damit wurde ein Schwellenwert ge-
funden mit einer Sensitivitat der AQNOR-Analyse zur Detektion von Malignitat von 100 % und
einer Spezifitat zur Erkennung von Benignitat von ebenfalls 100 %. Positiver und negativer \VVor-
hersagewert betrugen gleichfalls jeweils 100 %. Es ist also mit der AgNOR-Untersuchung eine

eindeutige Trennung zwischen reaktiven und neoplastischen Zellen in Ergussen moglich.

Die Tatsache, dass mittels der AQNOR-Analyse maligne Mesotheliomzellen nicht nur in sicher
Tumorzell-positiven Erglssen (n=27) maligner Mesotheliome (n=51), sondern auch in allen zy-
tologisch zweifelhaften (n=9) und dringend tumorverdachtigen Ergiissen (n=15) sicher zu identi-
fizieren waren, belegt, dass die Methode in der Lage ist, die Treffsicherheit der Ergusszytologie
zur Diagnostik maligner Mesotheliome wesentlich zu steigern. Wir konnten demnach in 24 von
51 Fallen mittels der AgNOR-Analyse eine sichere Tumordiagnose stellen, obwohl zytologisch
nur ein Verdacht ausgesprochen werden konnte. Daraus l&sst sich eine Erhéhung der Sensitivitéat

der zytologischen Mesotheliomdiagnostik an Ergiissen um 47 % ableiten.

Mittels der AQNOR-Analyse ist man jedoch nicht in der Lage zwischen malignen Zellen unter-
schiedlicher Herkunft zu differenzieren. Auch wenn die Zahl der AQNORs pro Zellkern flr Kar-
zinosen im Mittel etwas hoher liegen als fir Mesotheliome, ist eine eindeutige Differenzierung

im Einzelfall nicht moglich.

Bei weiteren Untersuchungen konnten wir feststellen, dass es keinen direkten Zusammenhang
zwischen den Tumorstadien der mittels AGNOR-Analyse untersuchten und diagnostizierten Me-

sotheliome und deren Mittelwerten gibt.

Es gibt bereits Arbeiten, in denen die AQNOR-Ergebnisse mit dem DNA-Ploidiestatus der Zell-
kerne, gemessen mittels der DNA-Flow-Zytometrie, korreliert wurden (Huang et al., 1994; Car-
rillo et al., 1994). Huang et al. (1994) folgerte, dass DNA-aneuploide Malignome (Mesotheliome
und Karzinosen) hohere AQNOR-Werte aufwiesen als diploide. Auch wenn die DNA-Zytometrie
dabei keinen zusatzlichen Beitrag zur Dignitatsklarung liefert, gibt das Erfassen von zwei unab-
hangigen Markern eine grolRere diagnostische Sicherheit. Besondere Bedeutung kommt den
AgNORs bei der Unterscheidung reaktiver von neoplastischen Mesothelzellen zu. Hier versagt
die DNA-Zytometrie oft, da in Zellen aus malignen Mesotheliomen (DNA-Stammlinien- oder
Einzelzellaneuploidie nur in 58,5 % nachweisbar sind (Motherby et al., 1998)). Die Immunzyto-
chemie kann diese Differenzierung bisher nicht leisten, da sie nur dignitatsunabhéngige Diffe-

renzierungsmerkmale der Zellen nachweist (Motherby, 1999). Die AgNOR-Analyse ist demnach
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als einzige Methode in der Lage, auch wenige Mesotheliomzellen durch eine erhéhte mittlere
Zahl von AgNORs pro Zellkern zu identifizieren. Es ist also beim geringsten zytologischen Ver-
dacht auf das Vorliegen von Mesotheliomzellen im Erguss immer eine AQNOR-Analyse durch-
zufithren, um so ein Mesotheliom mdglichst friinzeitig zu erfassen. Die Uberlebenschancen von
Patienten mit diesem bdsartigen Tumor sind, wie bei anderen Krebsen auch, erheblich vom Sta-

dium abhangig in welchem die Erkrankung erstmals diagnostiziert und behandelt wurde.

Diese Ergebnisse erdffnen nun neue Mdoglichkeiten flr eine treffsichere Mesotheliom-

Friherkennung, wie z.B. bei Risikopopulationen wie Asbestexponierten.
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5 Zusammenfassung

Die Sensitivitat der konventionellen ergusszytologischen Diagnostik ist mit ca. 58 % im Litera-
turdurchschnitt unbefriedigend. Die Spezifitat betragt ca. 97 %. 5 % der zytologischen Diagno-
sen sind im Mittel zweifelhaft oder nur dringend verdachtig auf Tumorzellen. Die Fahigkeit der
Zytodiagnostik, zwischen primdren und sekundaren Tumoren der serésen Haute zu unterschei-

den, ist bisher gering (Spriggs und Boddington, 1989).

Die klinischen Konsequenzen der bisher unbefriedigenden Treffsicherheit fur die betroffenen
Patienten konnen eine verzigerte Diagnose mit oft unndtigen, invasiven und teuren weiteren
Untersuchungsverfahren sein, sowie inadaquate oder unterbliebene Therapien, ggf. auch verpass-
te Anerkennungen von Berufskrankheiten (insbesondere bei Mesotheliomen). Eine sensitive

Frihdiagnose des malignen Mesothelioms an Ergussfliissigkeiten ist bisher nicht moglich.

Eine Verbesserung der diagnostischen Treffsicherheit der Ergusszytologie ist daher dringend
notwendig. In dieser Arbeit ist die adjuvante Methode der AgNOR-Analyse auf ihre Eignung
zum Nachweis maligner Zellen in Ergiissen und zur Differentialdiagnose verschiedener Primar-

tumoren untersucht worden.

Es wurden 132 Ergusse, darunter 51 bei Mesotheliomen, 41 bei Karzinosen und 40 bei benignen
Ergussen, mit der AgNOR-Analyse untersucht. Diese vermochte zwischen reaktiven und neo-
plastischen Mesothelzellen mit einer Sensitivitét, Spezifitat, positivem und negativem Vorhersa-
gewert von jeweils 100 % zu unterscheiden. Man ist jedoch nicht in der Lage zwischen malignen
Zellen unterschiedlicher Herkunft zu differenzieren, auch wenn die Zahl der AQNORs pro Zell-

kern fur Karzinosen im Mittel etwas hoher liegt als fir Mesotheliome.

Die AgNOR-Analyse scheint mit 100 % die hochste Sensitivitat zur Detektion neoplastischer
Zellen in diagnostisch zweifelhaften Ergiissen zu haben. Aus diesen Ergebnissen resultierend
kann man behaupten, dass der Einsatz der AQNOR-Analyse in Ergussen der serdsen Kdrperhoh-
len als adjuvante Methode einen wertvollen, klinisch relevanten Beitrag zur Verbesserung der

Treffsicherheit der zytologischen Diagnostik in der taglichen Routine leisten kann.

Einen weiteren Beitrag zur Erhohung der Treffsicherheit der Ergusszytologie kann der Kliniker
leisten, indem er groRere Volumina (50-100ml) als bisher tblich bzw. mehrere Proben, einsen-
det.
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Abstract

Verbesserung der Treffsicherheit der Ergusszytologie mittels AQNOR-Analyse
als adjuvante Untersuchungsmethode

Vorgelegt von Brinja-Lara Rohn

Die Sensitivitat der konventionellen ergusszytologischen Diagnostik ist mit ca. 58 % im Litera-
turdurchschnitt unbefriedigend. Die Spezifitat betragt ca. 97 %. 5 % der zytologischen Diagno-
sen sind im Mittel zweifelhaft oder nur dringend verdachtig auf Tumorzellen. Die Fahigkeit der
Zytodiagnostik, zwischen priméren und sekundaren Tumoren der serésen Haute zu unterschei-
den, ist bisher gering (Spriggs und Boddington, 1989). Die klinischen Konsequenzen der bisher
unbefriedigenden Treffsicherheit fir die betroffenen Patienten kdnnen eine verzdgerte Diagnose
mit oft unnétigen, invasiven und teuren weiteren Untersuchungsverfahren sein, sowie inaddquate
oder unterbliebene Therapien, ggf. auch verpasste Anerkennungen von Berufskrankheiten (ins-
besondere bei Mesotheliomen). Eine sensitive Friihdiagnose des malignen Mesothelioms an Er-
gussflissigkeiten ist bisher nicht moglich.

Eine Verbesserung der diagnostischen Treffsicherheit der Ergusszytologie ist daher dringend
notwendig.

In dieser Arbeit ist die adjuvante Methode der AQNOR-Analyse auf ihre Eignung zum Nachweis
maligner Zellen in Erglssen und zur Differentialdiagnose verschiedener Primédrtumoren unter-
sucht worden.

Es wurden 132 Ergusse, darunter 51 bei Mesotheliomen, 41 bei Karzinosen und 40 bei benignen
Ergissen, mit der AQNOR-Analyse untersucht. Diese vermochte zwischen reaktiven und neo-
plastischen Mesothelzellen mit einer Sensitivitat, Spezifitat, positivem und negativem Vorhersa-
gewert von jeweils 100 % zu unterscheiden. Man ist jedoch nicht in der Lage zwischen malignen
Zellen unterschiedlicher Herkunft zu differenzieren, auch wenn die Zahl der AQNORs pro Zell-
kern fir Karzinosen im Mittel etwas hoher liegt als fir Mesotheliome.

Die AgNOR-Analyse scheint mit 100 % die hochste Sensitivitat zur Detektion neoplastischer
Zellen in diagnostisch zweifelhaften Ergiissen zu haben. Aus diesen Ergebnissen resultierend
kann man behaupten, dass der Einsatz der AQNOR-Analyse in Ergussen der serdsen Kérperhoh-
len als adjuvante Methode einen wertvollen, klinisch relevanten Beitrag zur Verbesserung der
Treffsicherheit der zytologischen Diagnostik in der taglichen Routine leisten kann.

Einen weiteren Beitrag zur Erhohung der Treffsicherheit der Ergusszytologie kann der Kliniker
leisten, indem er gréRere Volumina (50-100 ml) als bisher tblich bzw. mehrere Proben, einsen-
det.
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