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DNA-Zytometrie und Automation in der klinischen Diagnostik'
DNA-Cytometry and Automation in Clinical Diagnostics

A. B6ckING?

Summary

The biological basis for DNA-cytometric assistance in the diagnostic evaluation of dysplasias and
borderline lesions is «chromosomal aneuploidy» as a marker for neoplasia. The detection of its equiva-
lent in DNA~cytometry («DNA-aneuploidy») may be taken as a marker for neoplastic transformation.
Examples for the DNA-cytometric detection of prospective malignancy are reported for cervical dys-
plasias, myelodysplasias and borderline cystadenomas of the ovary. Further examples are given for
diagnostic assistance in the cytological detection of malignant cells in touch preparations from soft
tissue and bone tumours and in urine samples. The basis for kDN A-grading» of malignancy is the fact
that the modal chromosomal aneuploidy and its variability in many tumours correlate with the patients
prognosis. The prognostic validity of their DNA-cytometric equivalents (modal DNA-ploidy =
stemline-ploidy and 2¢ Deviation Index resp.) are demonstrated for chronic myelogenous leukemias
and urinary bladder cancers. Other DNA-cytometric parameters may also be prognostically valid.
Data, concerning the prognostic relevance of DN A-cytometry are known for at least 18 different tu-
mour sites. The reproducibility of «<DNA-grading» of malignancy is high as compared with subjective
morphological grading systems. Modern technological equipment for Feulgen-staining and interactive
DNA-measurements for diagnostic purposes is described.

Gemif Beschlufl einer «Task Force» der Internationalen Akademie fiir Zytologie und der
American Society of Cytology on «Standardisation of Quantitative Methods in Diagnostic
Pathology» auf der Conference on «The Computerized Cytology and Histopathology La-
boratory» vom Mirz 1990 in Chicago ist unter den messenden diagnostischen Verfahren
ausschliefilich die DNA-Zytometrie fiir die klinische Anwendung empfohlen worden. Die
Griinde hierfiir sind die folgenden:

1. Die DNA-zytometrische Diagnostik hat in der Tumor-Zytogenetik eine theoretisch-bio-
logische Grundlage, ist also nicht reine Empirie.

2. Die Methode ist hinreichend standardisiert und reproduzierbar (interner Eichstandard
meist vorhanden, Feulgen-Firbung).

3. Benutzerfreundliche Mefgerite fiir Durchflufl- und Einzelzellzytometrie sind im Markt.

4. Objektive Interpretationsalgorithmen stehen zur Verfiigung.

Tab. 1: DNA-Zytometrie als diagnostische und prognostische Hilfe bei extragenitalen Tumoren. Be-
wertung ihrer Leistungsfihigkeit in der klinischen Praxis fiir Neoplasie-Diagnose, Malignitits-Grading
und Therapie-Monitoring bei verschiedenen Tumoren durch die «Task Force on Standardization of
Quantitative Methods in Diagnostic Pathology» auf der «International Conference on the Computer-
ized Cytology and Histopathology Laboratory», 24. bis 27. Mirz 1990 in Chicago.

Neoplasie- Malignitits-  Therapie-

Diagnose grading Monitoring
Prostatakarzinom - + +
Lungenkrebs
(nicht kleinzellig) + + -
Urothelkarzinom + + +
Dickdarmkarzinom - + _
Brustkrebs - + -

! IfVIlit Unterstiitzung durch den Minister fiir Wissenschaft und Forschung des Landes Nordrhein-West-
alen.

2 Institut fiir Pathologie an der Rheinisch-Westfalischen Technischen Hochschule Aachen.
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Abb. 1: Karyogramm einer Tumorzelle aus einem papilliren Nierenzellkarzinom Grad 1 mit Trisomie
7 und 17 (Photo Dr. Fiizesi, Pathologie Aachen).

5. Ausreichende Studien zur diagnostischen und prognostischen Validierung der DNA-
Mefidaten liegen fiir die meisten Tumoren vor.

Die «Task Force» unterscheidet in der Anwendung der DNA-Zytometrie zwischen «Pres-
ence of Neoplasia», «Grading of Malignancy» und «Therapy Monitoring» und halt den kli-
nischen Einsatz fiir die in Tab. 1 markierten extragenitalen Tumoren fiir gerechtfertigt.

Die DNA-zytometrische Diagnostik hat folgende biologische Grundlagen: Aneuploidie,
welche von den iibrigen Kérperzellen abweicht, gilt international als harter Marker fiir neo-
plastisch transformierte Zellen. Darunter versteht man numerische und/oder strukturelle
Chromosomenaberrationen (Abb. 1). Das bedeutet, dafl der Nachweis von Aneuploidie in
Zellen einer Dysplasie oder einer borderline lesion die eindeutige Diagnose einer Neoplasie
zuliflt. Damit kommt der Aneuploidienachweis als Diagnosehilfe in Grenzfillen der Digni-
titsdiagnostik in Frage, wobei nur der positive Aneuploidienachweis beweisend ist. Ein feh-
lender Nachweis von Aneuploidie schliefit Neoplasie dagegen nicht aus. Malignitit kann bei
Nachweis von Aneuploidie nur dann angenommen werden, wenn entweder kein gutartiger
Tumor differentialdiagnostisch in Frage kommt oder das Ausmaf} der Aneuploidie fiir Mali-
gnitit im konkreten Fall beweisend ist. Ein Aneuploidie-Nachweis mittels Chromosomen-
analyse nach Zellkultur ist aber zu zeitaufwendig und teuer. Auflerdem ist es meist unmog-
lich, die relevanten Zellen, z.B. einer Dysplasie, in Kultur zu bringen. Wenn es aber
méglich ist, das Aquivalent chromosomaler Aneuploide DNA-zytometrisch zu erfassen,
dann 148t sich Neoplasie auch mit diesem Verfahren diagnostizieren.

Chromosomale Aneuploidie ist ein Phinomen der einzelnen Zelle. Wenn sie gering ausge-
prigt ist, wie z.B. bei Trimosie 7 und 17, typisch fiir papillire Nierentumoren (Abb. 1),
kann sie DNA-zytometrisch an der Einzelzelle nicht nachgewiesen werden, da die Zunah-
me an DNA pro Zellkern nur ca. 4,3% betrigt, entsprechend 2,08c. Eine derart geringe
Abweichung des Zellkern-DNA-Gehaltes kann aber durch Messung von hunderten von
Zellen bewiesen werden, wenn man ihre Mefwerte statistisch mit denen von individual-
und gewebespezifischen Referenzzellen vergleicht. Sofern sich ein statistisch signifikanter
Unterschied nachweisen 138t, kann DNA-Aneuploidie angenommen werden. Wir bezeich-
nen dieses Vorgehen als «Stammlinien-Interpretation» von DNA-Aneuploidie (SANDRITTER
und Cart, 1966; Okacakl und Izuo, 1978; Fu et al., 1981) (Abb. 2). Damit lassen sich auch
geringe chromosomale Aneuploidien in einer groflen Zahl von Zellen nachweisen. Durch
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Abb. 2: Schematische Darstellung der «Stammlinien-Interpretation» von DNA-Aneuploidie anhand
eines Histogramms. Geeignet fiir die DN A-zytometrische Detektion geringer chromosomaler Aneu-
ploidien in einer Vielzahl von Zellen; auch in Geweben mit Polyploidisierung. RZ = Referenzzellen,
DZ = Diagnosezellen (Tumorzellen), SD = Standardabweichung der Referenzzellpopulation.

Ausgrenzung der Bereiche um 4c, 8¢, 16¢ ist auch ein DNA-Aneuploidienachweis in poly-
ploidisierenden Geweben (z. B. Urothel, Mesothel, Hepatozyten) méglich. Dieser Interpre-
tationsmodus von DNA-Aneuploidie ist sehr spezifisch, aber relativ insensitiv, da sehr viele
Zellen mit den charakteristischen Aneuploidien vorliegen miissen, was meist in Proben von
Dysplasien oder borderline lesions nicht der Fall ist. Wenige, aber im Prinzip fiir Malignitit
beweisende Zellen (rare events) entgehen diesem Interpretationsmodus.

Aus dem Gesagten folgert, dafl auch einzelne Zellen DNA-zytometrisch als aneuploid er-
kannt werden kénnen. Da DNA-Gehalte bis 4c normalen G2/M-Phase-Zellen entsprechen
kénnen und ein methodischer Fehler einkalkuliert werden muf, hat sich eine Ploidie > 5¢
empirisch als diagnostisch relevant erwiesen (PLOEM-ZAAIER et al., 1975; BSckiNG, 1983;
HEeMsTREET et al., 1983). Dabei ist nicht der Prozentsatz an Zellen > 5c entscheidend, er
kann subjektiv bei der Messung leicht beeinflufit werden, sondern ihr absolutes Vorkom-
men. Das heifdt, dafl Zellen mit einem DNA-Gehalt > 5c in einem Priparat zur Dignitits-
diagnose gesucht werden diirfen. Der Index heifit 5¢ Exceeding Events (5¢cEE)) (B&ckING,
1990). Wir bezeichnen dieses Vorgehen als «Einzelzell-Interpretation» von DNA-Aneuplo-
idie (Abb. 3). Dieses Vorgehen ist nur bei Geweben ohne euploide Polyploidisierung sinn-
voll (z. B. Plattenepithelien). Damit lassen sich gréfiere chromosomale Aneuploidien nach-
weisen, die aber nur in sehr wenigen Zellen nachweisbar sein miissen. Dieser
Interpretationsmodus ist vergleichsweise unspezifisch, aber sehr sensitiv. Beide Methoden
der diagnostischen DNA-Dateninterpretation sind korrekt. Sie sollten daher kombiniert
werden, da sie sich in ihrer Sensitivitit und Spezifitit erginzen.

Bevor Beispiele klinisch-diagnostischer Anwendung dargestellt werden, sei die heutige
Technologie der diagnostischen DNA-Zytometrie kurz umrissen. Die auch von der IAC fiir
die DNA-Einzelzell-Zytometrie empfohlene Feulgen-Firbung kann, irrespektive der Vorfi-
xation oder Vorfirbung, nach einer Nachfixation mit gepuffertem 4 %igem Formaldehyd,
standardisiert und reproduzierbar iiber Nacht mit einer dafiir konstruierten Version eines
kommerziellen Firbeautomaten (Shandon Varistain F) durchgefithrt werden (CHATELAIN et
al., 1989). Als Materialien eignen sich Zellausstriche, Abtupf- oder Sedimentationspriparate,
die auch Jahre alt und bereits eingedeckt sein konnen. Auch aus archivierten, formalinfixier-
ten, in Paraffin eingebetteten Geweben lassen sich mittels enzymatischer und mechanischer
Zellvereinzelungsverfahren (DELGADO et al., 1987) Zellen zur Messung isolieren. Unter ge-
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Abb. 3: Schematische Darstellung der «Einzelzell-Interpretations von DNA-Aneuploidie anhand eines
Histogramms. Geeignet fiir die DNA-zytometrische Detektion grofler chromosomaler Aneuploidien
in einer geringen in nicht polyploidisierenden Geweben. RZ = Referenzzellen, DZ = Diagno-
sezellen (Tumorzellen), 5cEE = 5c Exceeding Rate. :

wissen Einschrinkungen ist auch die DNA-Messung an Gewebsschnitten erlaubt (Schnitt-

dickenkorrektur notwendig, gréflere Meflwertstrevung beriicksichtigen).

Die DNA-Durchfluflzytometrie hat den Vorteil, tausende von Zellen in wenigen Minu-
ten messen zu kdnnen und damit eine prizise Bestimmung des Ploidiewertes der Stammlinie
zu ermdglichen. Sie weist fiir Pathologen aber folgende entscheidende Nachteile auf:

1. Es besteht keine Kontrolle iiber die real gemessenen Zellen. Ob beispielsweise ein 2c-
Gipfel in einer Gewebsprobe aus der Harnblase Bindegewebszellen oder Tumorzellen
entspricht, bleibt ohne immunologische Zusatzuntersuchungen ungeklirt.

2. Wegen der unteren Aufldsungsgrenze von etwa 1% sind in der Probe selten vorkom-
mende Zellen (rare events), wie z. B. Myeloblasten bei CML im Blut, nicht separat zu
messen.

3. Fine gezielte Messung vorher morphologisch klassifizierter, z.B. dysplastischer oder
Hodgkin-Zellen ist nicht méglich.

4. Fine wiederholte Messung von Zellen (z.B. zur Qualititskontrolle) ist ebenfalls nicht
méglich.

Die gnllodeme interaktive DNA-Zytometrie erfolgt mit TV-Bildanalysesystemen, die mit
einem Mikroskop kombiniert sind (DNA-Bildzytometrie) (Abb. 4). Die Auswahl der nach
Feulgen umgefirbten Zellen zur Messung erfolgt durch den Pathologen am Bildschirm
durch Markierung mit einem Curser. Das TV-System «erkennt» sodann diese Zellkerne und
bestimmt ihre integrierte optische Dichte. Durch Vergleich mit den Werten der im Priparat
meist vorhandenen Referenzzellen (Lymphozyten, Granulozyten, normale Epithelzellen)
kann der DNA-Wert in ¢ angegeben werden (Abb. 5). Eine derartige Zellkernmessung dau-
ert heute zwei bis drei Sekunden. Das Bildanalysesystem bietet diverse Hilfestellungen an,
um dicht beieinanderliegende oder sich berithrende Zellkerne separat messen zu kdnnen
oder um eine Vielzahl von Zellkernen pro Monitor simultan zu vermessen, bei gleichzeiti-
gem interaktiven Ausschluf} von Artefakten oder unerwiinschten Zellen. Dadurch sind in
technisch guten Priparaten (Leukdmien, Lymphome, Zellvereinzelungs- und Sedimenta-
tionspréparate) 300 Zellen in wenigen Minuten zu messen, wihrend fiir die gleiche Zellzahl
von Ausstrichpriparaten von Feinnadelpunktaten unter Umstinden eine Stunde veran-
schlagt werden mufl. Wegen der in letzter Zeit erzielten Beschleunigung des MefRablaufes
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Abb. 4: Interaktives Zytometriegerit MIAMED (Wild-Leitz, Wetzlar), bestehend aus (v. L. n. r.): auto-
matischem Mikroskop, interaktivem Monitor, elektronischer Maus, Drucker, Bildanalyse-Computer.

Abb. 5: Interaktiver Monitor des Bildanalysesystems MIAMED wihrend einer DNA-Messung (peri-
pherer Blutausstrich bei CML, Feulgen-gefirbt). DNA-Gehalte in c sind in die gemessenen Zellen ge-
schrieben. Am Monitorrand «Sensefelder» zur Steuerung des Meflablaufes durch den Untersucher.

kénnen daher mit der DNA-Bildzytometrie Zellmengen verarbeitet werden, die friiher der
Durchfluflzytometrie vorbehalten waren.

Unmittelbar nach Abschlufl der Messung wird ein Protokoll ausgegeben, welches alle re-
levanten DNA-Parameter ggf. samt diagnostischer Dateninterpretation und Histogramm
enthilt. Unter diagnostischer Dateninterpretation verstehen wir eine Analyse hinsichtlich
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des Vorliegens von DNA-Aneuploidie sowie die Angabe diagnostisch oder prognostisch re-
levanter Indices.

Der Qualititssicherung dienen eine interne Kontrolle der Giite der Referenzzellmessun-
gen (maximal zulissige Streuung), die Méglichkeit, Zellen mit verdichtigen DNA-Gehalten
zu relokalisieren und nachzumessen, sowie auf Artefakte verdichtige Messungen zu wieder-
holen (iiber die visuelle Kontrolle der abgespeicherten Bilder aller vermessenen Zellen).

Moderne Gerite weisen zudem Aspekte von Expertensystemen auf, da sie bei Bedarf not-
wendige Informationen abrufbar vorhalten (z. B. Literaturangaben, Entscheidungshilfen be-
ziiglich der Zulissigkeit einer diagnostischen DNA-Messung in Abhingigkeit vom Gewebe-
typ und sonstigen Erkrankungen oder Therapien). Einige Pathologen haben derartige
DNA-Messungen bereits routinemiflig zur Abklirung von Dysplasien und borderline-Fil-
len sowie zur Malignititsgradierung bei geeigneten Tumoren eingesetzt. Wir versenden das
Mef3protokoll zusammen mit einem erliuternden Brief im Sinne einer epikritischen Stel-
lungnahme, welche sich auf die morphologischen und DNA-zytometrischen Ergebnisse ge-
meinsam bezieht.

Fin Grund, warum in manchen friiheren Publikationen kein wesentlicher Beitrag der
DNA-Zytometrie zur Diagnostik der Dysplasien und borderline lesions gezeigt werden
konnte, ist darin zu suchen, dafl die Autoren versuchten, ihre DNA-Ergebnisse mit den si-
multan erhaltenen morphologischen Diagnosen zu korrelieren. Da Dysplasie aber keine
biologisch definierte Entitit darstellt, sondern eher dem Versagen morphologischer Krite-
rien entspricht, in Grenzfillen prospektive Malignitit erkennen zu lassen, war dieser Ansatz
nicht sinnvoll. Statt dessen erscheint es verniinftig, die <DNA-Diagnose» mit dem letztendli-
chen histologischen follow up der Patienten zu korrelieren. Die entscheidende Fragestel-
lung lautet also: Wurde im Bereich der Dysplasie spiter histologisch nachweisbare Maligni-
tit diagnostiziert? Die «DNA-Diagnose» muf} also am follow up validiert werden. Dies
impliziert, dafl zwischen der DNA-zytometrischen Diagnose von Aneuploidie und der hi-
stologischen Verifizierung der Malignititsdiagnose Monate oder wenige Jahre vergehen
kénnen. Mit anderen Worten: durch DNA-zytometrischen Nachweis von Aneuploidie
kann unter Umstinden eine Frithdiagnose von Malignitit gestellt werden.

Nachfolgend einige Beispiele aus der Literatur iiber den erfolgreichen Einsatz der DNA-
Zytometrie zur Diagnose von (prospektiver) Malignitit durch den Nachweis von DNA-An-
euploidie.

Dignitits-Diagnose

Im Zusammenhang mit dem Hauptthema dieser Tagung sei die Arbeit von AUFFERMANN
et al. (1988) erwihnt. Die Autoren untersuchten Knochenmarksausstriche von 17 Fillen
mit megaloblastirer Animie. Sie konnten 8 von 10 derjenigen Fille DNA-zytometrisch als
prospektiv maligne identifizieren, die innerhalb weniger Monate klinisch eine akute, nicht-
lymphoblastire Leukimie entwickelten. Falsch positive DNA-Diagnosen traten nicht auf.
Diagnostischer Marker war das Vorkommen von Zellen mit einem DNA-Gehalt > 5c.

BoLiManN (1990) untersuchte 134 Cervixabstriche mit geringer bis mittlerer Dysplasie
(Gruppe III D nach Papanicoraou). Mit einer Sensitivitit von 51,4 % konnte er DNA-zy-
tometrisch diejenigen Fille identifizieren, die sich im histologischen follow up als Carcino-
ma in sitw bzw. invasives Carcinom herausstellten. Falsch positive DNA-Diagnosen traten
nicht auf. Diagnostischer Marker war wiederum das Vorkommen von Zellen mit einem
DNA-Gehalt > 5¢ bzw. > 9c bei Abstrichen mit HPV-Infekt.

FreepLanDER und Mitarbeiter (1984) sowie DiETeL und Mitarbeiter (1985) benutzten die
DNA-Zytometrie, um unter den borderline-Tumoren des Ovars diejenigen zu identifizie-
ren, welche sich prospektiv maligne verhielten. Alle 42 nicht metastasierenden Fille zeigten
eine euploide DNA-Verteilung, wihrend die beiden Fille, welche spiter Metastasen aufwie-
sen, eine aneuploide DNA-Verteilung aufwiesen.

In der zytologischen Diagnostik fillt eine Dignititsentscheidung vielfach auch wegen
Mangels an Zellen und eindeutigen Malignititskriterien schwer. So ist z. B. eine Dignitits-
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entscheidung bei Feinnadelpunktaten von Weichteil- oder Knochentumoren und an Urin-
zytologien vielfach problematisch.

Sari et al. (1989) benutzte die interaktive DNA-Zytometrie, um an zytologischen Pripara-
ten von 69 Weichteiltumoren eine Dignititsdiagnose zu stellen. Diagnostischer Marker war
wiederum das Vorkommen von Zellen mit einem DNA-Gehalt > 5¢. Die DNA-Ergebnisse
wurden an den histologischen Diagnosen validiert. Mit einer Sensitivitit von 97,7 % konn-
ten die malignen Weichteiltumoren richtig als Neoplasien diagnostiziert werden, wihrend
keine falsch positiven Dignititsdiagnosen registriert wurden.

Drever et al. (1989) konnten an Tupfpriparaten alle untersuchten 12 aneurysmatischen
Knochenzysten als benigne und alle 25 untersuchten Osteosarkome als maligne iiber den
Nachweis von DNA-Aneuploidie identifizieren. MeLLIN et al. (1985) setzten die DNA-
Durchflufi-Zytometrie zur Malignitits-Gradierung von Knochentumoren ein.

Parry und HemsTREET (1983) verwendeten den Nachweis von Zellen mit einem DNA-Ge-
halt > 5c fiir eine Malignititsdiagnose an Urinzytologien von 523 Risikoprobanden. Wih-
rend die Sensitivitit der konventionellen Urinzytologie nur 56 % betrug, lief§ sich diese
DNA-zytometrisch auf 88 % steigern, wobei ein falsch positiver Fall auftrat.

Malignititsgrading

Wesentliches Problem der klassischen, subjektiven, histologischen oder zytologischen
Malignitits-Gradierungen ist ihre mangelhafte Reproduzierbarkeit. Objektivere, reprodu-
zierbarere und dennoch prognostich valide Gradierungs-Alternativen wiren fiir den klini-
schen Gebrauch wiinschenswert.

Aus der Zytogenetik ist bekannt, daf} bei vielen soliden Tumoren des Menschen das Aus-
mafl chromosomaler Aberrationen mit der Prognose der Krebspatienten korreliert (Hem
und MrTTELMAN, 1987). Auch fiir die CML ist bekannt, dafl Patienten mit chromosomalen
Anomalien, die iiber die Philadelphia-Translokation hinausgehen, eine schlechtere Progno-
se haben (BErnsTEIN, 1988).

PauweLs et al. (1988) zeigten z. B. fiir das Harnblasenkarzinom, dafl weniger die am hiu-
figsten vorkommenden Chromosomenanomalien (modal value) als vielmehr die Variabilitit
der beobachteten, verschiedenartigen Anomalien (range) prognostisch relevant sind. Diesen
Ergebnissen entsprechen seit ca. 20 Jahren Beobachtungen der DNA-Zytometrie der ver-
schiedensten Tumoren. Die «Task Force on Standardization of Quantitative Methods in
Diagnostic Pathology» der IAC hat im April 1990 in Chicago dementsprechend sowohl die
DNA-Ploidie der Tumorstammlinie {modal value) als auch die Variabilitit der DNA-Werte
um den normalen 2¢-Wert (2¢ Deviation Index) (B6ckmnG und AUFFERMANN, 1986) als pro-
gnostische Variablen fiir die Routineanwendung vorgeschlagen (Tab. 1). Die vor allem von
Durchflufizytometrikern vielfach getroffene Unterscheidung in «diploide» und «aneuplo-
ide» Tumoren wurde dagegen fiir prognostische Zwecke abgelehnt, da die meisten malignen
Tumoren zytogenetisch aneuploid sind, und es wahrscheinlich keine «diploiden» malignen
Tumoren gibt. Der Nachweis von DNA-Aneuploidie hingt vielmehr von der Prizision der
DNA-Messungen ab. Ein sogenannter «diploider» Tumor dokumentiert dagegen die Insuffi-
zienz der Mefimethode, chromosomale Aneuploidie nachzuweisen. Zu prognostischen
Zwecken muf vielmehr das Ausmafl der Aneuploidie quantifiziert werden. Algorithmi-
schen Interpretationen der DNA-Verteilung gibt die «Task Force» den Vorzug vor subjekti-
ven Interpreationen der DNA-Verteilung an Histogrammen. Letztere sind schlecht repro-
duzierbar und implizieren eine diskontinuierliche Klassierung, welche zytogenetisch und
biologisch keine Basis haben (Prrrzer et al., 1976).

Nachfolgend je ein Beispiel fiir die verschiedenen prognostischen Interpretationsmodi
DNA-zytometrischer Daten.

Bei der chronisch-myeloischen Leukidmie existiert bis heute kein Zellmarker, um Fille
mit langem Verlauf der chronischen Phase und langer Uberlebenszeit von solchen mit kur-
zem Verlauf der Krankheit abzugrenzen. Die Spanne der beobachteten Uberlebenszeiten
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Abb. 6: Kaplan-Maier-Uberlebenskurven von 64 Patienten mit chronisch-myeloischer Leukimie in
Abhingigkeit von der DNA-Stammlinie der Myeloblasten/Promyelozyten > bzw. < 2c (aus MULLER
et al., 1990).

liegt zwischen wenigen Monaten und 10 Jahren. Fiir den biologisch exakt zu terminieren-
den Finsatz einer Knochenmarkstransplantation ist das Wissen um die prospektive maligne
Potenz der Erkrankung entscheidend. MULLER et al. (1990) konnten bei 69 Fillen mit einem
klinischen follow up bis zu 10 Jahren DNA-zytometrisch sowohl durch Nachweis einer
Stammlinie > 2c als auch einer erhdhten «stemline shoulder fraction» Patienten mit signifi-
kant verkiirzter chronischer Phase und Uberlebenszeit identifizieren (Abb.6). Damit ist
DNA-zytometrisch eine Malignititsgradierung der CML gelungen, welche morphologisch
allein nicht méglich ist.

In der Therapie des Harnblasenkarzinoms ist ein reliables Malignititsgrading insbesonde-
re nach primirer Resektion oberflichlicher Tumoren gefragt, um objektive und valide Ent-
scheidungsparameter fiir das weitere Vorgehen zu erhalten («wait and see» versus Chemo-
therapie bzw. Harnblasenexstirpation). Das konventionelle histopathologische Malignitits-
grading nach Mostor1 (1973) weist eine mangelhafte interspezifische Reproduzierbarkeit auf
(Ooms et al., 1983). HorsTADTER et al. (1984) zeigten, dafl Urothelkarzinompatienten
mit «diploider» DNA-Stammlinie statistisch signifikant linger leben als solche mit «aneu-
ploider» DNA-Stammlinie. Auflerdem besteht eine enge Korrelation der DNA-Parameter
»Stammlinienquotient» und «Diploid Deviation Quotient» (Fossa, 1975) mit dem histologi-
schen Grading und der Infiltrationstiefe der Tumoren. Auch die Tumorrezidivrate und das
rezidivfreie Intervall korrelierten signifikant mit dem «Diploid Deviation Quotient». Dies
gilt auch fiir T1-Tumoren. Bei Patienten mit rezidivierenden oberflichlichen Harnblasen-
karzinomen fanden GusTarsoN et al. (1982) eine Tumorprogression nur fiir Patienten mit
<aneuploiden» DNA-Verteilungen. Bocking et al. (1990) untersuchten an 117 Harnblasen-
karzinom-Patienten vergleichend den prognostischen Einflufl von Tumor Staging (TNM),
histologischem Grading (MosToF: et al., 1973), subjektiver DNA-Histogrammklassifikation
nach Fossa (1975), mittleren DNA-Gehalt, DNA-Stammlinienunterscheidung in «diploid»
versus «aneuploid» und «<DNA-Malignititsgrading» (BockING und AUFFERMARN, 1986). Das
TNM-Staging wies die hochste Korrelation mit der Uberlebenszeit auf. In multivariaten Re-
gressionsanalysen nach COX (1972) stellte sich das histologische Grading als unabhingige
weitere Variable mit zweitbester Korrelation mit der Uberlebenszeit heraus. Wurde diese
Variable wegen ihrer unzureichenden interindividuellen Reproduzierbarkeit aus den Mo-
dellen gestrichen, so wurde der «DNA-Malignititsgrad» nach dem Staging als «zweitbeste»
unabhingige prognostische Variable in das Modell aufgenommen. Mit Hilfe dieses <DNA-
Malignititsgrading» war es méglich, drei Gruppen mit signifikant unterschiedlicher Uber-
lebenszeit zu unterscheiden (Abb. 7). Die subjektive Histogrammbklassifikation war ebenso
von minderer prognostischer Relevanz wie die einfach Unterscheidung zwischen «diploiden»
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Abb.7: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven von 117 Patienten mit Harnblasenkarzinomen in Abhingig-
keit von ihrem DNA-Malignititsgrad (aus BSCrING et al., 1990).

und «aneuploiden» Tumoren. Die interindividuelle Reproduzierbarkeit der «DINA-Maligni-
titsgradbestimmung» wurde fiir 20 verschiedene Tumoren untersucht und mit einem Kor-
relationskoeffizienten von r = 0,97 héher befunden als die der subjektiven Malignititsgra-
dierung (62,6 %).

Eine groflere interindividuelle Reproduzierbarkeit der DNA-Malignitits-Gradierung ge-
geniiber einer subjektiven morphologischen Gradierung konnten wir auch fiir 56 verschie-
dene Karzinome (Colon, Mamma, Lunge) belegen (BScking et al., 1989).

Damit bietet sich die Bestimmung des DNA-Malignititsgrades als gegeniiber dem subjek-
tiven, morphologischen Grading reproduzierbarerer und prognostisch meist ebenbiirtiger,
gelegentlich auch iiberlegener Parameter an.

Ausreichende Untersuchungsergebnisse iiber die Eignung der DNA-Verteilung zum Tu-
mormalignititsgrading liegen fiir mindestens 18 verschiedene Organtumoren vor (BSckING,
1990). Unmittelbare therapeutische Relevanz hat zum Beispiel das «DNA-Malignitits-
grading» bei Prostatakarzinomen erlangt. Sogenannte «diploide» oder <DNA-low grade» in-
zidentelle Prostatakarzinome werden in der Mayo-Klinik beispielsweise zunichst nicht the-
rapiert, sondern lediglich beobachtet (Zinke, 1988). Auch fiir manche therapeutischen
Entscheidungen beim Mammakarzinom ist die DNA-Ploidie-Bestimmung heute relevant
(AuEr et al., 1984; FALLENIUS et al., 1988).
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