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Einleitung

Wihrend eine histologische Tumorklassifikation primir
Neoplasien verschiedener histogenetischer Ableitung unter-
scheidet (z. B. Plattenepithel-, Urothel-, Adenokarzinom),
trennt ein Malignititsgrading histogenetisch einheitliche
Tumoren (z. B. das Adenokarzinom der Prostata) in Gruppen
mit unterschiedlicher Dignitit und Prognose. Ein Grading muf
prognostisch relevant sein, d. h. die Tumorgrade miissen mit
den Uberlebenswahrscheinlichkeiten der Patienten korrelieren.
Voraussetzungen dafiir sind, daf die Gradierungen reprodu-
zierbar sind und daf8 der an einer kleinen Stichprobe gewon-
nene Malignititsgrad reprisentativ fiir den Gesamttumor ist.
Die zur Gradierung herangezogenen diagnostischen Kriterien
miissen mit der Prognose korrelieren. Das erste und derzeit am
meisten verbreitete zytologische Grading des Prostatakarzi-
noms stammt von Esposti (7, 8). Von ihm selbst angewandt
besaf es eine gute prognostische Validitit, doch erwies es sich
fiir andere Anwender als schlecht reproduzierbar (19, 2). Wir
fanden eine nur 56%ige interspezifische Reproduzierbarkeit
der Gradierungsergebnisse bei Anwendung der Espostischen
Kriterien (3). Damit fehlt aber eine wesentliche Voraussetzung
fiir die prognostische Relevanz dieses zytologischen Grading
des Prostatakarzinoms.

Mit dem Ziel, die Reproduzierbarkeit und prognostische Vali-
ditdt des zytologischen Grading zu verbessern, haben wir die
verschiedenen Ausprigungen der bekannten diagnostischen
Kriterien der Prostatazytologie mit halbautomatischer Bildana-
lyse und Zytophotometrie quantitativ erfafit. Durch eine Korre-
lation mit prognostisch relevanten Parametern des DNS-Vertei-
lungsmusters der Tumorzellkerne sollen diejenigen zytologi-
schen Kriterien ermittelt werden, die selbst mit der Prognose
korrelieren. Uber das Ergebnis wird in der vorliegenden Arbeit
berichtet.

Material und Methoden

Aus dem Einsendungsgut des Pathologischen Instituts der Universitit
Freiburg wurden 52 konsekutive zytologische Priparate ausgewihlt:

* Mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft
(Bo 582/2).

Zusammenfassung

Es wird ein neues Verfahren fiir das zytologische Mali-
gnitits-Grading des Prostatakarzinoms vorgestellt, das
mit 86% eine hohere interspezifische Reproduzierbar-
keit als das klassische Grading nach Esposti aufweist.
Dabei werden sechs prognostisch relevante diagnostische
Kriterien in ihrer Ausprigung jeweils von 1 bis 3 bewer-
tet: Kerngrofe, Kerngroenvariabilitit, Nukleolen-
grole, Nukleolengréfenvariabilitat, Zelldissoziation
und Kernordnung. Aus der Summe der sechs Bewer-
tungsziffern ergeben sich die Malignititsgrade I bis 111.
Da die zytologischen Malignititsgrade mit prognostisch
relevanten Parametern der Ploidieverteilung von Tumor-
zellkernen korrelieren, diirften sie auch selbst ein valides
Maf fiir die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Prostata-
karzinompatienten darstellen.

Reproducible Grading of Prostatic Carcinoma Based on
Cytological Criteria of Malignancy

A new system for the cytological grading of malignancy
of prostatic carcinomas is described. The interspecific
reproducibility of this grading was found to be 86%. Itis
thus better than that of the classical grading of Eposti.
Six diagnostic criteria of prognostic significance are
rated from one to three according to their deviation from
the normal: Nuclear area, variability of nuclear area,
nucleolar size, variability of nucleolar size, dissociation
of cells and regularity of nuclear arrangement. Three
grades of malignancy result from the sum of rating
numbers. As these cytological grades of malignancy do
correlate with criteria of DNA-distribution of tumor cell
nuclei, which are of prognostic significance, it is sup-
posed that the grades are a valid index for the probabil-
ity of survival of prostatic carcinoma patients.

Key-Words: Grading — Grade of malignancy — Prostatic carci-
noma — Aspiration biopsy — Cytology

10 normale Prostatae bzw. Prostatahyperplasien,

10 granulomatése Prostatitiden und

32 Karzinome unterschiedlichen Differenzierungsgrades.

Die Priparate waren alkoholfixiert (Merckofix®) und nach Papanico-
laou (15) gefirbt. Von jedem Priparat wurden nach Zufallskriterien je
zehn Schwarzweiifotos bei 60-, und zehn bei 200facher Primirvergro-
Berung angefertigt und auf ein Endformat von 18x24 cm vergrofert
(entsprechend 380 und 1520facher Vergrofierung). Um die diagnosti-
schen Kriterien in ihrer Ausprigung quantifizieren zu kénnen, wurden
sie so formuliert, daff sie einer Messung mittels halbautomatischer
Bildanalyse oder Zytophotometrie zuginglich wurden (siehe Tab. 1).
Umfinge, Flichen und Entfernungen wurden auf den Fotos mit dem
Gerit Digiplan (Kontron, Miinchen) durch einfaches Umfahren der
Strukturen oder durch Antippen von Bildpunkten mit einem sog.
Cursor gemessen (Auflosung = 0,1 mm). Pro Bild wurden nach
Zufallskriterien 15 Zellkerne bzw. ein definiertes Zytoplasmaareal
ermittelt. Formabweichungen der Kerne vom Kreis wurden durch den
Formgquotienten (FQ) bestimmt, der fiir einen Kreis 1 betrigt.

PN

FQ= ———~
Q 2V m-AN

(PN = Kernumfang, AN = Kernfliche).
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Tab.1 Quantifizierung diagnostischer Kriterien durch Bestimmung
verschiedener bildanalytischer Parameter

Diagnostisches Kriterium:  Quantifizierung durch Messung von:

Anzahl der Kerne mit Nukleolen
Grofdter  Nukleolendurchmesser  pro
Kern

Mittlere Nukleolenzahl pro Kern

Nukleolen

Gréfiiter Kerndurchmesser
Kernflache

KerngréRe

Variabilitdt der Kerndurchmesser und
-flachen;

Verhéltnis der Durchmesser des grofi-
ten und des kleinsten Kernes

Anisonukleose

Formquotient (FQ}
Elongationsquotient (EQ)
Undulationsquotient (UQ)

Kernpolymorphie
Kernelongation
Kernmembranundulation

Rate der Kernuberlagerungen
Flachenanteil der Kernliberlagerungen
Variabilitdt der Kernabsténde

Kernordnung

Zytoplasmaflache pro Kernflache
Mittlerer Kernabstand

Kernplasmarelation

Umfang-Flachen-Verhaltnis der Zellkom-
plexe
Zahl der Nacktkerne

Zelidissoziation

Kemanfarbbarkeit
Hyperchromasie Mittlere Kerndichte
{Extinktion pro Flache)

Heterochromasie Variabilitst der Kerndichte

UnregelmaRigkeiten der Kernkontur wurden mit Hilfe eines Undula-
tionsquotienten (UQ) bestimmt, der fiir Kreise und Ellipsen 1 betrigt.
2 PN?
UQ =
Q= D + D)

(Dpaxs Dmin = groffter und kleinster
Durchmesser eines Zellkerns).

Das Achsenverhiltnis der Zellkerne wurde durch einen Elongations-
quotienten (EQ) quantifiziert, der fiir einen Kreis ebenfalls 1 betrigt.
D, N

E = max
Q Dpn N 7

min

Zur Messung der Kernanfirbbarkeit wurde das Verhaltnis der Extink-
tion zur Fliche an je 50 Zellkernen pro Fall bei 535 nm mit einem
Vickers M 86 Scanning-Microdensitometer bestimmt (14, 3).

Die etwa 85000 Primirdaten der halbautomatischen Bildanalyse wur-
den on line iiber ein Interface in einen Elekrronenrechner (Hewlett-
Packard 9815A) eingespeist und dort in ca. 250000 abgeleitete Daten
umgerechnet (Mittelwerte, Standardabweichungen, Quotienten). Mit
diesen Daten wurde eine Varianzanalyse gerechnet, um die Signifikanz
der Unterschiede zwischen den verschiedenen Diagnosegruppen in den
einzelnen diagnostischen Parametern zu bestimmten (3).

Um die prognostisch relevanten diagnostischen Kriterien zu
ermitteln, wurden die Korrelationen berechnet, die zwischen
jedem gemessenen diagnostischen Parameter und zwei Aus-
driicken der Ploidie-Verteilungsstérung bestehen. Diese Aus-
driicke (2¢ Deviation-Index = 2c DI und 4,5¢ Exceeding-Rate
= 4,5¢ ER) wurden an den identischen Zellen ermittelt, an
denen auch die Bildanalyse vorgenommen worden war. Dazu
wurden die zytologischen Priparate entdeckelt, entfirbt und
nach Feulgen (9) zur zytophotometrischen Zellkern-DNS-

Bestimmung gefirbt (16, 17, 5, 3). Die Extinktionsmessungen
der mit pararosanilingefirbten Zellkerne erfolgte an einem
Zeiss UMSP I (Ultramikroskopspektralphotometer) bei 570 nm
(100 Zellkerne pro Fall). 2c DI und 4,5¢ ER sind Ausdriicke zur
Quantifizierung der prognostisch relevanten Ploidie-Vertei-
lungsstorung und sollen gut mit der Prognose korrelieren (18,
4, 3).

Ergebnisse

Wie Tabelle 2 zeigt, liefen in der Prostatazytologie mehrere
klassische zytologisch-diagnostische Tumorkriterien keine Kor-
relation mit prognostisch validen Kriterien der Ploidie-Vertei-
lung (2¢ DI und 4,5¢ ER) erkennen: Kernpolymorphie, Kern-
plasmarelation, Hyperchromasie und Heterochromasie der
Zellkerne.

Zytologisch-diagnostische Kriterien, die mit prognostisch rele-
vanten Parametern der Ploidie-Verteilung beim Prostatakarzi-
nom korrelieren und damit selbst prognostisch valide sein
diirften, sind dagegen nach diesen Untersuchungen:

Die mittlere Kerngrife, die Kerigrofenvariabilitdt (Anisonu-
kleose), die mittlere Nukleolengrofle, die Nukleolengrofienva-
riabilitat, die mittleren Kernabstinde und deren Variabilitit
(entspricht der Ordnung der Kernlagerung) sowie die Zelldisso-
ziation (fir die sowohl die Zahl der Nacktkerne als auch die
mittleren Kernabstinde ein MafS ist.

Danach ergibt sich ein zytologisches Malignititsgrading des
Prostatakarzinoms, in dem unabhingig voneinander in jeweils
demselben Zellkomplex die folgenden 6 Kriterien in ihrer Aus-
pragung von 1-3 bewertet werden (siche Abb. 9):

® Kerngrofe,

® Kerngroffenvariabilitit,

® Nukleolengrofie,

® Nukleolengroflenvariabilitit,

® Zelldissoziation,

@ Kernabstandsvariabilitét.

Die sechs Bewertungsziffern werden addiert, wobei eine Bewer-
tungsziffernsumme 6—10 dem Malignititsgrad I (Abb. 3 und 4),

Tab. 2 Korrelation verschiedener zytologisch-diagnostischer Krite-
rien mit prognostisch relevanten Parametern der Ploidie-Verteilung
(2¢ DI = 2¢ Deviation-Index, 4,5¢ ER = 4,5c Exceeding Rate)

Zytologisch-diagnostisches Korrelation mit

Kriterium 2¢ DI 4,5¢c ER
Kerngréfle +++ +++
KerngroRenvariabilitat +++ +++
Nukleolengrofe + ++
NukleolengréRenvariabilitat ++ ++
Kernabstande ++ ++
Kernabstandsvariabilitét ++ +
Zahl der Nacktkerne 0 +
Kempolymorphie 0 0
Kernplasmarelation 0 0
Kernhyperchromasie 0 0
Kernheterochromasie 0 0

+4++ = r> 0.8 = stark positive Korrelation
++ = r> 0.6 = maRig positive Korrelation
+ = r> 0.4 = schwach positive Korrelation
0 = r < 0.4 = keine Korrelation
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Abb. 1 Epithelien aus normaler Prostata. Abb. 4 Prostatakarzinom Grad .

Abb. 1-8 Zytologische Ausstriche transrektaler Aspirationsbiopsien
der Prostata, geféarbt nach Papanicolaou, Vergréfierung 530 X.

Abb. 2 Aktivierte Epithelien einer Prostatitis. Abb. 5 Prostatakarzinom Grad II.

Abb. 3 Prostatakarzinom Grad |. Abb. 6 Prostatakarzinom Grad II.
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Abb. 7 Prostatakarzinom Grad |ll.

Abb. 8 Prostatakarzinom Grad IIl.

11-14 Grad II (Abb. S und 6) und 1518 Grad Il (Abb. 7 und
8) entspricht.

Mafgeblich fiir den Malignititsgrad des gesamten Untersu-
chungsmaterials sind die Zellkomplexe mit dem hochsten Mali-
gnititsgrad. Bei einer Gradierung von 20 Prostatakarzinomen
nach diesem Schema durch 6 erfahrene Zytologen, die ohne
Einiibungszeit anliflich der Vorstellung dieses Verfahrens auf
einem Workshop durchgefithrt wurde, konnte eine interspezifi-
sche Reproduzierbarkeit von 86% erzielt werden (13).

Diskussion

Grading nennt man die Unterteilung histogenetisch einheitli-
cher Tumoren in Gruppen mit unterschiedlicher Dignitét und
Prognose aufgrund histologischer, zytologischer oder zytoche-
mischer Kriterien. Der Tumorgrad mufs ein valides Maf fiir die

Uberlebenswabrscheinlichkeit sein! Dazu miissen die zum Gra-
ding verwendeten Kriterien selbst in ihrer Ausprigung mit der
Uberlebenswahrscheinlichkeit korrelieren. Ferner miissen die
Gradierungsergebnisse bei verschiedenen Untersuchern diesel-
ben sein, d. h. es muf interspezifisch reproduzierbar sein. Dies
ist nur erreichbar, wenn die Gradierungskriterien objektivier-
bar sind. Das zytologische Gradierungsschema fiir das Prosta-
takarzinom nach Esposti (7, 8) ergab zwar bei Anwendung
durch den Autor selbst prognostisch valide Aussagen, aber es
ist schlecht durch andere reproduzierbar (19, 3). Auch nach der
Analyse bildanalytischer Mefergebnisse nach Esposti gradier-
ter Prostatakarzinomen ist es uns nicht gelungen, diese Krite-
rien objektiv zu definieren. Weder stellen die 3 Tumorgrade
feststehende Merkmalskombinationen (Muster) dar, noch sind
sie durch Zahl oder Ausprigung einzelner zytologischer Krite-
rien zu definieren. Wir werten dies als Grund fiir die geringe
interspezifische Reproduzierbarkeit des Espostischen Grading.
Um ein neues klinisch valides und reproduzierbares zytologi-
sches Grading des Prostatakarzinoms zu entwerfen, haben wir
zunichst versucht, diejenigen zytologischen Kriterien zu ermit-
teln, die selbst mit der Prognose korrelieren. Dazu wurden die
bekannten zytologischen Kriterien mit Hilfe halbautomatischer
Bildanalyse und Zytophotometrie quantifiziert. Durch eine
Kreuzvalidierung mit Parametern der Ploidie-Verteilung von
Tumorzellkernen, die ihrerseits ein Dignitdtsmafl darstellen,
konnten prognostisch valide von unvaliden Kriterien getrennt
werden. Dabei erwiesen sich als nicht mit der Prognose korre-
lierende Kriterien: das Ausmafl der Kernpolymorphie, der
Kernplasmarelation, der Kernhyperchromasie und -heterochro-
masie. Das besagt nicht, daf sie nicht doch fiir die diagnosti-

Zytologisches Grading des Prostatakarzinoms
Bewertungsziffer
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Abb. 9 Schematische Darstellung der reproduzierbaren zytologi-
schen Gradierung des Prostatakarzinoms durch Bestimmung der
Auspragung von sechs verschiedenen diagnostischen Kriterien. Der
schwarze Punkt rechts oben stellt jeweils die GrolRe der Erythrozyten

dar.
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sche Unterscheidung zwischen benigne und maligne valide sein
kénnen.

Als prognostisch relevante Kriterien wurden dagegen ermittelt:
das Ausmaf 1. der Zellkerngrofle, 2. der Kerngréflenvariabili-
tit, 3. der Nukleolengréfle, 4. der Nukleolengrofenvariabilitit,
5. der Zelldissoziation und 6. der Kernordnung.

Im Prinzip liefSe sich ein Grading des Prostatakarzinoms schon
mit einem dieser Kriterien durchfiihren. Da Grading aber ein
subjektives Verfahren ist, besteht dabei die Moglichkeit einer
subjektiven Fehleinschitzung, Auflerdem kann es vorkommen,
dafl im Einzelfall die Korrelation eines Parameters allein mit der
Prognose doch nicht so eng ist, wie es wiinschenswert wire
(z. B. durch fixationsbedingte Artefakte). Die Méglichkeit eines
Irrtums durch eine subjektive Fehleinschitzung oder wegen
fehlender Korrelation eines Parameters mit der Prognose wird
im Einzelfall stark reduziert, wenn man mehrere unabhingig
voneinander mit der Prognose korrelierende Kriterien bewertet.
Dies ist im hier vorgestellten, neuen zytologischen Grading fiir
das Prostatakarzinom gemacht worden. 6 prognostisch rele-
vante zytologische Kriterien werden dabei unabhingig vonein-
ander in ihrer Ausprigung von 1-3 bewertet und die Bewer-
tungsziffern addiert. Aus der Summe der Bewertungsziffern
ergibt sich dann der Tumorgrad (6—10 = Grad I: Abb. 3 und 4;
11-14 = Grad II: Abb. 5 und 6; 15-18 = Grad III: Abb. 7 und
8). Da der am geringsten differenzierte Tumoranteil mit der
hochsten Proliferationsrate (10, 11) die maligne Potenz des
Tumors bestimmit, ist es sinnvoll, ihn nach diesem zu benennen.
Ein und derselbe Tumorgrad ist demnach nicht durch die
feststehende Kombination von zytologischen Merkmalen defi-
niert und reprisentiert kein feststehendes Muster von diagno-
stischen Kriterien, sondern kann durchaus verschiedenen mor-
phologischen Erscheinungsformen entsprechen (siehe Abb.
3-8). Die so objektiv definierten diagnostischen Kriterien sind
auch der Messung mit bildanalytischen Verfahren zuginglich
(3). Die verbesserte Objektivierbarkeit dieses Grading wurde
belegt durch eine interspezifische Reproduzierbarkeit von 86%
innerhalb von 6 Zytologen der Pathologischen Arbeitsgruppe
»Prostatakarzinom« (13). Voeth et al. (19) ermittelten fiir das
herkémmliche Malignitits-Grading dagegen eine Reproduzier-
barkeit von nur 61%. Da die verwendeten Kriterien mit der
Prognose korrelieren, ist zu erwarten, daff auch die resultieren-
den Tumorgrade I-1II ein valides Mag fiir die Uberlebenswahr-
scheinlichkeit der Patienten darstellen. Nach ersten Erfahrun-
gen der Pathologisch-Urologischen Arbeitsgruppe »Prostata-
karzinom« mit dem hier vorgestellten zytologischen Grading
bedeutet dessen Anwendung nur fiir eine kurze Phase des

Umlernens einen zeitlichen Mehraufwand. Danach bekommt
der Zytologe die relevanten Kriterien ebenso »in den Blick « wie
die vorher verwendeten Bildmuster, und die Diagnostik geht
wieder ebenso rasch vonstatten.
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