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Einleitung

Die speziellen Indikationen fiir den Einsatz der zytologischen
Diagnostik in der Medizin ergeben sich heute aus der Notwendigkeit,
Zellen in Kérperfliissigkeiten (Liquor, Urin, Ergiisse, Sputum) auf
Krankhaftigkeit hin untersuchen zu missen und aus der, verglichen
mit einer Gewebsentnahme, ungleich weniger belastenden und kom-
plikationsarmen Art der Materialgewinnung. Dies gilt vor allem
fur die Exfoliativ-Zytologie (Gebidrmutterhals-, Genital-, Mund-,
Rachen-, Kehlkopfschleimhaut- oder Hautabstriche), aber auch fiir
die moderne Feinnadelpunktionszytologie (ZNS, Speicheldriisen,
Lymphknoten, Schilddriise, Lunge, Mediastinum, Mamma, Leber,
Pankreas, Prostata, Nieren). Letztere hat durch den Einsatz moderner
bildgebender Verfahren, wie Ultraschall und Computertomographie
erheblich an Treffsicherheit gewonnen. Damit kénnen nunmehr ziel-
genau auch wenige Millimeter groBe Raumforderungen mit einer
diinnen Aspirationsnadel (0,6—0,7 mm) getroffen werden [36, 104].

Es stellt ein ethisches Gebot dar, auf eine Gewebsentnahme fiir
die Histologie immer dann zugunsten einer Zellgewinnung fiir die Zy-
tologie zu verzichten, wenn die diagnostische Fragestellung mit einer
der Histologie ebenbiirtigen Sicherheit auch durch die Zytologie be-
antwortet werden kann. Die moderne Zytopathologie hat zwar auch
eigene, von der Histopathologie unabhingige Indikationen, sie macht
ihr in manchen Gebieten heute aber auch Konkurrenz. Der Kliniker
mul} daher vor der Materialentnahme seine diagnostische Fragestel-
lung prizisieren, um die Frage nach der indizierten Art der Material-
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gewinnung beantworten zu konnen. (Dignitits-Bestimmung, histo-
genetische Tumor-Klassifikation, Malignitédts-Grading, Regressions-
Grading?)

Sodann muB er, im Hinblick auf das zu untersuchende Organ
und die darin zu erwartenden Raumforderungen abwégen, ob die ge-
gebene Fragestellung zytologisch mit einer der Histologie vergleich-
baren Treffsicherheit beantwortet werden kann. Dazu miissen Sensiti-
vitdten, Spezifititen und Klassifikationsgenauigkeiten organspezi-
fisch fiir Zytologie und Histologie bekannt sein [37].

Schwichen der zytologischen Tumordiagnostik ergeben sich
hiufig durch

1. die Sparlichkeit des Untersuchungsmaterials,

2. das Fehlen der Moglichkeit an Nachschnitten Zusatzfarbungen
oder immunhistochemische Reaktionen anzubringen,

3. die verlorengegangene Verbandsstruktur der Zellen.

Dies schligt sich insbesondere bei der histogenetischen Klassifi-
kation gelegentlich in einer mangelhaften Prézision nieder.

Aus der Abwigung von Vor- und Nachteilen der Zytodiagnostik
ergeben sich heute folgende Hauptindikationen:

I. Massen- und Risikogruppen-Screening zur Krebsfrithdiagnose
bei geeigneten Lokalisationen (Lunge, Zervix, Harnblase).

2. Prdoperative Tumordiagnostik zur spezifischen Planung der
Operationsstrategie (die prizise Tumortypisierung erfolgt am Resek-
tat (z. B. Mamma-, Speicheldriisen-, Pankreaskarzinom).

3. Tumornachsorge mit Therapiemonitoring, Rezidiv- und Meta-
stasendiagnostik (z. B. Mammakarzinom, Prostatakarzinom).

4. Definitive, pritherapeutische Tumordiagnostik bei ausgewéhl-
ten, nicht zu operierenden Tumoren (z. B. Bronchial- und Prostata-
karzinom).

5. Untersuchungen von Korperfliissigkeiten auf Tumorzellen.

Um ein Massenscreening, als Doméne der Zytologie zur Friihdia-
gnose geeigneter Tumoren zu ermdglichen, miissen geniigend diagno-
stische Kapazititen geschaffen und die Untersuchungen treffsicher
sowie preiswert angeboten werden. Zu diesem Zweck werden seit den
70er Jahren Zytoautomaten entwickelt, {iber deren heutigen
Leistungsstand in einem der folgenden Kapitel dieser Arbeit berichtet
wird.
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Es muf} das Ziel der klinischen Zytologie sein, durch methodi-
sche Verbesserungen und Neuerungen, die diagnostische Leistungsfi-
higkeit der Methode stetig zu verbessern, um mehr Patienten eine risi-
koreichere und belastendere Gewebsentnahme fiir eine histologische
Untersuchung zu ersparen. Dariiber hinaus kann die Zytologie bei
speziellen Fragestellungen versuchen, qualitativ bessere Diagnosen
als die Histologie zu stellen. Da sich am zytologischen Untersu-
chungsmaterial bestimmte Untersuchungstechniken besser, als an hi-
stologischem Material durchfiihren lassen (z. B. Zellkern-DNA-Mes-
sungen, Morphometrie), kann daran auch eine der Histologie iiber-
legene diagnostische Qualitdt erreicht werden. Dies gilt insbesondere
fiir die diagnostischen Dimensionen der

—~ Dignititsdiagnose und des

—~ Malignitatsgrading,

wihrend die histogenetische Tumorklassifikation, auch unter Zu-
hilfenahme der Immunhistochemie, bis auf wenige Ausnahmen,
vorerst noch Doméne der Histologie bleibt.

Unter allen, bis heute im Hinblick auf ihre routinemiBige diagno-
stische Verwendbarkeit untersuchten Zell- und Gewebsparametern,
hebt sich der Zellkern-DNA-Gehalt heraus. In einer Literaturrecher-
che zdhiten wir kiirzlich mehr als 1500 Publikationen, die sich seit den
50er Jahren mit der DNA-Zytometrie menschlicher Tumoren befas-
sen. Das heutige Wissen iiber Zellkern-DNA und Tumoren, sowie die
Technologie der zur Verfiigung stehenden MeBapparaturen hat ein
Stadium erreicht, das es erlaubt, die DNA-Zytometrie als adjuvante
Methode in die routinemdBige Tumordiagnostik bei Problemen der
Dignitétsbestimmung des Malignititsgrading einzufiihren.

Die Morphometrie dagegen steht in einem viel friitheren Stadium
ihrer Entwicklung. Sie ist iiber das Sammeln von Daten kaum hinaus-
gekommen und kann heute noch nicht den Anspruch stellen, routine-
maBige diagnostische Hilfestellungen anzubieten. Dies liegt vor allem
an der Artefaktanfilligkeit morphometrischer Parameter (vor allem
durch die Fixation), dem Fehlen eines internen Eichstandards und
der Tatsache, daB fiir jedes Gewebe eigene Analyse- und Interpreta-
tionsalgorithmen entwickelt werden miissen. Diese erweisen sich als
ungleich komplexer als solche, die fir die diagnostische DNA-Zyto-
metrie erforderlich sind.
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Im folgenden sollen daher die biologischen Grundlagen der dia-
gnostischen DNA-Zytometrie erldutert, MeBapparaturen und Inter-
pretationsalgorithmen vorgestellt und diagnostische Resultate prisen-
tiert werden.

Biologische Grundlagen der diagnostischen DNA-Zytometrie
Dignititsdiagnose

Mit Ausnahme der Keimzellen enthalten menschliche Zelltkerne
je 2x 23 Chromosomen (2x22 + xx bzw. Xy), entsprechend einem
doppelten Chromosomensatz, genannt 2¢. Vor Zellteilungen liegt in
der G2-Phase des Zellzyklus ein 4facher Chromosomensatz vor, ent-
sprechend 4c. In manchen Geweben kommt es aber, z. B. bei Hyper-
trophie des Herzmuskels, zu regelhaften Vervielfachungen des Chro-
mosomensatzes, entsprechend den ganzzahligen Potenzen des 2c-
Wertes 2"c(n = 1,2,3,4 . . ), also 4c, 8¢, 16¢, 32c.

Diesen Vorgang nennt man euploide Polyploidisierung. Polyploi-
de Chromosomensitze findet man z. B. in Schilddriisenepithelien,
Mesothelien, Leberepithelien, Samenblasenepithelien und Urothel-
zellen sowie als Folge mancher zytologisch nachweisbarer Virusinfek-
te (z. B. HPV). Eine euploide Polyploidisierung wird auch bei
manchen gutartigen Tumoren beobachtet. In der Synthesephase des
Zellzyklus kann ein entsprechender Prozentsatz von Zellen DNA-
Gehalte zwischen diesen ganzzahligen Potenzen des 2c-Wertes auf-
weisen [152].

Numerische oder strukturelle Abweichungen von diesen Chro-
mosomensitzen, bzw. den diesen entsprechende DNA-Gehalte, nennt
man Aneuploidie (Abb. 1). Kommt es zur Aneuploidie in einer be-
fruchteten Eizelle, so fiihrt dies meist zum Absterben der Frucht mit
Abort.

Nur wenige Typen aneuploider Chromosomenstérungen sind le-
bensfihig.

Die Kinder mit derartigen angeborenen Chromosomenstorungen
weisen Miflbildungssyndrome auf, z. B. Mongolismus, bei dem das
Chromosom 21 in jeder Korperzelle dreimal vertreten ist. In diesen
Fillen weisen aber alle Zellen des betreffenden Individuums dieselbe,
aneuploide Chromosomenstérung auf. Isolierte numerische oder
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Abb. 1. Chromosomenkonstellation einer Zelle eines renalen Adenokarzinoms mit
numerischen und strukturellen Aberrationen (= chromosomale Aneuploidie).
(Priparation: Dr. Fiizesi, Institut fiir Pathologie, RWTH Aachen).

strukturelle Chromosomenaberrationen treten ansonsten in euploiden
Organismen nur bei (meist malignen) Tumoren auf (Abb. 1).

Chromosomale Aneuploidie gilt daher in der Zytogenetik als
harter Marker fiir neoplastische Zellen [87]. Dies bedeutet, daB} der
Nachweis von Zellen mit aneuploiden Chromosomensitzen dem
Nachweis neoplastisch transformierter Zellen gleichkommt [5, 93,
135, 159]. So wird z. B. in der Praxis der zytogenetische Nachweis an-
euploider Zellen in der zytologischen Diagnose von Pleuraergiissen
als Marker fiir Malignitit genutzt [87]. Durch Einwirkung ionisieren-
der Strahlung oder zytostatischer Agenzien kann allerdings Aneuploi-
die auch in gutartigen Geweben entstehen. Will man Aneuploidie als
Marker fiir einzelne maligne Zellen benutzen, so muB man diese
beiden Einwirkungen ausschlieBen. Eine ganz Population proliferie-
render gutartiger Zellen wird durch Bestrahlung oder Zytostatika al-
lerdings nicht aneuploid. Damit kann der Nachweis einer aneuploi-
den Stammlinie auch nach Bestrahlung oder Zytostatikatherapie als
Marker fiir Malignitit gelten.
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Weniger die Tumorzytogenetik als die DNA-Zytophotometrie
hat sich in den vergangenen Jahren der Aneuploidie als Marker fiir
neoplastische Zell-Transformationen bedient [5, 17, 18, 23, 85, 86,
137, 151, 188].

Ein Zellkern-DNA-Gehalt gilt in der DNA-Zytometrie dann als
«aneuploid», wenn er keinem normalen, euploiden oder polyploiden
Chromosomensatz entsprechen kann. Aus dem oben Gesagten, kann
daher abgeleitet werden, daB3 in nicht polyploidisierenden Geweben
Zellkern-DNA-Gehalte >4c im Prinzip als «aneuploid» anzusehen
sind. Beriicksichtigt man jedoch den Gesamtfehler der Feulgen DNA-
Zytophotometrie, so sollten erst Zellkerne mit einem DNA-Gehalt
>5c als «aneuploid» gewertet werden (Abb. 6). Um den Fehler
durch eine evtl. nicht erkannte Polyploidisierung auszuschlieBen,
kann man sicherheitshalber die Werte +12,5% um die ganzzahligen
Potenzen des 2c-Wertes zusitzlich von der Annahme aneuploider
Zellen ausschlieBen. Die absolute Zahl so definierter, aneuploider
Zellen iiber 5c heiBit «5c exceeding events» [37], der Prozentsatz «5c¢
exceeding rate» [29, 35]. Bei Ausschluf einer Strahlen- oder Zytostati-
katherapie kann in nicht polyploidisierenden Geweben der Nachweis
von drei oder mehr Zellkernen mit einem DNA-Gehalt =5c als
Marker fiir Malignitit gelten. Im Prinzip reicht in der Tumorzytoge-
netik eine eindeutig als aneuploid erkannte Zelle aus, um Neoplasie
zu diagnostizieren [87, 159]. Um aber auszuschliefen, daB es sich bei
dieser einen Zelle um eine letale Mutation handelt und um mdgliche
Fehler der Methode zu beriicksichtigen, wurde die Zahl von drei an-
euploiden Zellen mit einem DNA-Gehalt =5 als Grenzwert fiir den
Neoplasienachweis vorgeschlagen. Dieses Vorgehen entspricht dem
der Tumorzytogenetik, da sich der Begriff Aneuploidie auf einzelne
Zellen und nicht primér auf eine ganze Zellpopulation bezieht.

In Geweben, in denen eine euploide Polyploidisierung bis 8c
beschrieben ist, kann sinngemidB der Nachweis von drei oder
mehr Zellen mit einem DNA-Gehalt >9c als Marker fiir Neoplasie
gelten [47].

Die klassische DNA-Zytophotometrie bezieht jedoch den Begriff
Aneuploidie auf den Modalwert einer Zellpopulation, d. h. auf den
am héufigsten vorkommenden Wert (= peak). Liegt dieser Modal-
wert in einem «aneuploiden» Bereich, wird Aneuploidie der gesam-
ten Population angenommen (Abb. 7). Man spricht dann z. B. von
einem «aneuploiden» Tumor, obwohl lediglich die meisten, nicht
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aber alle Zellkerne einen «aneuploiden» DNA-Gehalt aufweisen. Ein
Modalwert, der auBlerhalb von 2¢ + 2 x CV (CV = Variationskoeffi-*
zient der Referenzzellpopulation) liegt, wird z. B. als «aneuploid» ge-
wertet [81]. Bei polyploidisierenden Geweben wird ein Modalwert au-
Berhalb von 2"¢c+ 2" x CV «aneuploid» gewertet. Diese konservative
Interpretation der DNA-Werte hinsichtlich des Vorliegens von Aneu-
ploidie ist als sehr sicher (spezifisch) anzusehen, jedoch auch als
relativ insensitiv, da erst dann Aneuploidie angenommen wird, wenn
die Mehrzahl der Zellen entsprechend verinderte Chromosomensitze
aufweist. Das bedeutet in der Praxis, daB iiber den Nachweis einer
«aneuploiden» Stammlinie die Malignititsdiagnose bei vielen
Tumoren erst relativ spit erfolgen kann, weil erst spit im Verlauf der
«natural history» mancher Tumoren die Mehrzahl der Zellen zyto-
photometrisch erkennbare Aneuploidie aufweisen, wihrend eine
geringe Zahl schon friihzeitig eindeutig «aneuploid» ist. Eine Friih-
diagnose von Malignitit wird also mit der Stammlinien-Interpreta-
tion von Aneuploidie weniger sensitiv als mit der Einzelzell-Interpre-
tation sein, dafiir moglicherweise spezifischer. Um den Nachweis
«aneuploider» Zellen bzw. einer «aneuploiden» DNA-Verteilung zu
fuhren, ist es sinnvoll, morphologisch oder von der Farbintensitit her
eher verdichtige bzw. klar als atypisch erkennbare Zellen zur
Messung auszuwihlen, d. h., daB3 z. B. in einem Abstrich mit norma-
len und dysplastischen Zellen gezielt letztere zur Messung aufgesucht
werden miissen. Es ist nicht sinnvoll, bei der Suche nach «aneuploi-
den» Zellen oder DNA-Verteilungen, auBer zur Eichung, normale
Zellen mitzumessen. Da es gilt, das u. U. seltene, aber fiir Malignitét
beweisende Ereignis weniger, «aneuploider» Zellen zu finden, ist es
erlaubt, a priori die morphologisch verdichtigten Zellen zu suchen
und zu messen, da diese, und nicht normale Zellen, moglicherweise
«aneuploide» DNA-Gehalte aufweisen.

Malignitits-Grading

Aus der Zytogenetik ist bekannt, daB bei manchen soliden
Tumoren des Menschen das AusmaB chromosomaler Aberrationen
mit der Prognose der Krebspatienten korreliert [87]. Sandberg zeigte
1986 fiir das Harnblasenkarzinom, daB nicht invasive Tumoren der
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histologischen Grade I und II meist nahe diploide Karyogramme auf-
wiesen und nur gelegentlich Markerchromosomen, wihrend Grad-
I1I-Tumoren meist stark aneuploid waren und reichlich Markerchro-
mosomen enthielten. Oberfldchlich invasive Grad-II-Tumoren
zeigten mehr Aberrationen als nicht invasive Tumoren. Massive
chromsomale Aberrationen dagegen fanden sich vor allem in aggres-
siven Tumoren. Bei den nicht invasiven, papilliren Tumoren zeigten
90% der Fille mit Markerchromosomen Rezidive, aber nur 5% der
Félle ohne Chromosomen-Anomalien. Pauwels [135] zeigte fiir das
Harnblasenkarzinom, dafl weniger die am héiufigsten vorkommenden
Chromosomenanomalien (modal value), als vielmehr die Variabilitit
der beobachteten, verschiedenartigen Chromosomenanomalien
(range) in einem Tumor prognostisch relevant ist. Diesen Beobach-
tungen aus der Tumorzytogenetik entsprechen seit ca. 20 Jahren Be-
obachtungen der DNA-Zytophotometrie der verschiedensten malig-
nen Tumoren. Schon frith beschrieben beispielsweise Tavares et al.
[173] eine statistisch signifikant bessere Prognose fiir Harnblasen- und
Prostatakarzinome, die eine Stammlinie im «diploiden» oder «tetra-
ploiden» Bereich aufwiesen gegeniiber Tumoren mit «aneuploiden»
Stammlinien im 3c-6c-Bereich. Auch fiir das Mammakarzinom
konnte gezeigt werden, daBl Patienten mit «diploiden» Tumoren si-
gnifikant ldnger leben als Patienten mit «aneuploiden» Tumoren
[116]. Die Zahl der Publikationen, die iiber eine enge Bezichung zwi-
schen der DNA-Verteilung des Tumors und der Prognose berichten,
ist mittlerweile kaum noch liberschaubar.

Ginzlich uneinheitlich ist in der statischen und in der durchfluf3-
zytometrischen DNA-Analyse allerdings die prognostisch relevante
Interpretation der DNA-Verteilung. Héufig beschrinken sich die
Autoren auf die subjektive Beschreibung der DNA-Hiufigkeitshisto-
gramme. Mit einer grolen Zahl bisher nicht genormter Begriffe ver-
sucht man die Charakteristika der DNA-Verteilung zu beschreiben,
obwohl man meist auf die Lage der Stammlinie abhebt. Darunter ver-
stand man den héufigsten ( = modalen) Wert, der meist von einem
Verdoppelungsgipfel, entsprechend den Zellen in G2/M-Phase be-
gleitet ist [150]. Mit Worten wie diploid, triploid, tetraploid, hyper-
pentaploid, nahe hexaploid, hyperoctoploid etc. versuchte man den
DNA-Modalwert zu charakterisieren, ohne daB prizise festgelegt
war, was unter diesen Begriffen zu verstehen sei. Andere Autoren be-
schrieben verschiedene, prognostisch relevante Histogrammtypen,
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bei denen die gefundene DNA-Verteilung subjektiv zugeordnet,
werden muB [10]. Auf die mangelhafte Reproduzierbarkeit der subjek-
tiven Histogramminterpretation wiesen aber bereits Pfitzer et al. 1976
hin. Prézise und objektive Angaben stellen dagegen

~ der DNA-Index des Modalwertes dar [17, 70]

— der mittlere DNA-Gehalt der Zellkerne [162]

— der Prozentsatz der Kerne mit einem DNA-Gehalt > 5¢ [137]

— der «diploid deviation quotient»: DDQ [67], der ein Ausdruck
fiir die mittlere Ploidie ist, sowie '

— der Z-Wert [161], welcher das Verhiltnis euploider zu aneu-
ploiden DNA-Werten angibt.

Die einfachste und anerkannteste prognostisch relevante DNA-
zytometrische Unterscheidung maligner Tumoren ist die in «diploi-
de» und «aneuploide» [111].

Es ist ein pragmatisches Vorgehen, all diejenigen Tumoren als
«diploid» zu bezeichnen, deren Modalwert (Stammlinie) innerhalb
2¢+£2¢x CV (= Variationskoeffizient der Referenzzellpopulation)
liegt [81]. All diejenigen Tumoren, deren Modalwert innerhalb
2% +2"% CV liegen, werden als polyploid bezeichnet.

Als besonders prognostisch valide hat sich fiir verschiedene
Tumoren die Varianz der DNA-Werte um den normalen 2c-Wert er-
wiesen. Dieser Index wird als «2¢ deviation index» [29, 35] bezeich-
net. Die Varianz um den 2c-Normalwert der Zytophotometrie ent-
spricht dabei der Variabilitét (range) der Chromosomenanomalien in
der Zytogenetik [159]. Je hoher die beobachteten MeBwerte und je
groBer deren Variabilitdt, um so héher wird die Varianz um den 2c-
Wert sein. So wird als prognostisch besonders schlechtes Zeichen der
Verlust einer Stammlinie gewertet, der zu einer besonders hohen
Varianz der DNA-Werte fiihrt. Da fiir den Kliniker die Varianz als
prognostischer Index zu abstrakt ist, empfiehlt sich eine logarith-
mische Umrechnung des 2¢c-Deviation-Index (2¢DI) in die Skala eines
DNA-Malignititsgrades (DNA-MG), die von 0 bis 3 reicht
(Abb. 8, 9). Bei dieser Umrechnung wird die niedrigst denkbare
Varianz von 0 als DNA-Malignitiitsgrad 0 gesetzt und der hdchste be-
obachtete Wert (eines Osteosarkoms) von 51 als DNA-Malignitits-
grad 3,0 [35]. Die prognostische Relevanz dieses DNA-Malignitéts-
grades wurde bisher fiir maligne Lymyphome, das Kehlkopf-, Prosta-
ta-, Mamma- und Harnblasenkarzinom in follow-up-Studien stati-
stisch belegt (s. u.).
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Mefisysteme fiir die DNA-Zytometrie

Zellkern-DNA-Messungen zu diagnostischen Zwecken werden
heute vorzugsweise mit DurchfluBzytometern oder mit TV-Bildzyto-
metern durchgefiihrt. Konventionelle Mikroskopphotometer sind fiir
diese Zwecke kaum mehr gebrauchlich, da die Messungen mit ihnen
zu zeitaufwendig und nicht immer prizise genug sind [12].

1. Durchflufszytometer (Abb. 2) ermoglichen die sehr schnelle
Messung einer grolen Zahl von in Suspension befindlichen Zellen
(z. B. in Sperma, Urin, Blut, Liquor). Zur Messung an soliden
Tumoren miissen Suspensionen durch mechanische und enzymati-
sche Zellvereinzelung speziell hergestellt werden. Eine Messung an hi-
stologischen oder zytologischen Routinepriparaten ist nicht moglich.
Einen Vorteil der Methode stellt die Reprisentativitit der hohen un-
tersuchten Zelizahl dar, sofern auf die Prizision der Stammlinien-
Ploidie-Bestimmung abgehoben wird oder lediglich zwischen «diploi-
den» und «aneuploiden» Tumoren unterschieden werden soll. Vor-
teilhaft ist ferner die Moglichkeit, am selben Untersuchungsmaterial
mehrere Parameter gleichzeitig zu bestimmen, wie den Zellkern-
DNA-Gehalt, die angendherte Zellkern-GroBe, den Zellproteingehalt
und neuerdings auch verschiedene immunologische Marker. Dabei
kommen Mehrfachmarkierungen derselben Zelle zur Anwendung, die
bei verschiedenen Wellenldngen gemessen werden. Aufwendige

Abb. 2. MIAMED TV-Bildanalyse-System (Wild-Leitz GmbH, Wetzlar).
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Gerite (siche Abb. 2) bieten zusitzlich die Moglichkeit, Zellen mit_
bestimmten detektierten Eigenschaften, z. B. einem DNA-Gehalt
> 5c¢, selektiv aussondern zu lassen (= cell sorter), um sie z. B. einer
weiteren morphometrischen Analyse mit einem Bildanalyse-System
zuzufiihren.

Diese Gerite erlauben aber keine morphologische Identifikation
und Klassifikation der analysierten Zellen mit hoher Auflosung, also
auch keine gezielten Zellvermessungen. Damit kénnen Tumorzellen
nicht sicher von mituntersuchten Kernaggregaten, Lymphozyten,
Granulozyten, Histiozyten, Bindegewebszellen oder gesunden Epi-
thelien abgegrenzt werden. Daneben verhindert das stets vorhandene
«Rauschen», bedingt durch Artefakte, eine Detektion einzelner
Zellen. Die Beseitung von Artefakten stellt fiir DurchfluBsysteme ein
erhebliches Problem dar, da technisch relativ wenig Eingriffsmoglich-
keiten bestehen. Eine vermessene Zelle — oder ein Artefakt — konnen
nicht noch einmal visuell iiberpriift werden. Hier hat die Bildanalyse
deutliche Vorteile, da das Priparat fiir weitere Untersuchungen zur
Verfiigung steht und interessierende Zellen wiederholt z. B. bei
héherer VergréBerung, in Fluoreszenz, etc. analysiert werden kénnen.

Zudem liegt das Auflosungsvermdgen der DurchfluBsysteme bei
etwa 1%, d. h., daBB Zellsubpopulationen die weniger als 1% der Ge-
samtpopulation ausmachen, nicht identifiziert werden kénnen. Atypi-
sche Myeloblasten im peripheren Blut eines Kranken mit chronisch
myeloischer Leukdmie in der chronischen Phase wiren z. B. nicht zu
erkennen und zu vermessen. Dysplastische Zellen einer Schleimhaut-
verdnderung wiren nicht unabhéngig von den umgebenden normalen
Epithelien zu messen. Wenige Tumorzellen in einem ErguB oder Or-
ganpunktat blieben unentdeckt. Wenige, prognostisch relevante Zell-
kerne mit hohen DNA-Gehalten blieben ebenfalls unberiicksichtigt.
Eine wiederholte Kontrollmessung derselben Probe ist meist nicht
moglich.

2. TV-Bildanalyse-Systeme (siche Abb. 3, 4) erlauben dagegen
Messungen an zytologischen, u. U. auch an histologischen Routine-
prdparaten, d. h., daB} keine erneute Probenentnahme beim Patienten
notig ist. Fir DNA-Messungen muf3 aber eine Umféarbung nach
Feulgen erfolgen. Eine individuelle und gewebsspezifische Eichzell-
population kann fiir jedes Prdparat passend ausgewihlt werden.
Durch die Moglichkeit, jede einzelne Zelle vor dem MeBvorgang
morphologisch zu identifizieren und zu klassifizieren, konnen die in-
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Abb. 3. Interaktiver Monitor des MIAMED zur Messung des DNA-Gehaltes von
Zellkernen. MeBergebnisse sind in ¢ auf die entsprechenden Kerne geschrieben.

teressierenden Zellen gezielt und ohne Artefakte zur Messung ausge-
wihlt werden.

Dies ermdglicht auch selten vorkommende Zellen, welche von
besonderem diagnostischen Interesse sind, aufzufinden und isoliert
zu messen (z. B. dysplastische Zellen in einem Zervixabstrich, Im-
munoblasten in einer AIL, atypische Zellen in einem Pleuraerguf).
Auch ein Malignitétsgrading in einer gemischten Population aus Tu-
morzellen und normalen Epithelien (z. B. bei Harnblasenkarzino-
men) ist so moglich.

Weiterhin erlauben TV-Bildanalyse-Systeme neben den DNA-
Messungen an identischen Zellkernen auch noch deren morphometri-
sche Vermessung (GréBe, Form, Chromatinmuster). Mehrere Zellpo-
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Abb. 4. EXCELL TV-Bildanalyse-System (Imtec, Schweden).

pulationen kdnnen gleichzeitig vermessen werden. Eine direkte Zu-
ordnung der Meflergebnisse zu den einzelnen Zellen auf dem Monitor
erlaubt eine unmittelbare MeBwertriickkoppelung (Abb. 5). Die je-
derzeitige Kontrollmoglichkeit und Wiederholbarkeit einer individu-
ellen Zellmessung stellt einen entscheidenden Vorteil im Sinne der
Qualititskontrolle dar. AuBlerdem bieten diese Geriite heute meist
noch die Méoglichkeit einer Quantifizierung immunhistochemischer
Reaktion, wie z. B. der Ostrogenrezeptoranalyse bei Mammakarzino-
men an zytologischem und histologischem Material.

Gegentiiber der Durchfluflzytometric miissen Abstriche an der
Zahl meBbarer Zellen hingenommen werden. Nachteilig ist
ferner der grofere Zeitaufwand fiir die Vermessung einer Probe (z.
Zt. ca. 20 min fiir 20 Referenz- und ca. 200 Tumorzellen, MIAMED-
DNA, Wild-Leitz GmbH).

Im Prinzip gibt es flieBende Uberginge zwischen den interakti-
ven TV-Bildanalysesystemen und den Zytoautomaten, welche eben-
falls auf der Basis der Fernsehbildanalyse arbeiten. Folgende Analy-
senschritte sind unabhéingig voneinander automatisierbar und varia-
bel kombinierbar:

Priparateherstellung, Priparateeinzug, Applikation von Immer-
sionsdl, Objektivwechsel, Autofokus, Absuchen des Priparates (Scan-
Muster), Objektidentifikation und -segmentation, Artefaktelimina-
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Abb. 5. FACSTAR plus DurchfluB-Zytometer mit Cellsorter (Becton-Dickinson,
USA).

tion, Objektvermessung und MeBwertinterpretation. Kritische Schrit-
te im Zusammenhang mit der Automation sind bis heute insbesondere
die Priparateherstellung und die zweifelsfreie Objektidentifikation.
Bei der automatischen Artefaktelimination sind erhebliche Fortschrit-
te erzielt worden. Kein Zytoautomat ist aber bis heute in der Lage, an
Routinepréparaten zu arbeiten, sondern bedarf hinsichtlich einer op-
timalen Zellvereinzelung spezielle und aufwendig hergestellte Pripa-
rate. Das Vereinzelungsverfahren ist speziell jedem Untersuchungs-
material anzupassen. Bisher gibt es nur eine Entwicklung eines Pripa-
rationsautomaten, iiber den bisher noch nicht geniigend Erfahrung
fiir einen routinemaBigen Einsatz vorliegen [133]. Die zweifelsfreie
Objektidentifikation und Artefaktrejektion ist heute lediglich fiir ganz
speziell préparierte Abstrichpriaparate von der Zervix uteri gelost. Ein
Einsatz dariiber hinaus erfordert fiir jede Zell- und Priparationsart
speziell adaptierte Detektions- und Artefakteleminations-Algorith-
men, die vor ihrem Einsatz auf ihre Leistungsfihigkeit hin iiberpriift
werden miissen. Es besteht die Gefahr, daB Anwender im blinden
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Vertrauen auf die Zellidentifikationsfiahigkeiten von Zytoautomaten,
Zellproben automatisch analysieren lassen, ohne eine Kontrolle -
dariiber zu haben, was der Automat eigentlich gemessen hat. Auf
welchen Zelltyp sich die MeBergebnisse dann beziehen, bleibt offen.
Aus unserer Sicht stellt es eine Fehlindikation dar, wenn aufwendige
TV-Zytoautomaten dafiir eingesetzt werden, an Tumorproben DNA-
Verteilungen, z. B. zum Zweck der Malignitdtsgradierung, zu ermit-
teln. Dies ist preiswerter, gezielter und Tumortyp-unabhiingig mit
Halbautomaten zu erreichen. Die bekanntesten, z. Zt. im Handel be-
findlichen Bildanalysatoren zur DNA-Zytometrie und Morphometrie
sind in Tabelle 1 aufgefiihrt und spezifiziert.

Diagnostische Ergebnisse der DNA-Zytometrie

Wie in Kapitel «Biologische Grundlagen der diagnostischen
DNA-Zytometrie» dargestellt, eignet sich diese Methode insbesonde-
re zur

1. Abkldrung der Dignitit bei zytologisch oder histologisch dia-
gnostizierten Dysplasien, borderline lesions oder in ihrer Dignitit
grundsitzlich unklaren Krankheitsbildern sowie zur

2. Malignitdts-Gradierung.

Im folgenden sollen daher, getrennt nach Organen, fiir eine routi-
neméaBige Anwendung der DNA-Diagnostik wesentliche und wissen-
schaftlich dokumentierte Ergebnisse referiert werden. Pathologen und
morphologisch spezialisierte Kliniker mbgen daraus die fiir sie jeweils
relevante Indikation fiir eine DNA-zytometrische Diagnostik ent-
nehmen.

Mamma

Dignitdt

Diagnostisches Ziel ist die Identifikation obligat prakanzerdser
Verdnderungen unter den Mastopathien. Normales Brustdriisengewe-
be und gutartige Tumoren der Brust zeigen eine «diploide» DNA-
Verteilung [102, 180]. 40-100% der Mammakarzinome zeigen
dagegen eine «aneuploide» Stammlinie [6, 20, 22, 51, 52, 85, 86, 89,
96, 111, 180]. Unter den Mastopathien fanden Izuo et al. [96] sowchl
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«diploid-tetraploide» Fille als auch «aneuploide». Withrend sich die.
ersteren nie in manifesten Krebs weiterentwickelten, war dies bei den
meisten «aneuploiden» Mastopathien der Fall. D. h., da DNA-zyto-
metrisch detektierte Stammlinien-Aneuploidie als Marker fiir pro-
spektive Malignitdt bei Mammakarzinomen infrage kommt. Bocking

et al. [39] fanden bei allen von 104 untersuchten Mammakarzinomen
aneuploide Zellkerne > Sc.

Malignitdts-Grading

Diagnostisches Ziel ist die Identifikation derjenigen Patienten
mit T1-Tumoren, die ein extrem niedriges Metastasierungsrisiko auf-
weisen und bei denen auf eine adjuvante Chemo- oder Strahlenthera-
pie verzichtet werden kann. Die grobe, willkiirliche und subjektive
Unterteilung in «diploide» und «aneuploide» Mammakarzinome
ergab in mehreren Studien signifikant unterschiedliche Uberlebens-
zeiten fiir beide Gruppen [51, 53, 55, 85, 86, 111, 134]. Eine subjektive
Histogrammklassifikation nach Auer et al. [9] erlaubte die Unterschei-
dung von drei Patientengruppen mit statistisch signifikanter, unter-
schiedlicher Uberlebenszeit [10, 42, 63, 64]. Die Reproduzierbarkeit
dieser Klassifikation wurde von Opfermann et al. [131] und Bocking
et al. [39] in Frage gestellt.

Bocking et al. [39] untersuchten die prognostische Relevanz, Re-
produzierbarkeit und Representativitit des skalaren DNA-Maligni-
tatsgrades bei 104 Patienten im Vergleich mit dem histologischen
Grading nach Bloom und Richardson [28], der Histogrammklassifika-
tion nach Auer und der KerngréBe. Drei Gruppen mit signifikant un-
terschiedlichem Uberleben konnten mit dem DNA-MG unterschie-
den werden. Er korrelierte zudem signifikant mit dem Lymphknoten-
status. Die Reproduzierbarkeit der DNA-MG Bestimmung war derje-
nigen der subjektiven Klassifikationen iiberlegen.

Zervix uteri

Dignitdt

Diagnostisches Ziel ist die 1dentifikation obligat prikanzerdser
Lasionen unter den zervikalen Dysplasien und deren Abgrenzung von
reaktiven bzw. regressiven Verdnderungen durch DNA-zytometri-
schen Nachweis von Aneuploidie (Abb. 6).
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Gutartige Schleimhautveréinderungen weisen keine «aneuploi-
den» DNA-Stammlinien auf [45, 62, 126, 148]. Auch einzelne «aneu-
ploide» Zellen >5¢ werden nicht in normalen Zervixepithelien ge-
funden [29, 34, 97, 158, 190]. Karzinome des Plattenepithels der
Zervix dagegen weisen fast immer «aneuploide» DNA-Stammlinien
auf [45, 92, 126, 148, 149]. Ebenso wiesen alle untersuchten Carcino-
mata in situ einzelne Zellkerne > 5c auf [29, 34]. Fu et al. [73] zeigten,
daf3 alle invasiven Zervixkarzinome aus Dysplasien mit DNA-Aneu-
ploidien hervorgingen. Schon die Untersuchung von Sprenger et al.
[161], Wagner et al. [178] und Hilgarth [90] belegten den Wert des
Markers «DNA-Aneuploidie» zur Friitherkennung des Zervixkarzi-
noms im morphologischen Stadium der Dysplasien. Bocking et al. [32]
konnten dies bestdtigen: In einer Follow-up-Studie von 48 Patienten
mit geringen und mittleren Dysplasien entwickelten 31 im Beobach-
tungszeitraum ein Plattenepithelkarzinom. Bei 30 dieser Fiille wurden
«aneuploide» Einzelzellen nachgewiesen, wodurch die DNA-zytome-
trisch richtige Diagnose prospektiver Malignitit zu stellen war. Dies
entspricht einer Sensitivitit von 97% fiir prospektive Malignitit.
Falsch-positive DNA-zytometrische Diagnosen kamen in dieser Un-
tersuchung nicht vor.

Bollmann [41] bestitigte diese Ergebnisse: Von 35 Fillen geringer
bis mittlerer Dysplasie, welche im Follow-up ein Carcinoma in situ
bzw. invasives Karzinom entwickelten, wurden 51% DNA-zytome-
trisch richtig als prospektiv maligne identifiziert. Alle der 43 DNA-zy-
tometrisch als benigne eingestuften Dysplasie-Fille zeigten im zytolo-
gischen Follow-up einen unauffilligen Befund. Vergleichbare Ergeb-
nisse erzielte Bollmann [41] auch fiir das Adenokarzinom in sita der
Zervix.

Da ein HPV-Infekt zu einer Polyploidisierung bis zu 8¢ fiihren
kann, mul3 die Schwelle zum sicheren Einzelzellnachweis von Aneu-
ploidie bei zytologischem Nachweis von Koilozyten auf 9¢ angeho-
ben werden. Chatelain et al. [46] konnten iiber die «9¢ exceeding
events» unter 18 Patientinnen mit koilozytischer Dysplasie 12 von 13
identifizieren, die im Follow up ein Karzinom entwickelten. Falsch-
positive DNA-Diagnosen traten nicht auf. Das bedeutet fiir die
Praxis, dal Dysplasien der Zervixschleimhaut DNA-zytometrisch
weiter abgekldrt werden konnen, wobei ein Einzel- oder Stammlinien-
nachweis von DNA-Aneuploidie einem frithen Malignititsnachweis
gleichkommt.
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Malignitdts-Grading

Die meisten Autoren konnten nachweisen, dal3 Zervixkarzinome
mit hohen DNA-Stammlinienwerten eine schlechte Prognose haben,
solche mit nahe «diploiden» dagegen eine bessere [7, 74, 78, 99, 100,
125, 145] (Abb. 7). Ebenso ist das rezidivfreie Intervall bei Patienten
mit hohen DNA-Stammlinienwerten kirzer [127].

Ovar

Dignitdt

Diagnostisches Ziel ist die Identifizierung der prospektiv malig-
nen Fille unter den borderline Tumoren.

Alle gutartigen Tumoren weisen «diploide» Stammlinien auf,
wohingegen in Ovarialkarzinomen in unterschiedlicher Hiufigkeit
«aneuploide» Stammlinien gefunden wurden [4, 5, 17, 61, 69, 94, 110].

Dietel [54] und Friedlander et al. [71] konnten iiber den Nachweis
von DNA-Aneuploidie die prospektiv malignen, metastasierenden
bzw. rezidifierenden borderline Ovarialtumoren von den nicht pro-
gressiven Tumoren trennen. Dies bedeutet fiir die Praxis, dal3 Border-
line-Tumoren des Ovars in ihrer Dignitdt DNA-zytometrisch weiter
abgekliart werden kénnen.

Malignitdts-Grading

Ovarialkarzinom-Patientinnen mit «diploiden» Tumoren (Stamm-
linie) leben statistisch signifikant langer als solche mit «aneuploiden»
Tumoren [74, 183].

Endometrium

Dignitdit
Diagnostisches Ziel ist die ldentifikation obligat prikanzerdser
Falle unter den glanduldren, adenomatdsen und atypischen Hyper-

Abb. 6. Ergebnisbericht einer diagnostischen DNA-Messung (MIAMED-DNA)
bei einem Fall von geringer-mittlerer Dysplasie der Zervix uteri (Pap I1ID). DNA-
Diagnose: aneuploid (prospektiv maligne) wegen des Nachweises von 8 Zellen > 5c.
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plasien des Endometriums. Glandulir zystische Hyperplasien zeigen
reguldre «diploide» DNA-Verteilungen [146, 186, 189]. Die Rate der
Karzinome mit «aneuploiden» DNA-Stammlinien ist beim Endome-
trium aber vergleichsweise gering 8, 75, 76, 95].

Malignitdts-Grading

Patientinnen mit «diploiden» Endometrium-Karzinomen leben
statistisch signifikant ldnger als solche mit «aneuploiden» Karzino-
men [7, 119]. Das rezidivfreie Intervall ist bei «aneuploiden» Endo-
metrium-Karzinomen kiirzer als bei «diploiden» [95].

Niere

Dignitdt

Diagnostisches Ziel ist eine schirfere, objektive Grenzziehung
zwischen prospektiv gutartigen und bosartigen kleinen Nierentumo-
ren, d. h. zwischen Adenomen und Karzinomen. Da die Mehrzahl
der Nierenzellkarzinome «aneuploide» DNA-Verteilungen aufwei-
sen, normales sowie gutartig tumordses Nierengewebe aber nicht,
liegt es nahe, Adenome mit «aneuploiden» DNA-Verteilungen als
prospektiv maligne zu betrachten.

Malignitdts-Grading

Diagnostisches Ziel ist, diejenigen Low-stage-Nierenzellkarzino-
me zu identifizieren, die postoperativ keiner Nachbestrahlung oder
Chemotherapie bediirfen, da eine Metastasierung extrem unwahr-
scheinlich ist.

Mehrere Autoren fanden statistisch signifikante Unterschiede der
Uberlebensraten fiir Patienten mit «diploiden» bzw. «aneuploiden»
Nierenzellkarzinomen [103, 115, 141]. Selbst fiir Patienten, die bei
Diagnosestellung Fernmetastasen aufwiesen, konnten, je nach
Tumor-DNA-Gehalt, noch Uberlebensunterschiede nachgewiesen

Abb. 7. Ergebnisbericht einer diagnostischen DNA-Messung (MIAMED-DNA)
an einem «minimal deviation carcinoma» der Zervix uteri. DNA-Diagnose: aneuploid
(prospektiv maligne) wegen des Nachweises einer hypodiploiden Stammlinie.
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werden [115]. Patienten mit «aneuploiden» Nierenzellkarzinomen
entwickelten wesentlich hiufiger Fernmetastasen [132]. Eine Untersu- -
chung von Stérkel et al. [166] an 52 Nierenzellkarzinomen ergab cine
enge Korrelation zwischen der histomorphologischen Gradierung
und dem skalaren DNA-Malignititsgrad (DNA-MQG).

Bei den Wilms-Tumoren (Nephroblastomen), die heute in der
Regel operativ und chemotherapeutisch angegangen werden, zeichnet
sich dagegen eine giinstigere Prognose fiir chemotherapierte Patienten
mit «aneuploiden» Tumoren ab. Diesér Effekt wird auf die groflere
Chemosensitivitit entdifferenzierter, hoher maligner Zellen zuriick-
gefiihrt [142].

Prostata

Dignitdt

Diagnostisches Ziel ist die Identifikation der prospektiv malignen
Falle unter den Dysplasien der Prostata (z. B. unter den atypischen
Hyperplasien).

DNA-Aneuploidie wurde bei gutartigen Prostataverdnderungen
bisher nicht beschrieben. Dagegen wiesen je nach MeBtechnik und In-
terpretationsmodus 36 bis 100% der Prostatakarzinome DNA-Aneu-
ploidie auf [29, 101]. Der Stammlinien- oder Einzelnachweis von
DNA-Aneuploidie bietet sich daher als Marker fiir Malignitdt auch
bei Dysplasien der Prostata an. Zur Diagnose hochdifferenzierter
Prostatakarzinome erscheint dieser Marker aber weniger erfolgver-
sprechend, da gerade die Grad-I-Tumoren in geringerem Ausmaf
DNA-Aneuploidie nachweisen lassen.

Malignitdts-Grading

In mehreren Studien wurden signifikante Uberlebensunterschie-
de zugunsten der Patienten mit geringen DNA-Abweichungen der
DNA-Verteilung von der Norm gefunden {11, 66, 114, 157, 164, 173].
Mit Hilfe des DNA-Malignititsgrades konnten Bocking et al. [30, 38]
zwei Patientengruppen mit signifikant unterschiedlicher Uberlebens-
zeit unterscheiden (Abb. 8, 9). Die prognostische Relevanz und Re-
produzierbarkeit des DNA-MG war in diesen Studien derjenigen der
zytologischen Gradierung iberlegen. Dariiber hinaus wurde an 19
Féllen von konservativ behandelten Prostatakarzinomen, bei denen
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iber mehrere Jahre wiederholte Aspirate durchgefiihrt wurden, ein
DNA-Regressionsindex (DNA-RI) getestet, der die Anderung des
DNA-MG iiber die Zeit erfal3t und zum Therapiemonitoring dienen
soll. Die Uberlebenszeit der Patienten korrelierte, unabhingig vom
DNA-MG, auch mit dem DNA-RI. Patienten, die in Progression
kamen, wiesen trotz Therapie einen Anstieg des DNA-MG iiber die
Zeit auf. Ahnliche Beobachtungen machten Borgmann et al. [43]. Die
DNA-Zytometrie wird routinemiBig z. B. in der Mayo-Klinik zur
Therapieplanung und zur Therapiekontrolie eingesetzt [191]. Patien-
ten mit «diploiden» Stammlinien ihrer Tumoren (entsprechend
DNA-low-grade-Karzinomen) werden lediglich einer endokrinen
Therapie unterzogen, wihrend bei «aneuploiden» Prostatakarzino-
men Bestrahlung, Chemotherapie und Operation erwogen werden
[199]. Patienten mit «diploiden» Stammlinien (entsprechend DNA-
low-Grade-Karzinomen) zeigen ein besseres Ansprechen auf endokri-
ne Therapie, als solche mit «aneuploiden» Stammlinien {112, 196].

Harnblasenkarzinom

Dignitdt

Wegen der geringeren Aneuploidierate bei differenzierten, Grad-
[-Urothelkarzinomen ist eine diagnostische Hilfe bei der zytologisch
schwierigen Diagnose dieser Tumoren durch die DNA-Zytometrie
vorerst nicht zu erwarten.

Malignitdts-Grading

Urothelkarzinom-Patienten mit «diploider» Stammlinie leben
statistisch signifikant ldnger als solche mit «aneuploider» Stammlinie
[67, 91]. Dies gilt auch fiir TI-Tumoren. Bei Patienten mit rezidivie-
renden, oberfldchlichen Harnblasenkarzinomen fand sich eine Tu-
morprogression nur fiir Patienten mit «aneuploiden» DNA-Vertei-
lungen [80].

In der Therapie des Harnblasenkarzinoms ist das DNA-Maligni-
tits-Grading insbesondere nach primédrer Resektion des Tumors
gefragt, um objektive und valide Entscheidungsparameter fiir das
weitere Vorgehen zu erhalten. Bei DNA-low-grade-Karzinomen ist
eine «wait and see»-Haltung vertretbar, wihrend bei DNA-high-
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grade-Karzinomen eine Chemotherapie oder Harnblasenexstirpation
erwogen werden muf3 [165].

Hodenkarzinom

Dignitdit

Hodenkarzinome haben in ihrer Mehrzahl «aneuploide» Stamm-
linien. Durchfluzytometrisch werden 92%-95% angegeben [44, 68,
197]. Schon Carcinomata in situ des Hodens sind an Biopsiematerial
DNA-bildzytometrisch am Vorkommen von Zellen mit einem DNA-
Gehalt >5c zu erkennen [120]. Sogar an Ejakulaten konnten in 50%
der Fille Carcinomata in situ des Hodens durch Nachweis «aneuploi-
der» DNA-Stammlinien diagnostiziert werden [77].

Malignitits-Grading

Fir die Entscheidung iiber eine zusitzliche Therapie des Hoden-
karzinoms nach Semikastration (z. B. Lymphadenektomie, Chemo-
therapie) scheint der Nachweis von Zellen mit einem DNA-Gehalt
>5¢ ein valider prognostischer Parameter zu sein. Liegen solche
Zellen vor, ist mit hoher Wahrscheinlichkeit mit einem Rezidiv zu
rechnen und eine adjuvante Therapie erscheint gerechtfertigt. Liegen
solche prognostisch ungiinstigen Zellen nicht vor, so kann eine «wait
and see»-Haltung eingenommen werden [3].

Maligne Lymphome

Dignitdts-Bestimmung

Die angioimmunoblastische Lymphadenopathie galt in den 70er
Jahren nicht als ein malignes Lymphom. Common and Bécking [50]
und Chatelain et al. [46] konnten durch den DNA-zytometrischen
Nachweis «aneuploider» Zellen in Lymphknoten in 9 von 10 Fillen

Abb. 8. Ergebnisbericht einer diagnostischen DNA-Messung (MIAMED-DNA)
bei einem Grad 1 Prostatakarzinom. DNA-Diagnose: aneuploid, DNA-Malignitits-
grad 0,8.
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diese Erkrankung als maligne identifizieren. Dies ist durch Einbezie-
hung der Erkrankung in die Kieler Lymphomklassifikation mittler-
weile akzeptiert. Wegen der Moglichkeit einer virusbedingten Poly-
ploidisierung einzelner lymphatischer Zellen ist ein Aneuploidienach-
weis DNA-zytometrisch an lymphatischen Zellen nur iiber die soge-
nannte Stammlinieninterpretation moéglich. Bei AIDS wurde eine eu-
ploide Polyploidisierung lymphatischer Zellen, aber keine DNA-An-
euploidie gefunden [14]. Der Nachweis einer «aneuploiden» Stamm-
linie kann also in einer Lymphknotenpriparation in diagnostischen
Zweifelsfallen Malignitdt zu diagnostizieren helfen.

Malignitdts-Grading

Ein morphologisches Grading der Malignitit von Lymphomen
sieht die Kiel-Klassifikation in zwei Gruppen und die New Working
Formulation in drei Gruppen vor. Die Reproduzierbarkeit dieser sub-
jektiven Klassifikationen und Gradierungen ist beschrinkt [109]. Eine
prognostisch mindestens gleichwertige DNA-Malignititsgradierung
von Lymphomen, die aber den Vorteil hoher Objektivitit und Repro-
duzierbarkeit aufweist, publizierten Bocking et al. [32, 33], validiert an
173 Patienten mit 8—14jdhrigem Follow-up. Sofern die einzuschla-
gende Therapie von einer validen und reliablen Malignititsgradie-
rung abhingt, sollte daher eine DNA-Malignitits-Gradierung
erwogen werden.

Leukdmien

Dignitdts-Bestimmung

Bei der Identifikation prospektiv maligner Fille unter den Mye-
lodysplasien kann die DNA-Zytometrie hilfreich sein. Auffermann et
al. [15] konnten unter 17 Fillen mit megaloblastirer Andmie 8 von 10
Fillen, die spéter eine akute, nicht lymphatische Leukimie entwickel-
ten, friithzeitig identifizieren.

Abb. 9. Ergebnisbericht einer diagnostischen DNA-Messung (MIAMED-DNA)
bei einem Grad 3 Prostatakarzinom. DNA-Diagnose: aneuploid, DNA-Malignitits-
grad 1,9.
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Malignitdts-Grading

Bei der chronisch myeloischen Leukidmie existiert bis heute kein
Zellmarker, um Fille mit langem Verlauf der chronischen Phase und
langer Uberlebenszeit von solchen mit kurzem Verlauf der Krankheit
abzugrenzen. Die Spanne der beobachteten Uberlebenszeiten liegt
zwischen wenigen Monaten und 10 Jahren. Fiir den biologisch exakt
zu terminierenden Einsatz einer Knochenmarkstransplantation ist
das Wissen um die prospektive maligne Potenz der Erkrankung aber
entscheidend. Chatelain et al. [46] konnten DNA-zytometrisch sowohl
durch Nachweis einer hyperdiploiden Stammlinie, als auch einer er-
hoéhten «stemline shoulder fraction» Patienten mit signifikant ver-
kiirzter chronischer Phase und Uberlebenszeit identifizieren.

Knochentumoren

Dignitdtsbestimmungen

Kreicbergs et al. [107] konnten Chondrome und Chondrosarkome
mit einer Sensitivitit von 54% und einer Spezifitit von 100% DNA-zy-
tometrisch diagnostizieren. In einer spateren Studie erreichten diese
Autoren [108] eine Sensitivitidt von 78% bei einer Spezifitit von 100%
fiir die durchfluBzytometrische Differenzierung zwischen verschiede-
nen gut- und bosartigen Tumoren [88, 193] (90% Sensitivitdt, 100%
Spezifitit fiir 94 Knochen- und Weichteiltumoren).

Malignitdts-Grading

Ein reproduzierbares histologisches Malignitits-Grading existiert
fiir Riesenzelltumoren des Knochens nicht [170]. Bei der extremen Va-
riabilitat dieses Tumors betreffend seiner Rezidivwahrscheinlichkeit
ist fiir die Wahl der geeigneten Therapie (Curettage vs. Resek-
tion/Amputation) ein Wissen um sein prospektives Verhalten aber
entscheidend. Sun et al. [171] konnten fiir 17 Patienten mit lediglich
curettierten Riesenzelltumoren belegen, daB DNA-zytometrisch mit
Hilfe des «2¢ deviation index» [29, 35] Tumoren mit und solche ohne
Auftreten eines Rezidivs in mehrjidhrigem Follow-up ohne Uberlap-
pungsbereich unterschieden werden kdnnen. Ahnliche Resultate er-
zielten Mellin et al. [117].

Die prognostische Relevanz der DNA-Verteilung belegten
[Kreicbergs et al. [107] fiir das Chondrosarkom. 93% der Patienten mit
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einem schnellen, tédlichen Krankheitsveriauf zeigten «aneuploide»
DNA-Verteilungen (10 Jahres Uberlebensrate 28% fiir «aneuploide»
vs. 77% fiir «diploide» Tumoren). Die Autoren kamen zu dem SchiuB,
daB irrespektive der histogenetischen Tumorklassifikation gutartige
und low grade Knochentumoren «diploide» sind, wihrend hochma-
ligne Knochentumoren im allgemeinen «aneuploid» sind [88].

Weichteiltumoren

Dignitditsbestimmung

Sapi et al. [153] konnten die Dignitdt von 69 Weichteiltumoren
mittels DNA-Zytometrie mit einer Sensitivitit von 97,7% und einer
Spezifitit von 100% diagnostizieren. Diagnostischer Index war die 5¢
Exceeding Rate [29]. Die Autoren schlagen die interaktive DNA-
Messung daher zur prioperativen Dignitatsabklarung an Feinnadel-
punktaten von Weichteiltumoren vor. Akerman et al. [2] konnten an
Aspirationsbiopsien von Weichteiltumoren mit einer Sensitivitit von
76% und einer Spezifitit von 100% Malignitat DNA-zytometrisch dia-
gnostizieren. Diagnostischer Parameter war der DNA-Index. Feder-
spiel et al. [65] konnten mittels des DNA-Index 97% der Leiomyosar-
kome des Gastrointestinaltraktes als maligne und 79% der Leiomyo-
me als benigne identifizieren.

Bronchialkarzinome

Dignitdits-Bestimmungen

Den Einsatz der DNA-Zytometrie zur Differenzierung zwischen
Tumorzellen und unspezifischen Zellverdnderungen aus dem Bron-
chialsystem beschrieben schon Ono und Auer {130]. Blondal und
Bengtson [25] und Bléndal und Ponten [27] nutzten die DNA-Zytome-
trie, um in diagnostischen Problemfillen Karzinoide von kleinzelli-
gen  Bronchialkarzinomen zu differenzieren. Auffermann und
Bocking [13] konnten durch Nachweis von Zellen > 5¢ mit einer Sen-
sitivitdt von 89,5% unter 28 Patienten mit dysplastischen Zellen im
Sputum diejenigen 17 ermitteln, bei welchen drej Tage bis sechs
Wochen spiter ein Bronchialkarzinom diagnostiziert wurde. Damit
scheint die Identifikation aneuploider Zellen in Sputen oder Bronchi-
alsekreten dem Nachweis prospektiver Malignitit zu entsprechen.
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Falsch-positive Diagnosen traten DNA-zytometrisgh r}icht auf. Dlgk \
Methode kommt daher zur Abkldrung von Dysplasien in Sputen un
Bronchialsekreten infrage.

Malignitdts-Grading . N
Wﬁhfend ein prognostisch valides histo- oder zytomorphologi

sches Grading fiir das Bronchialkarzinom qicht e)?istiert, wurden éln
vielen Studien, vor allem durchfluBzytometrisch, die hohe prognos

sche Relevanz des DNA-Ploidiestatus fiir das kleinzellige [1] ursldlc;ais
nichtkleinzellige Bronchialkarzinom nachgewiesen [26, 129,. 17 ,h : ,
184, 185, 198]. Zimmermann et al. [198] belegteﬂn, c‘laB statistisc bef
Ploi’diest’atus der prognostisch valideste unabhang;gle E?rgmelt)(;rtie 31

i i i it Alter, Geschlec es -
Lungenkarzinomen ist, verglichen mi ter, . _
ten ghistologischem Tumortyp, TNM-Staging, Operationsart und Tu

morlokalisation.

Speicheldriisentumoren

Dignitdtsbestimmung _ . .
Dii DNA-Zytometrie zur Unterscheidung zwischen gutartigen

und bosartigen Speicheldriisentumoren ist bereits 1973 Vont Enedrizzlel
und Zetterberg vorgeschlagen worden. Insbesondere kon/r: ;n Jiese
Autoren die unterschiedliche Dignitdt von monomorphgn ; ezzen
und mucoepidermoiden Karzinomen DNA-zytometrisch abgre .

Malignitdts-Grading . ‘ _
EinegDNA-Malignitéts—Gradierung an Femnafielasplrgten schlu
gen Eﬁeroth und Zetterberg [59, 60] fur Speicheldrusenkarz':jnome_\c/l(;;
i 71 Fillen von mucoepidermot
Hamper et al. [84] konnten bei 7 : : d
Speic%eldrﬁsenkarzinomen DNA-zytometrisch pac'h.welsen,"dag Falle
mit «diploiden» Stammlinien klinisch einen signifikant giinstigeren

Verlauf nehmen als DNA «aneuploide» Fille.

Osophaguskarzinome

Dignitdtsbestimmung '
Rugbio et al. [144] postulieren aufgrund ihrer Untersuchungen an

Dysplasien und Plattenepithelkarzinomen, daf Dysplasien mit «di-
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ploidem» DNA-Muster reaktiv, nicht neoplastisch oder nicht pro-
gressive Dysplasien darstellen, wihrend «aneuploide» Dysplasien
prospektiv maligne «aggressivere Lisionen» darstellen, da Aneuploi-
die ansonsten nur irl Carcinomata in situ und invasiven Plattenepi-
thelkarzinomen des Osophagus gefunden wurden [121, 143].

Malignitits-Grading
Eine enge Korrelation der DNA-Verteilung mit der Uberlebens-

Teit fiir das Osophagusfriihkarzinom beschreiben Suginashi et al. [168
691]. ’

Oropharynxtumoren

Dignitétsbestimmungen

Schon Bjelkenkrantz et al. [24] erkannten die Bedeutung des
Nachweises «hypertetraploider» Zellen in Dysplasien des Kehlkopfes
fir die Diagnose von obligaten Prikanzerosen. Bocking et al. [31]
konnten unter 15 geringen bis mittleren Dysplasien diejenigen vier
d}xrch Nachweis von Zellen > 5c identifizieren, welche im Follow-up
ein Karzinom entwickelten.

Malignitdts-Grading

Die prognostische Validitit des DNA-Malignitits-Grades fiir das
Kehlkopfkarzinom belegten Bocking et al. [31] bei 16 Patienten. Pa-
tienten mit DNA-Malignitatsgrad 0—1 lebten im Mittel 7,5 Jahre
solche mit DNA-Malignitétsgrad 1-2, 1,5 Jahre (p = 0,001). DNAj
Aneuploidie war in der Untersuchung von Tytor et al. [179] an 88
Plattenepithelkarzinomen der Mundhéhle signifikant (p = 0,001) mit
derp Auftreten von Lymphknotenmetastasen assoziiert. An einer
kleinen Fallzahl (n = 7) illustrierten Chatelain et al. [48] die progno-

stische Validitit des DNA-Malignititsgrades fir das Mundhéhlen-
karzinom.

Dickdarmtumoren

Dignititsbestimmungen
Der DNA-zytometrische Nachweis von Aneuploidie wird in
mehreren Untersuchungen als Marker fiir prospektive Malignitit bei
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den dysplastischen Schleimhautverinderungen der Colitis ulcerosa

vorgeschlagen [16, 83, 113]. Abgeschen davon, daB die Objektivitit -
und Reproduzierbarkeit des Aneuploidienachweises groBer als dieje-

nige der subjektiven histopathologischen Gradierung ist, wurde eine

signifikante Korrelation zwischen dem Aneuploidienachweis und

dem spiteren Entstehen von Krebs gefunden [118]. Hamada et al. [22]

verwendeten den Aneuploidie-Nachweis in schweren Dysplasien der

Dickdarmschleimhaut ebenfalls als Malignitits-Marker.

Malignitits-Grading

Die hohe prognostische Validitit der DNA-Verteilung fiir das
Dickdarmkarzinom wurde in einer Fille von Publikationen belegt
[79, 139, 155, 167, 192, 195]. Zumeist wird der DNA-Gehalt unabhin-
gig vom histologischen Grading und dem TNM-Staging als diagno-
stisch valideste Variable bei kolorektalen Karzinomen ermittelt. Der
Ploidicstatus wies eine enge Korrelation mit der rezidivfreien und Ge-
samtiiberlebenszeit auf. Keiner der Patienten mit «diploidem» DNA-
Verteilungsmuster erlitt ein Rezidiv [105, 106]. Daher wird vereinzelt
die DNA-Analyse bereits prioperativ zur besseren Planung der Ope-
rationsstrategie gefordert [19, 156].

Automation der zytologischen Diagnostik

Erklirtes Entwicklungsziel der Zytoautomation war es, Maschi-
nen fiir ein automatisches Priscreening von Gebdrmutterhalsabstri-
chen zu entwickeln. Sie sollten die Funktion einer zytologisch-tech-
nischen Assistentin im Vormustern von Zellabstrichen iibernehmen,
ohne dabei durch Ermiidungserscheinungen Leistungsabfille zu
zeigen. Weitere Vorgaben waren eine falsch-positiv-Rate von < 10%,
eine falsch-negativ-Rate von < 5%, eine Kontrollmdglichkeit der po-
sitiven Maschinendiagnosen am selben Priparat durch den Zytolo-
gen, eine Bearbeitungsdauer von ca. 5 min oder weniger pro Pripa-
rat, ein Priparatedurchsatz von ca. 20000 pro Jahr und ein Anschaf-
fungspreis von <500000,~ DM [163]. Nachdem erste Entwicklungen
zu Beginn der 70er Jahre in Japan und in den USA vorgestellt
wurden, begann in der Bundesrepublik 1973 durch den Minister fir
Forschung und Technologie eine Forderung zweier Entwicklungspro-
jekte, in welche bis heute etwa 50 Mio. DM offentlicher Mittel geflos-
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sen sind. Diese Forderung ist mittlerweile ausgelaufen. Lediglich zwei
Projekte fiihrten zur Erstellung entsprechender Systeme. Dabei
handelt es sich um das System FAZYTAN, welches am Institut fiir
Physikalische Elektronik der Universitit Stuttgart von Prof. H. W,
Bloss und Dipl.-Ing. P. Schwarzmann zunichst in Zusammenarbeit
mit AEG/Telefunken, spiter dann mit der Firma Kontron entwickelt
wurde. Kooperierender Zytologe war zunichst Prof. H. J. Soost vom
Institut fiir klinische Zytologie der Technischen Universitit
Miinchen, spiter dann Prof. E. Sprenger, Abteilung fiir Zytopatholo-
gie der Universitit Kiel. Die heutigen Leistungsdaten des Systems
gehen aus Tabelle 2 hervor. Die Frage der Vermarktung ist noch nicht
geklart.

Das System LEYTAS II (heute MIAC) wurde von der Firma
Leitz in Wetzlar in Kooperation mit der Ecole des Mines in Fontain-
bleau (Dr. F. Meyer), Frankreich, und Prof. J. S. Ploem von der Ab-
teilung Histochemie und Zytochemie der Universitit Leyden, Nieder-
lande entwickelt (Abb. 10). Es darf im Moment als das am weitesten
fortgeschrittene Zytoautomaten-Projekt gelten, mit eindrucksvollen
Leistungsdaten, die aus Tabelle 2 ersichtlich sind. Fiir dieses Geriit
wurde in den Jahren 1988 und 1989 unter der Leitung von Prof. H.
Naujoks an der Universitits-Frauenklinik Frankfurt/Main ein soge-
nannter Labortest durchgefiihrt, durch den auch praktische Erfahrun-
gen gesammelt wurden. Das System MIAC wird auch fiir Anwendun-
gen auBerhalb des Priscreening fiir das Gebirmutterhalskarzinom in
der Zytopathologie von Tumoren eingesetzt [3, 165]. Die Vermarktung
dieses Gerites ist ungewil3.

Eine Kommerzialisierung der Systeme BioPEPR (Niederlande),
CERVIFIP (England) und CYBEST (Japan) ist uns nicht bekannt.

Sensitivitit und Spezifitit sind bei derartigen Screening-Automa-
ten ebenso voneinander abhingig wie bei der menschlichen Diagno-
stik; d. h. daB je nach gewiinschter oberer falsch-negativ-Rate (FNR)
mit einer entsprechenden falsch-positiv-Rate (FPR) gerechnet werden
mufBl. Wihrend das System LEYTAS I1I (MIAC) z. B. bei einer FNR
von 0% eine FPR von 16,5% erzielt, kann die FPR auf 3,3% gesenkt
werden, wenn man 7,6% falsch-negative Diagnosen akzeptiert. Da-
mit sind die o. g. Anforderungen an einen Prascreeningautomaten
erfiillt. Einer FPR von 11,6% wiirde dann eine FNR von 1,7% entspre-

chen [138].

Zum Vergleich ist zu beriicksichtigen, daB die FNR der subjekti-

a i i i i Gewihr
Tabelle 2. Leistungsdaten verschiedener Zytoautomaten zum Préscreening von Abstrichen der Zervix uteri (Angaben ohne )
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Abb. 10. MIAC (Leytas II) Zytoautomat (Wild-Leitz GmbH, Wetzlar).

ven, konvent.ionellen Zervixzytologie bei insgesamt ca. 20% liegt
[1'60], wovon jeweils ca. 10% einem Entnahmefehler und éinem V4 tg
diagnosefehler entsprechen. Die Leistung eines Zervixautom;,t;;
kapn also entsprechend der gewiinschten Sensitivitit Spezifitit und
Wirtschaftlichkeit eingestellt werden. Da in den USA z, Zt. die F uc;l
rung von 0% falsch-negativen Diagnosen im Raume s.teht' muBO;l n
mit etyva 16% falsch-positiven Maschinendiagnosen re;:hnen c?iz
durch interaktive Zuriickweisung von Artefakten auf ca 11% e;enkt
:Vvi:d;n kt')n.n‘m [57]. Diese 11% der Priparate miissen .dann, ibenso
mikmﬁ( é);is;gv‘izrg/ifchmendlagnosen, von einem Zytologen nach-
Hauptproblem, welches den derzeitigen klinischen Einsatz der
Z.ytoautorr‘laten am meisten behindert, ist die aufwendige Pripar
tionstechnik, um «automatengerechte» Zellvereinzelungs-Pri Izlr ?-
zu erhalten. Die Automaten kénnen derzeit noch nicht mit enp" o
der Effektivitéit an Routineausstrichen arbeiten. Dazu mﬁsseng di;l gZenl—
labstr}che Z}Jnéichst in Suspension gebracht werden, um daraus duril;
Zentrifugation der Zellen auf Objekttriager Sediméntationspré arat
herzustellen (monodisperse Objekttragerdeposition). Diese ngstelej
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lung ist derzeit noch zu zeitaufwendig (ca. 3 h fiir 12 Pridparate) und
zu kostspielig. Sie muB heute noch in hochspezialisierten zentralen
Laboratorien erfolgen. Solange also keine einsatzfdhigen Pripara-
tionsautomaten verfiigbar sind, ist ein routineméiBiger Einsatz auch
der besten Zytoautomaten zum Massenscreening illusorisch. Ansitze
fiir eine Entwicklung derartiger Automaten existieren aber bereits
{1331

Als weiteres Einsatzgebiet fir Priscreeningautomaten bietet sich
die Bearbeitung von Urinen zur Diagnostik des Urothelkarzinoms
und von Sputen zur Diagnostik des Bronchialkarzinoms, jeweils bei
Risikogruppen, an. Auch hier muf fir eine Routineanwendung
gleichzeitig das priparatorische Problem geldst werden. Ferner ist der
Einsatz von Zytoautomaten sinnvoll, wenn es darum geht, in einer
extrem hohen Zahl von Zellen (z. B. im peripheren Blut) seltene Er-
eignisse (rare events) wie wenige aneuploide Zellen mit einem DNA-
Gehalt >5c¢ oder ecinzelne immunhistochemisch oder mit DNA-
Sonden markierte kranke Zellen aufzufinden (z. B. IEA-positive
Zellen im Blut zum Zytomegalienachweis nach Nierentransplantatio-
nen und Immunsuppression).

Eine nur bedingte Indikation fiir den Einsatz von Zytoautomaten
stellt dagegen z. B. die Analyse der DNA-Verteilung an Tumorpro-
ben mit diagnostischem oder prognostischem Ziel dar. Diese Aufgabe
kann von preiswerteren, interaktiven Gerdten ebensogut Uibernom-
men werden, wobei u. U. ein geringer zeitlicher Mehraufwand fiir die
Zellmessung in Kauf genommen werden mufl. Dieser wird aber kom-
pensiert durch die weniger aufwendige Ausstrichpréparation fir in-
teraktive Messungen. Eine jederzeitige Kontrolle iiber die tatsichlich
vermessene Zellpopulation wird aber von Pathologen nachdriickliich
gefordert. Diagnostisch problematische Routinepraparate mit Dys-
plasien oder «borderline lesions» kdnnen Zytoautomaten zur Digni-
tatsabkldrung mittels DNA-Zytometrie z. Zt. noch nicht vorgelegt
werden. Ihre Bearbeitung ist, nach Umfarbung nach Feulgen, nur mit
interaktiven Systemen moglich.

Aus zytopathologischer Sicht liegt heute die Indikation fiir den
Einsatz von Zytoautomaten im Massenscreening extrem repetitiver
Zellproben (Gebirmutterhalsabstriche, Urine, Sputen), sobald das
priparatorische Problem geldst ist, sowie in der «rare event detec-
tion» an mit speziellen Markern behandelten Proben. Die Indikation
fiir den Einsatz interaktiver MeBsysteme liegt dagegen in der Bearbei-
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tung zytologischer Routinepri ignitd i
e Lol égs Vialign e :di I;:(;rate zum Zweck der Dignitétsabkli-
]?ie Yorbehalte gegen die Einfithrung messender Verfahren in dj

Rou'tmedlagnostik seitens der Pathologen sind sehr groB3. Ein Edit N
rla}l in der Zeitschrift Pediatric Pathology mit dem Titel <<Quantitatl'o-
Histology and Other Perversionsy» moge dies illustrieren [21;/e
Dennoch 'zeichnet sich derzeit eine Trendwende in der Patholo ie b]
Sovyohl die Deutsche Gesellschaft fiir Pathologie, als auch diegInta .
patlonale Akademie fiir Pathologie, Deutsche S,ektion erwigen n
ihren 'Kongretssen separate Veranstaltungen zur DNA-Z’ytome%rie ::11
der I?lagnc?stlk zu integrieren. Kassenirztliche Vereinigungen befa

sen sich mit der Méglichkeit einer gebilihrenordnungsmiBigen A -
kennung diagnostischer DNA-Messungen. : o

Zusammenfassung

In einem Ubersichtsartikel werden die Indikationen fiir eine
DNA-Zytor_netrle—unterstiitzte zytologische Krebsdiagnostik darge-
stellt. Dabei handelt es sich insbesondere um die Dignitéitsabkléirugn
von Dysplasien (z. B. der Zervix uteri oder der Bronchialsc-hleimg
hgut) und‘ von borderline Tumoren (z. B. Ovarial-, Knochen- Weich:
teil-) sowie um ein prognostisch valides und reliables Mafi nitits-
Grading (z. B. fiir Mamma-, Nieren-, Prostata-, Harnblasen-g Dick-
darmlfarzmor.ne und maligne Lymphome). Die Einsatzméglicilkeiten
der d?.agnostlschen DNA-Zytometrie werden gemiB Literaturanea-
ben fiir 18 verschiedene Tumorlokalisationen aufgefiihrt. Modergne
MeBa}pparaturen zur  DNA-Zytometrie (DurchfluBBzytophotometer
und insbesondere TV-Bildanalyse-Systeme) werden samt ihrer Lei-
stung.sdat?n vorgestellt. Der Entwicklungsstand der Zytoautomaten
fir ein Préscreening an Gebdrmutterhalsabstrichen wird beschrieben

Literatur

1 Abe S, Makimara S, Itabaski K, Nagai T, Tsuneta Y, Kawakami

significance of nuclear DNA content in small cell i
1985; 56:2025-2030. reinoma of th

Y: Prognostic
e lung. Cancer

10

11

i3

14

15

16

17

18

20

Bocking 336

Akerman M, Killander D, Rydholm A, Réoser B: Aspiration of musculo skeletal
tumors for cytodiagnosis and DNA-analysis. Acta Orthop Scand 1987; 58: 523-*
528.
Allhoff E, Liedke S, de Riese W, Wittekind Ch, Tanke HJ, Jonas U: Metastatic
potential in NSGCT Stage 1. Urol Res 1989; 17:332.
Atkin NB, Baker MC: Chromosome and DNA abnormalities in ovarian cy-
stadenoma. Lancet 1970; I: 470.
Aktin NB: Modal DNA value and chromosome number in ovarian neoplasia.
A clinical and histopathologic assessment. Cancer 1971; 27: 1964 - 1974.
Atkin NB: Modal desoxyribonucleic acid value and survival in carcinoma of the
breast. Br Med J 1972; 1: 271 -272.
Atkin NB: Prognostic significance of ploidy level in human tumors. 1. Carcinoma
of the uterus. J Natl Cancer Inst 1976; 56: 909-910.
Atkin NB, Kay R: Prognostic significance of modal DNA value and other factors
in malignant tumors, based on 1465 cases. Br J Cancer 1979; 10: 210-231.
Auer GU, Caspersson TO, Wallgren AS: DNA content and survival in mammary
carcinoma. Anal Quant Cytol 1980; 2: 161 -165.
Auer GU, Eriksson E, Azavedo E, Caspersson T, Wallgren A: Prognostic signifi-
cance of nuclear DNA content in mammary adenocarcinomas in humans. Cancer
Res 1984; 44:394-396.
Auer GU, Zetterberg A: The prognostic significance of nuclear DNA content in
malignant of breast, porostate and cartilage, in Koss LG, Cleman DV (eds): Adv
Clin Cytol 1984, vol 2, pp 123 -134.
Auffermann W, Repges R, Bécking A: Rapid diagnostic DNA cytometry with an
automatic microscope and a TV-image analysis system. Anal Quant Cytol 1984; 6:
179 188.
Auffermann W, Bdcking A: Early detection of precancerous lesions in dysplasias
of the lung by rapid DNA image cytometry. Anal Quant Cytol Histol 1985; 7:
218 -226.
Auffermann W, Kriiger GRF, Bocking A: DNA image cytometry in acquired im-
mune deficiency syndron (AIDS). Anal Quant Cytol Histol 1986; 8: 19-24.
Auffermann W, Fohlmeister 1, Bécking A: Diagnostic and prognostic value
of DNA image cytometry in myelodysplasia (MDS). J Clin Pathol 1988; 41: 604 -
608.
Avtandilov GG, Kazantseva IA: Comparative microspectrophotometric study of
the DNA content in the diagnosis of pretumorous processes and cancer. Virchows
Arch Abt Path Anat 1973; 359: 289 -297.
Barlogie B, Drewinko B, Schuman J: Cellular DNA content as a marker of
neoplasia in man. Am J Med 1980; 69: 195 -203.
Barlogie B: Abnormal ceilular DNA content as a marker of neoplasia in man. Eur
J Cancer Clin Oncol 1984; 20: 1123 -1125.
Banner B, Tomas de la Vega JE, Roseman DL, Coon JS: Should flow cytometry
DNA analysis precede definitive surgery for colon carcinoma? Ann Surg 1985;
202: 740-744.
Bedrossian CWM, Raber M, Barlogie B: Flow cytometry and cytomorphology in
primary resectable breast cancer. Anal Quant Cytol 1981;3:112-116.



DNA-Zytometrie und Automation in der klinischen Diagnostik 337

21 Benjamin DR: itati i i
en Quantitative histology and other perversions. Ped Pathol 1989; 9:
22 Berryman IL, Harvey JM., Sterrett GF, Papadinitriou JM: The nuclear DNA con
s g.nt of human breast carcinoma. Anal Quant Cytol Histol 1987; 9: 429434 -
a;::t th, B}?rien M,. Kreuzberg M, Krieger-Stojalowska A, Rohde E: C(;mpar
ytophotometric and cytomorphometric investigati , ilo ‘
_ C an gations on koilocyt d
atypical squamous epithel i i 86 131
aypicals P tum of the cervix uteri. Zent Allg Pathol Anat 1986; 131:
24 Bljelf'nk:iantz K,_Lundgren tl, Olofsson J: Single cell DNA measurements in hyper-
gl Zsolcc, ysplast;il and carcinomatous laryngeal epithelia, with special refe‘rencz to
urence of hypertetraploid cell nuclei. Anal Q
’s ° rap A 1. uant Cytol 1983; 5: 184 88.
Blondal T? Bengtss.on A: Diagnostic application of nuclear DNA measurement:
2 cl;n“bronchlal secretions. Anal Quant Cytol 1982; 4: 269274 nS
Dl;xxjgl T(,i Lmdgrep A: Fluorescence cytophotometric measurements of nuclear
o~ in a enocar'cmoma of the lung. Relation of proliferative activity and DNA
. glm y to prognosis. Anal Quant Cytol 1982; 4: 255 —332
Ondal T, Ponten J: DNA ploidy i ’ inom
A : ploidy in small 8
Rex 183 s meen ! y all cell carcinoma of

28 Bloom HIG, Richardson WW: Hj i
s : Histolo 1 i is i
o Bt Cancer (597 11 yon 205 gical grading and prognosis in breast can-
29 :grcli(}ir;g ?, Adée;iP, Common HH, Hilgarth M, Granzen B Auffermann W: Al
or a -cytophotometric dia i ading i Anal
Gmant Cytot 190t gnosis and grading of malignancy. Anal
30 gBr(:;l;;ngg ?, A;ffermann W, Joachim D, Contractor H, Wohltmann D: DNA
ol malignancy and tumor regression in prostati i .
c
N mf)ne' therapy. Appl Pathol 1985; 3: 206 - 214. P 1 carcinoma under hor
grc;fjki:lngg l}, Aulf.fermann W, Vogel H, Schidndorff G, Goebbels R: Diagnosis and
of malignancy in squamous epithelial lesions of : i
t
C)itop'hotometry. Cancer 1985; 56: 1600 — 1604. oF the fanynx with DNA
32 ]S30hck1ng 1?:, Chatelain R, Auffermann W, Kriiger GRF, Asmus B, Wohltmann D
chuster C: DNA grading of mali ’ , ’
= gnant lymphomas. 1. Prognostic signifi
reproducibility and compari i ificatior Stioar o
oproduait: parison with other classifications. Anticancer Res 1986;
33 f[?;klﬁg A, Clhatelain R, Lohr GW, Reif M, Rossner R, Becker H: DNA grading
alignant lymphomas. I1: C i i ini ’ Anti
o866 ane TPk orrelation with clinical parameters. Anticancer Res
34 Iliz?i(lirrlf ﬁ; gilg];l;tjl:\M’ Auffermann W, Hack-Werdier C, Fischer-Becker D, von
u : cytometric diagnosis of ive mali i :
. . ‘ prospective malignan -
. gr}e]if.:smns of the uterine cervix. Acta Cytol 1986; 30: 608-615 gnaneyin border
ocking A, Auffermann W: Alpori A-cy .
. ! : Algorithm for DNA-cytophotometric dj i
s gr.:ddx'ng of malignancy. Analyt Quant Cytol 1986; 8: 363. e fagnosts and
6 Bock'mg A: Pe.rkutane diagnostische Punktionen, in Giinther RW, Thelen M
. (e.(.is).. Interventionelle Radiologie. Stuttgart, Thieme 1988, pp 447—460
Bocking A., Chatelain R: Diagnostic and prognostic value of DNA cy.tometr in
. g){.neﬁ:ologlcal cytology. Anal Quant Cytol Histol 1988; 11: 177~ 186 ’
Bocking A, Chatelain R, Orthen U, Gien G, von Kalkreuth G' Joachim D

the lung. Anticancer

Bocking 338
Wohitmann D: DNA-grading of prostatic carcinoma: Prognostic validity and
reproducibility. Anticancer Res 1988; 8: 129~ 136. -

39 Bocking A, Chatelain R, Biesterfeld S, Noll E, Biesterfeld D, Wohltmann D,
Goecke C: DNA grading of breast cancer. Prognostic validity, reproducibility and
comparison with other classifications. Anal Quant Cytol Histol 1989; 11: 73 -80.

40 Bollmann R: DNA-bildzytometrische Diagnose prospektiver Malignitdt an zer-
vikalen Dysplasien durch DNA-Zytometrie. Geburtsh Frauenheilk 1990; 50: 113 -
117.

41 Bollmann R: Adenocarcinoma in situ der Cervix uteri. Diagnose prospektiver
Malignitit durch DNA-Zytometrie. Tumor Diagn Ther (im Druck).

42 Boon ME, Auer GU, van Kaam H, Schwinghammer H: Classifying breast
carcinomas with DNA measurements and morphometry. Cytometry 1984; 5:469 -
472.

43 Borgmann V, Al-Abadi H, Nagel R: Treatment of locally advanced prostatic car-
cinoma with LHRH analogues: Cytological, DNA-cytophotometrical and clinical
results. Am J Clin Oncol 1988; 11 (suppl 1): 519-529.

44 Biichner T, Hiddemann W, Woérmann B, Kleinemeier B, Schumarnn J, Gohde W,
Ritter J, Miiller KM, von Bassewitz DB, Roessner A, Grundmann E: Differential
pattern of DNA ancuploidy in human malignancies. Path Res Pract 1985; 179:
310-317.

45 Caspersson T: Quantitative cytochemical studies on normal, premalignant and
atypical cell populations from the uterine cervix. Scand Arch Physiol 1936; 73:
8-45.

46 Chatelain R, Lohr GW, Common H, Bécking A: Angioimmunoblastic lym-
phadenopathy — a malignant disease due to DNA aneuploidy. Anticancer Res
1989;9: 129-132.

47 Chatelain R, Schunck T, Schindler E, Schindler A, Bocking A: Diagnosis of
prospective malignancy in koilocytic dysplasia of the uterine cervix with DNA
cytometry. J Reprod Med 1989; 34: 505-510.

48 Chatelain R, Hoffmeister B, Hirle F, Bocking A, Mittermayer C: DNA grading of
oral squamous carcinomas. A preliminary report. Int J Oral Maxillofac Surg 1989;
18:43 —46.

49 Chatelain R, Biesterfeld St, Kropff M, Wenzler Th, Wagner A, Wohltmann D,
Bocking A, Muller CP: Prognostic significance of DNA-image cytometry in
chronic myelogenous leukemia. Br J Haematol (eingereicht).

50 Common H, Bécking A: Angio immunoblastic lymphadenopathy: A malignant
lymphoma, due to nuclear DNA content. Int. Conf. on malignant lymphomas.
Current status and prospects. 2.—5. 9. 1981, Lugano, Schweiz. Book of abstracts.

51 Cornelisse CJ, van de Velde CJH, Caspers RJC, Moolennar AJ, Hermanns J:
DNA ploidy and survival in breast cancer patients. Cytometry 1987; 8:225-234.

52 Coulsen PB, Thorntwaite JT, Wooley TW, Sugarbaker EV, Sechinger D: Prognos-
tic indicators including DNA histogram type, receptor content and staging related
to human breast cancer patient survival. Cancer Res 1984; 44: 4187 - 4196.

53 Coulsen PB, Thorntwaite JT, Wooley TW, Sugarbaker EV, Sechinger D: Prognos-
tic indicators including DNA histogram type, receptor content and staging related
to human breast cancer patient survival. Cancer Res 1984; 44: 4187 —4196.

54 Dietel M: Discrimination between benign, borderline lesions and malignant epi-



DNA-Zytometrie und Automation in der klinischen Diagnostik 339

thelial ovarian tumors usin i
g tumor markers. A i i
Cancer Dotact Pror g g tumor n immunohistochemical study.
55 }l))owle C.S, Qw?inati B, Robins A, Burns K, Ellis 10, Elston CW Blamoy RW:
rognostic significance of the DNA content in human breast car;c BrJ :
1987; 74: 133 -136. o Bl Surg
56 Die)ller.T, GahI}l T, Delling G: Vollautomatische DNA- und Strukturanalyse
o i]y o %g1§<:lh1¢3(r Plzaparate von Knochentumoren. Verh Dtsch Ges Path 1989: 73: 1
an Driel-Kulker AMJ: Automated ima i i nosis
. ge analysis applied to the di i
cervical cancer. These presente a I’Uni i ientifi e o
_ versite S i
Medicale de Grenoble, France (1987). cientfique, Technologique <t
58 Er;eroth CM, Zetterberg A: Nuclear DNA content as a criterion of malignancy in
“ ;a 1var31fl bland tumors of the oral canty. Acta Otolaryngol 1973; 75: 290 - 298 ’
neroth CM, Zetterberg A: Micros i lysis mali
. R : pectrophotometric lysi i
] salivary gland tumors. Acta Otolaryngol 1974; 77: 289—294ana s of malignant
0 Erll.eroth CM, Zetterberg A: A cytochemical method of grading the malignancy of
. ;a}llva;y glgmd tumours preoperatively. Acta Otolaryngol 1976; 81: 489 — 495 ’
rhardt K, Auer G, Bjoérkholm E, Forsslund G - B, erswi
. s y , Moberger B, Silverswiird
Widesell G,. Zetterberg A: Prognostic significance of the nuclear DNA cont;nt 'C’
o ;erous ovarian tumors. Cancer Res 1984; 44: 2198 —2202. "
f\t/‘ans AS, Mo.nagh.an JM: Nuclear DNA content of normal, neoplastic and «wart
o ia: ecte.d» cervical biopsies. Anal Quant Cytol 1983; 5: 112—116
allenius A, Svane G, /.Xuer G, Caspersson TO: Cytochemical classification of
o gon-pz}lpable breast carcinoma. Anal Quant Cytol 1983: 5:9—12
m:zlizziz; AtG,. A:(;:gr GU, Carstensen JM: Prognostic significance of DNA
ents in i i
e consecutive breast cancer patients. Cancer 1988; 62: 331~
65 (l:etder}slpiel BH: Sobin LH, Helwig EB, Mikel UV, Bahr G: Morphometry and
lg. ophotometric assessment of DNA in smooth muscle tumours (leiomyomas and
10myosarcomas) of th i i i
oomyos: ) ¢ gastrointestinal tract. Anal Quant Cyto Histol 1987; 9:
66 rl:grr;‘flharr;ll\]/:I)VP, Burdget AH, Matthews J, Williams G, Cooke T: Prostatic carci-
ace NA content measured by flow cytometry and its relation to clinical
outcome. Br J Surg 1986; 73: 400 — 403. -
67 rI:lcl)(sﬂs:i ?rlz;jliaalh}:.s O:l Computer-assisted image analysis of Feulgen-stained cell
: ransitional cell carcinoma of the h i
Microbiol Scand Sect A 1977; 85: 590 — 602 uman urinary bladder. Acta Pathol
68 Fossa SD, Petersen EQ, Thor il
. s ud E, Melvik JE, Ous S: DNA i
human testicular cancer. Cancer Lett 1985: 28: 55~ 60 flow cytometry fn
69 ﬁgi}allljclie}'dML, Taylor IW, Russell P, Musgrove EA Hedley DW, Tattersall
: Ploidy as a pro i i i : ,
By prognostic factor in ovarian cancer. Int J Gynecol Pathol 1983;
70 Friedlander ML,_ Russell P, Taylor IW, Hedley DW, Tattersall MHN: Flow
cytorpetry analysis of cellular DNA content as an adjunct to the diagnosis of
-, ovarian tumors of borderline malignancy. Pathology 1984; 16: 301 —306
Friedlander ML, Hedley DW, Taylor IW, Russell P, Coates AS, Tatters.all MHN:

Inﬂuence of cellular DNA content on survival in adv an carcino
1 anced ovari C 1mnoma

Bocking 340

72 Friedlander ML, Hedley DW, Taylor IW: Clinical and biological significance of
aneuploidy in human tumours. J Clin Patho} 1984; 37: 961 -974.

73 Fu YS, Reagan JW, Richart RW: Defination of precursors. Gynecol Oncol 1981;
12:220-231.

74 Fu YS, Reagan JW, Fu AS, Janija KE: Adenocarcinoma and mixed carcinoma ot
the uterine cervix. [1. Prognostic value of nuclear DNA analysis. Cancer 1982; 49:
2571 -2571.

75 Geisinger KR, Homesley HD, Morgan TM, Kute TE, Marshall RB: Endometrial
carcinoma. A multiparameter clinicopathologic analysis including the DNA
profile and the sex steroid hormone receptor. Cancer 1986; 58: 1518 - 1525.

76 Geisinger KR, Kute TE, Marshall RB, Homesley HD, Morgan TM: Analysis of
the relationship of the ploidy and cell cycle kinetics to differentiation and the
female sex steroid hormone receptors in adenocarcinomas of the endometrium.
Am J Clin Pathol 1986; 85: 536 541.

77 Giwercman A, Clausen O, Skakkebaek NE: Carcinoma in situ of the testis:
aneuploid cells in semen. Br Med J 1988 296: 1762 — 1764,

78 Goppinger A, Freudenberg N, Ross A, Hillemans HG, Hilgarth M: The prognos-
tic significance of the DNA distribution in squamous cell carcinomas of the
uterine cervix. Anal Quant Cytol Histol 1986; 8: 148 151.

79 Goh HS, Jass JR, Atkin WS, Cuzik J, Northover JMA: Value of flow cytometric
determination of ploidy as a guide to prognosis in operable rectal cancer: A multi-
variate analysis. Int J Colorect Dis 1987; 2: 17-21.

80 Gustafson E, Tribukait B, Esposti PL: DNA profile and tumour progression in
patients with superficial bladder tumours. Urol Res 1982; 10: 13-18.

81 Hall TL, Fu YS: Applications of quantitative microscopy in tumor pathology. Lab
Invest 1985; 53: 5—21.

§2 Hamada S, Itoh R, Fujita S: DNA distribution of the socalled severe dysplasias
and small carcinomas of the colon and rectum and its possible significance in the
tumor progression. Cancer 1988; 61: 1555-1562.

83 Hammaberg C, Rubio C, Slezak P, Tribukait B, Ohman U: Flow cytometric DNA
analysis as a means for early detection of malignancy in patients with chronic
ulcerative colitis. Gut 1984; 25: 905—908.

84 Hamper K, Schimmelpenning H, Caselitz J, Arps H, Berger J, Askensten U, Auer
G, Seifert G: Mucoepidermoid tumors of the salivary glands. Correlation of
cytophotometrical data and prognosis. Cancer 1989; 63: 708 =717.

85 Hedley DW, Rugg CA, Ng ABP, Taylor IW: Influence of cellular DNA content
on disease free survival of stage 11 breast cancer patients. Cancer Res 1984; 44:
5395-5398.

86 Hedley DW, Philips J, Rugg CA, Taylor IW: Measurements of cellular DNA con-
tent als an adjunct to diagnostic cytology in malignant effusions. Eur J Cancer
Clin Oncol 1984; 20: 749 -752.

87 Heim S, Mittelman F: Cancer cytogenetics. New York, Alan R Liss, 1987.

88 Helid E, Karaharju E, Nordling S: Flow cytometric determination of DNA con-
tent in malignant and benign bone tumours. Cytomeiry 1985; 6: 165-171.

89 Hiddemann W, Miiller KM, von Bassewitz DB, Ottensmeier C, Meyer-Kramer J,
Biichner T: Incidence and significance of DNA aneuploidies in breast tumors.

Verh Dtsch Ges Pathol 1985; 69: 545— 548.



DNA-Zytometrie und Automation in der klinischen Diagnostik 341

90 Hilgarth M: Abklirun i
: g unklarer Zervixbefunde durch DNA-Fj
Zenz—Zytophotometrie. Fortschr Med 1976; 94: 14851487 Fnaclzell Fluores
91 gglt;stadtgr ];,\Iiakse G, Lederer B, Mikuz G, Delgado R: Biological beha
r an cytophotometry of i ; :
oar s N y of urothelial bladder carcinoma. Br J Urol
92 r2r1(;s..ht0wetz SB, Lauchian SC: Comparative DNA content of cells in the inter-
ediate and parabasal layers of cervical intraepithelial neoplasis studied by tw
03 wavelength Feulgen cytophotometry. Acta Cytol 1970; 14: 6877 e
Hul?.er J(?: Numerl'sche und strukturelle Chromosomen-Aberrationen bei
o i;ynakologlschen Malignomen. Stuttgart, Thieme, 1986 i
versen OE, Laerum OP: Ploidy dj ; i i
; , : y disturbances i i
o5 cinomas. Anal Quant Cytol 1985; 7: 327 - 336 " endometrial and ovarian car-
Iversen OE: Flow cytometric deoxyri ; i
E: . xyribonucleic acid index: A i i
o (Iendometrlal carc.moma. Am J Obstet Gynecol 1986 155: 760—22?110“1c foctorin
! :;;an\s/l,ogl:ag?b ;, Richart RM, Lattes R: Nuclear DNA content in hyperplastic
ystic disease of the breast with i i
ation, Canems 1071 yase or the ! ith special reference to malignant alter-
97 . .
i?iiliﬂ?j’ Steiner I—éE Zur Dignitit der condylomata acuminata. Klinische
ogische un t i kol :
Loopan cytophotometrische Befunde. Arch Gynikol 1974; 216:
9 . .
8 i:i(‘?izési?lﬁ,c.&chel .P, Sell A: DNA distribution in biopsy specimens from human
inoma investigated b i
1970: 20+ amaoma g y flow cytometry. Virchows Arch B Cell Pathol

99 Jakobsen A: Ploid i
: y level and short tim 1 i
Radiother Oncol 1984; 1: 271 -275. ¢ prognoss of early cenvix cancer
100 .lzll-l:son TSI’):S:ISOH MD, Sneige N, Williamson KD, Lee MM, Katz R: Cervical
inoma content, S-fraction and mali i ’ ati i
Gyneool Omeol 196 0y oy ract malignancy grading. 1. Interrelationship.
101
.}I)c;;;:rg;nT;nktI:).HJ, PloedeS: Automatische Bildanalyse von zytologischen
ur Diagnose und Gradierung des Prostatakarzi i
Senge Th, Vahlensieck W (eds): Die P akaminom. Paanee &
s : rostata. Bd. i
oot 1984, oo ok a. Bd. 2. Prostatakarzinom. Frankfurt,
102 Juni N: DNA content of human
: tumor cell nucleus. A st i
carcinoma of the breast. GANN 1967; 58: 297 - 304 sy ot fibroadenoma and
103 . - . y ) X
ilﬁﬁg}el G, K(rllofel WT, Baisch H, Otto U: Prognosis of renal carcinoma related
o el:ségra ue, DNA content and Robson stage. Euro Urol 1986: 12: 426-431
puziiion i,n (élintt}lller lI{{V\)\\// Perkutane diagnostische Punktionen. CT—gesteuer'te
s iinther , Thelen M (eds): 1 i i i
Thieme. 1955, on 450 40h (eds): Interventionelle Radiologie. Stuttgart,
105 ?&){1::(1)1 \gg,ADuda RB, Azumi N, Sheibani K, Kemeng MM, Terz JJ, Harada R:
r content in primar i arci ’ .
1980, a1 et p y and metastatic colorectal carcinoma. Arch Surg
106 Kokal W, Sheibani K, Terz J. H
S : . , Harada JR: Tumor DNA t i i
o7 oKfCQIOrectal carcimoma. J Am Med Ass 1986; 255: 3123—3C;)2n7em 1 fhe prognosis
D;\?Kbergs A, .Zetterberg A, Soderberg G: The prognostic significance of nuclear
s o content m.chondrosarcoma. Anal Quant Cytol 1980; 2: 272279
reicbergs A, Silvferswird C, Tribukait B: Flow DNA analysis of pr-imary bone

Bocking 342
tumors. Relationship between cellular DNA content and histopathologic clas-
sification. Cancer 1984; 53: 129 -136. .

109 Kriiger GRF: New working formulation fiir Non-Hodgkin-Lymphome: Eine
Klinisch-pathologische Korrelation, in Diehl v. Sack H. (eds): Diagnostik und
Therapie der Non-Hodgkin-Lymphome Akt Onkol. Miinchen, Zuckschwert,
1983, vol 12, pp 9-16.

110 Krug H, Eberling K: Impulszytophotometrische Charakterisierung von malignen
Ovarialtumoren. Arch Geschwulstforsch 1976; 46: 214-224.

111 Krug H, Schonfelder M: Impulszytophotometrie und Katamnese bei Mammakar-
zinom. Acta Histochem 1984; 30 (suppl): 117-127.

112 Leistenschneider W, Nagel R: Zellkern-DNA-Analyse an unbehandelten und be-
handelten Prostatakarzinomen mit Scanning-Einzelzellzytophotometrie. Akt Urol
1979; 10: 353~ 358.

113 Lofberg R, Tribukait B, Ost A, Brostrdm O, Reichard H: Flow cytometric DNA
analysis in longstanding ulcerative colitis: A method of prediction of dysplasia
and carcinomal development? Gut 1987; 28: 1100 1106.

114 Lundberg S, Carstensen J, Rundquist I: DNA flow cytometry and histopathologi-
cal grading of paraffin-embedded prostate biopsy specimens in a survival study.
Cancer Res 1987; 47: 1973 -1977.

115 Ljundberg B, Stenling R, Roos G: Prognostic value of desoxyribunucleic acid
content in metastatic renal cell carcinoma. J Urol 1986; 136: 801 —~804.

116 McGuire WL, Dressler LG: Emerging impact of flow cytometric in predict-
ing recurrence and survival in breast cancer patients. J Natl Cancer Inst 1985; 75:
405-410.

117 Mellin W, Roessner A, Grundmann E, Wormann B, Hiddemann W, Immenkamp
M: Biological characterization of human bone tumors. VII. Detection of malig-
nancy in a giant cell tumor of bone by flow cytometric DNA analysis. Path Res
Pract 1985; 180: 619—~625.

118 Melville DM, Jass JR, Shepherd NA, Northover IMA, Capellaro D, Richman PI,
Lennard-Jones JE, Ritchie JK, Andersen SH: Dysplasia and deoxyribunucleic
acid aneuploidy in the assessment of precancerous changes in chronic ulcerative
colitis. Gastroenterology 1988; 95: 668 - 675.

119 Moberger M, Auer G, Forsslund G, Moberger G: The prognostic significance of
DNA measurements in endometrial carcinoma. Cytometry 1984; 5: 430-436.

120 Miller J, Skakkeback NE, Lundsteen C: Aneuploidy as a marker for carcinoma
in situ of the testis. Acta Pathol Microbiol Scand A 1981; 89: 67—68.

121 Mukada T, Sasno N, Sato E: Evaluation of esophageal dysplasia by
cytofluoremetric analysis. Cancer 1978; 41: 1399 - 1404.

122 Mukawa A, Kamitsuma Y, Tsunekawa S, Tanaka N: Report on a long-term trial
of CYBEST Model 2 for prescreening for squamous cell carcinoma ot the uterine
cervix. Anal Cell Pathol 1989; 1:225-233.

123 Mukawa A, Kamitsuma J, Jisaki F, Tanaka N, Ikeda H, Ueno T, Tsunekawa S:
Progress report on experimental use of CYBEST model 2 for practical
gynecologic mass screening. Alterations of the specimen rejection threshold and
specimen preparation. Analyt Quant Cytol 1983; 5:31-35.

124 Naujoks H, Strohmeier R, van Driel-Kulker AMJ, Ploem JS: Ergebnisse des
Labortests mit dem Leitz MIAC. Arbeitstreffen: Bestandsaufnahme und Perspek-



DNA-Zytometrie und Automation in der klinischen Diagnostik 343

tiven der Zytoautomation. Institut fii ikali i i i
g o itut fiir Physikalische Elektronik, Universitiit Stutt-
125 Ng ABP, Atkin NB: Histological cell type and DNA values in the prognosis of
1 squamous cell cancer ot the uterine cervix. Br J Cancer 1979; 28: 322331
26 lemya I, Klku.Chl T, Moriya S, Shimotomai K, Sauramura I: Cytopho.tometric
study of premalignant and malignant cells of the cervix in an approach toward
" automat.ed cytology. Acta Cytol 1977; 21: 271 ~275. i
7 l(l)tléeriige;l:d R, IvlleyerD?\Ii, $ciarra 1J: Prognosis of irradiated carcinoma of cervix
nuclear i i i i
e and 1 cytologic postirradiated dysplasia. Cancer 1974; 33:
128 Olszewski W, Darzynkiewicz Z, Rosen PP, Schwartz MK Meldmed M: Flow
cytometry of breast carcinoma. 1. Relation of DNA ploidy level to histol ; d
estrogen receptor. Cancer 1981; 48: 980 — 984, e
129 1Olszewsk! W, Darzynkiewicz Z, Claps ML, Melamed MR: Flow cytometry of
ung carcinoma. A comparison of DNA stemline and cell cycle distribution with
3 histology. Anal Quant Cytol 1982;4:90-94
0 Ono J, Auer G: The significance of D '
; : NA measurements for t, i
. bronchial cell atypia. Cytometry 1983; 3: 340 - 344, > or the carly detection of
Opfermann .M, Brugal G, Vassilakow P: Cytometric of breast carcinoma: signifi-
3 E)atl;lcerfé)lmdy balance and proliferation index. Cytometry 1987; 8: 217 - 224
o U, Baisch H, Huland H Kléppel G: Tumor ibunu acid.
1 s : cell desoxyribunucleic acid -
. Snt and prognosis in human renal cell carcinoma. J Urol 1984; 132: 237 — 2(:319 o
J:I:?I/I P, Haag DJ, ZahniserPJ, Ramaekers FCS, Huysmans ACLM Veldhl-xizen
N , Verheg?n RHM, Vefrljp K, Broers JCV, Herman CJ, Vooijs GP: Cytopress:
utomated slide preparation of cytologic material from suspension. C :
1986;7:8-17. iomety
134 Patek E, Johanisson E, Kramer E Ri i
s ¢ , » Riotton G: Microfluorometric gradi -
3 mary tumors: A pilot study. Anal Quant Cytol 1980; 2: 264 -27]. srading of mam
5 Pauwels RPE: Grading in superficial bladder cancer: Morphological and biologi
36 cal parameters. Med. Diss. Kath. Uniy. Nijmegen, 1987 =
Pfitzer P, Vyska K, Stecher G: Analys; A histc
s s : sis of D i
Pathol 1976 150 3o e ysis of DNA histograms by computer. Beitr
137 Pl(:jem-Zaa;luer 11, Beyer-Boon ME, , Leyte-Veldstra L, Ploem JS: Cytofluormetric
li;{’l lcytop otomfatrlc DNA measurements of cervical smears stained using a new
w(;) or r?ethod, in Pr.essmann NJ, Wied GL (eds): Automation of cancer cytology
38 ;1 cell image analysis. Tutorials of cytology, Chicago, 1979 pp 225-235
Beoc:deS: t!)as Leltz—MIAC-SysFem; erweiterte Fragestellungen. Arbeitstreffen:
standsau nfthme ynd Perspektiven der Zytoautomation. Institut fiir Physikali—.
| sch.e Elektronik, Universitat Stuttgart, 31. 8. 1989.
39 gélrl;e P, Dl)fon.Ml.:, Clayden AD, Durdey P, Dyson JED, Williams NS, Bird
: rogr}ostlc significance of DNA aneuploidy and cell proliferation in rectal
adenocarcinomas. J Pathol 1987; 151: 285- 291, o
140 ll)lla?gr MN,.Barl(')gie B,' Ijatreille J, Bedrossian C, Fritsche H, Blumenschein G:
oidy, proliferative activity and estrogen receptor content in human breast ‘
cer. Cytometry 1982; 3:36—4]. T
141 Rainwater LM, Hosaka Y, Farrow GM, Lieber NM: Well differentiated clear cell

Bocking 344
renal carcinoma: Significance of nuclear desoxyribonucleic acid patterns studied
by flow cytometry. J Urol 1987; 137:15-20.

142 Rainwater LM, Hosaka Y, Farrow GM, Kramer SA, Kelalais PP, Lieber NM:
Wilms tumors: Relationship of nuclear desoxyribonucleic acid ploidy to patient
survival. J Urol 1987; 138:974-978.

143 Reid BJ, Haggitt RC, Rubin CE, Rabinovita PS: Barret’s esophagus. Correlation
between flow cytometry and histology in detection of patients at risk for
adenocarcinoma. Gastroenterology 1987;93: 1-11.

144 Rubio CA, Auer GU, Kato Y, Lin F: DNA proliles in dysplasia and carcinoma of
the human esophagus. Anal Quant Cytol Histol 1988; 10: 207 -210.

145 Rutgers DH, von der Linden PM, Peperzeel HA: DNA flow cytometry of
squamous cell carcinomas from the human uterine cervix: The identification of
prognostically different subgroups. Radiother Oncol 1986; 7: 249 - 258.

146 Sachs H, Wambach EU, Wirthner K: Zytophotometrisch ermittelter DNS Gehalt
im normalen, hyperplastischem und karzinomatdsem menschlichen Endo-
metrium. Arch Gynikol 1974; 217: 349 -365.

147 Sandberg AA: Chromosomal changes in bladder cancer: Clinical and other cor-
relations. Cancer Genet Cytogenet 1986; 15: 163 -175.

148 Sandritter W, Fischer R: Der DNA Gehalt des normalen Plattenepithels, des Car-
cinoma in situ und des invasiven Carcinoms der Portio. Proceedings of the first
international congress of exfoliative cytology. Philadelphia, Lippincott, 1961,
pp 189-195.

149 Sandritter W: Cytophotometrische Untersuchungen am Portiocarcinom und
seinen Vorstufen. Verh Dtsch Ges Pathol 1964; 48: 34 —-48.

150 Sandritter W, Carl M: Cytophotometric measurements of the DNA content (Feul-
gen reaction) of malignant human tumors. Acta Cytol 1966; 10: 26 -30.

151 Sandritter W, B6hm N: DNA in human tumors: A cytophotometric study. Curr
Top Pathol 1975; 60: 151 -219.

152 Sandritter W: Allgemeine Pathologie. Stuttgart, Schattauer, 1981.

153 Sapi Z, Bodo M, Sugar J: DNA cytometry of soft tissue mours tumours with TV
image analysis system. Pathol Res Pract 1989; 3: 363 —-367.

154 Schwarzmann P, Bloss WH, Sprenger E: Ergebnisse des Labortests mit dem
FAZYTAN-System. Arbeitstreffen: Bestandsaufnahmen und Perspektiven der
Zytoautomation. Institut fiir physikalische Elektronik, Universitdt Stuttgart. 31. 8.
1989.

155 Scott N, Wieand HS, Moertel CG, Cha SS, Beart RW, Lieber MM: Colorectal
Cancer. Dukes stage, tumor site, preoperative plasma CEA level and patients
prognosis related to tumor DNA ploidy pattern. Arch Surg 1987; 122: 1375-1379.

156 Scott N, Beart RW: Colorectal Cancer: Flow cytometric DNA analysis. Aust NZ
J Surg 1988; 58: 189~ 191.

157 Seppelt U, Sprenger E, Hedderich J: Investigation of automated DNA diagnosis
and grading of prostatic cancer. Analyt Quant Cytol Histol 1984; 8: 152~ 157.

158 Shevchuk MM, Richart RM: DNA content of condyloma acuminatum. Cancer
1982; 49: 489 —492.

159 Smeets AWGB: Chromosome and flow cytometric studies of urinary bladder can-
cer. Med. Diss. Univ. Maastricht, 1987.



DNA-Zytometrie und Automation in der klinischen Diagnostik 345

160 Soost HJ, Baur S: Gynikologische Zytodiagnostik. Lehrbuch und Atlas. Stuttgart,
Thieme, 1989, pp 248 -255.

161 Sprenger E, Hilgarth M, Schaden M: A follow up of doubtful findings in cervical
cytology by Feulgen DNA cytophotometry. Beitr Pathol 1974; 152: 58 — 65.

162 Sprenger E, Volk E, Michaelis WE: Die Aussagekraft der Zellkern-DNA-Bestim-
mung bei der Diagnostik des Prostatakarzinoms. Beitr Pathol 1974; 153: 370—378.

163 Sprenger E: Automation in der Zytodiagnostik. In: Automation der zytologischen
Diagnostik. Hrsg. Deutsche Forschungs- und Versuchsanstalt fiir Luft- und
Raumfahrt e. V. (DFVLR). Verlag TUV Rheinland, K&ln, 1985, pp 7-16.

164 Stephenson RA, James BC, Gay H, Fair WR, Whitmore WF, Melamed MR : Flow
cytometry of prostate cancer: Relationship of DNA content to survival. Cancer
Res 1987; 47: 2504 - 2509.

165 Stockle M, Tanke HJ, Mesker WE, Ploem IS, Jonas U, Hohenfellner R:
Automated DNA image cytometry: A prognostic tool in infiltrating bladder carci-
noma? World J Urol 1987; 5: 127.

166 Storkel S, Pannen B, Kipping G, Thénes B: DNA image cytometry of human
renal cell carcinoma. 5. SEK-Symposium, Heidelberg, 10.— 2. 4. 1989.

167 Streffer C, van Benningen D, Gross E, Schabronak J, Eigler FW, Rebmann A:
Predictive assays for the therapy of rectum carcinoma. Radiol Oncol 1986; S:
303-310.

168 Sugimachi K, Inokudi K, Matsuura H, Okamara T, Sasaki O: Cytophotometric
DNA analysis of early esophageal carcinoma. Jap J Surg 1983: 13: 37-41.

169 Sugimachi K, Koga J, Mori M, Huang GJ, Yang X, Zhang RGZ: Comparative
data on cytophotometric DNA in malignant lesions of the esophagus in the
Chinese and Japanese. Cancer 1987; 59: 1947 — 1950.

170 Sun DQ, Feng CH, Fang JQ, Biesterfeld S, Bocking A: Jaffe classification for
giant cell tumors of the bone — interobserver variation and its clinical relevance.
Clin Orth Rel Res 1990 (im Druck).

171 Sun DQ, Biesterfeld S, Adler CP, Bécking A: Prediction of recurrence in giant cell
tumors of the bone by DNA cytometry. Cancer 1990 (im Druck).

172 Tanaka N, Ikeda H, Ueno T, Mukawa A, Kamitsuma K: Field test and ex-
perimental use of CYBEST Model 2 for practical gynecologic mass screening.
Anal Quant Cytol 1979; 1: 122-126.

173 Tavares AS, Costa J, Maia JC: Correlation between ploidy and prognosis in pros-
tatic carcinoma. J Urol 1973; 109: 676 - 679.

174 Tavares AS, Costa J, de Carvalho A, Reis M: Tumour ploidy and prognosis in
carcinomas of the bladder and prostate. Br J Cancer 1986; 20: 438 —441.

175 Tirindelli-Danesi D, Teodori L, Mauro F, Modini C, Botti C, Cicconetti F, Stipa
S: Prognostic significance of flow cytometry in lung cancer. 5-year-study. Cancer
1987; 60: 844 - 851.

176 Tsushima K, Hagorney DM, Rainwater LM, Adson MA, Farrow GM, listrup
DM, Lieber MM: Prognostic significance of nuclear deoxyribonucleic acid ploidy
patterns in resected hepatic metastases from colorectal carcinoma. Surgery 1987;
102: 634 —643.

177 Tucker JH, Husain OAN: Trials with cerviscan experimental prescreening device
on the polylysine-prepared slides. Anal Quant Cytol 1981;3: 117-120.

346

Bocking

178 Tucker JH, Shippey GF: Basic performance tests on the CREVIFIP linear array
prescreener. Anal Quant Cytol 1983; 5: 129-137. ‘ . . o

179 Tytor M, Franzen G, Olofsson J: DNA pattern in oral cavity carcinomas 1
relation to clinical stage and histological grading. Pathol Res Pract 1987; 182:
202 -206. ’ - -

180 Uccelli R, Calugi A, Forte D, Mauro F, Polonio-Balbi P, Vecchione A, VlzZQne A,
De Vita R: Flow cytometrically determined DNA content of breast carc{moma
and benign lesions: correlations with histopathological parameters. Tumori 1986;
72:171-1717. ' -

181 Volm M, Briiggemann A, Giinther M, Kleine W, Pfleiderer A, Yogt—Schaden M:
Prognostic relevance of ploidy, proliferation and resistance predictive tests. Can-
cer Res 1985;45:5180-5185. . .

182 Volm M, Drings P, Mattern J, Sonka J, Vogt-Moykopf J, Wages K: Prognostic
significance of DNA patterns and resistance predictive tests in non-small cell lung
carcinoma. Cancer 1985; 56: 1396 —1403. o

183 Volm M, Mattern J, Sonka J, Vogt-Schaden M, Wages K: DNA .dlstrlbutlon. in
non-small cell lung carcinomas and its relationship to clinical behavior.
Cytometry 1985; 6: 348 —356. o

184 Vzlm M, Bak M, Hahn EW, Mattern J, Weber E: DNA and S-phase dlstrlbutlor%
and incidence of metastasis in human primary lung carcinoma. Cytometry 1988;
9:183-188. . .

185 Volm M, Mattern J, Miiller T, Drings P: Flow cytometry of eplderglmd lung car-
cinomas: relationship of ploidy and cell cycle phase to survival. A five year follow
up study. Anticancer Res 1988;8: 105~ 112. . .

186 V\I/)agner D. Richart RM, Terner JY: Deoxyribonucleic acid content of presumend
precursors of endometrial carcinoma. Cancer 1967; 20: 2(?67.—2077. N .

187 Wanger D, Sprenger E, Merkle P: Cytophotometric studies in suspicious cervical
smears. Acta Cytol 1976; 20: 336-371. . o o

188 Wied GL, Bartels PH, Dytch HE, Bibbo M: Rapid DNA evaluation in clinical
diagnosis. Acta Cytol. 1983;27:33-37. ' 4

189 Wifd GL, Messina AM, Meier P, Blough RR: Fluorospectrophotometric analysis
on cervical epithelial cells. Acta Cytol 1964; 8:61-67. WD

190 Winkler B, Crum CP, Fujii T, Ferenczy A, Boon M, Brauq L, Lar.lcaster s
Richart RM: Koilocytfc lesions of the cervix. The relationship of mitotic abnor-
malities to the presence of papillomavirus antigens and nuclear DNA content.
Cancer 1984; 53: 1081-1087. )

191 Winkler HZ, Rainwater LM, Myers RP, Farrow GM, Therneau TM, Zincke H,
Lieber MM: Stage D! prostatic adenocarcinoma: Significance of nuclear DNA
ploidy patterns studied by flow cytometry. Mayo Clin Proc 1988; 63: _103_— 11.2. .

192 Wolley RC, Schreiber K, Koss LG, Kavas M, Sherman A: D.NA distribution in
human colon carcinomas and its relationship to clinical behaviour. J Natl Cancer
inst 1982;69:15-22. o

193 Xiang J, Spanier SS, Benson NA, Braylan RC: Flow f:ytometry analysis of.'
DNA in bone and soft tissue tumors using nuclear suspensions. Cancer 1987; 59:

1951 - 1958. .
194 Zahniser DJ, Oud PS, Raaijmakers MCT, Vooys GP, Walle RT, van de: Field test



195

196

197

198

199

DNA-Zytometrie und Automation in der klinischen Diagnostik 347

results using the BioPEPR cervical smear prescreening system. Cytometry 1980; 1:
200-203.

Zalondik J, Moore M, Hasleton PS: The DNA content of colorectal carcinomas:
An analysis of the heterogeneity of aneuploidy and correlation with im-
munopathological parameters. Neoplasma 1988; 35: 389 —401.

Zetterberg A, Esposti PL: Prognostic significance of nuclear DNA levels in pros-
tatic carcinomas. Abstracts of the 10th European Congress of Cytology, Athens,
5.—7. 10. 1981, no. 46.

Zimmermann A, Truss F: The prognostic power of flow-through cytophotometric
DNA determinations for testicular diseases. Anal Quant Cytol 1980; 2: 247 - 251.
Zimmermann PV, Hawson GAT, Biut MH, Parsow PG: Ploidy as a prognostic de-
terminant in surgically treated lung cancer. Lancet 1987; I1: 530 —-533.

Zincke H: Neuere Entwicklungen in der Urologie der Mayo-Klinik. Vortrag
Medizinische Fakultit der RWTH Aachen, 9. 6. 1988.

Univ.-Prof. Dr. A. Bécking
Institut f. Pathologie
RWTH

D-5100 Aachen (BRD)



