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Zytophotometrische und automatisierte Zytodiagnostik

A. Bocking, Abteilung Pathologie der Medizinischen Fakultat
der Rhein.-Westf, Techn. Hochschule Aachen. Lehr- und
Forschungsgebiet Pathologie und Zytologie

Abstract:

The different validity of DNA-cytophotometric parameters to

morphometric ones for the automated cytological diagnosis of

cancer is discussed and demonstrated for prostatic-, cervical-
and lymph-node cytology by own measurements. Nuclear-DNA-
cytophotometry used for the automation of cytological diag-
nosis of malignancy has the following advantages compared to
image analysis:

1) DNA-cytophotometry mostly yields more sensitive parameters
for the diagnosis of malignancy than image analysis does
and thus results in greater diagnostic accuracy.

2) Cytological diagnosis of malignancy may often be possible
in earlier stages of the tumor-history with nuclear-DNA-
parameters compared to morphological parameters.

3) The prognostic validity of nuclear~DNA-distribution is
probably greater than of cytomorphological parameters.

4) The parameters of nuclear-DNA=distribution for cytodiag-
nosis and grading of malignancy are the same for most of
the human tumors in contrast to morphological parameters
which are different for histogenetically different tumors.

5) Processing time for the automated diagnostic procedure of
the slides will be much shorter if the Feulgen-stain for
DNA is used instead of the Papanicolaou-stain for image
analysis.

One disadvantage of nuclear DNA-measurements as a diagnostic

tool is the fact that cytopathologists cannot fully control

the diagnostic process and results with their own eyes in

Feulgen-stained stides. Mearwhile, however, even in other medical

disciplines diagnoses are made by objective measurements of para-

meters which are not discernible by the human eye. That diag-
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nostic procedure has to be accepted which yields the most
accurate and reproducible diagnoses in the shortest time. It is
recommended to combine cytomorphological and DNA-cytophotometric
parameters as diagnostic tools for autemated cytodiagnosis in
Feulgen-stained slides.

Das Thema dieses Vortrages fragt nach einer Abwidgung der Lei-

stungsfdhigkeit zweier verschiedener, automatisierbarer diagno-

stischer Verfahren in der zytologischen Krebsdiagnostik:

1) der bildanalytischen Messung zytomorphologischer Kriterien
nach konventioneller Fédrbung {(z.B. Papanicolaou)

2) der zytophotometrischen Messung des Zellkern-DNS-Gehaltes
nach histochemischem Nachweis (Feulgen-Fdrbung)

Was konnen diese, in der automatisierten Zytodiagnostik kon-

kurrierenden Verfahren leisten, was sind ihre Stdrken und

Schwichen? Korrelieren die jeweils gemessenen Parameter mitein-

ander, sind sie gleichwertig? Sind diese beiden Verfahren gar

kombinjert zur Diagnostik anwendbar?

Wie Sie wissen, wird die herkdommliche zytologische Diagnostik
betrieben, indem subjektiv GrdBen, Formen, Nachbarschaftsbezie-
hungen und Anfdrbbarkeiten von Zellen und deren Bestandteilen
beurteilt werden. Von dieseh Basisparametern werden eine Viel-
zahl diagnostischer Kriterien abgeleitet. Aufgrund unterschied-
licher, oft wenig prdzise formulierter Kriterien und deren Kom-
binationen werden verschiedene Djagnosen unterschieden. Die kog-
nitiven Grundmuster des differentialdiagnostischen Entschei~
dungsprozesses sind meist nicht analysiert (BUCKING, 1980).
Diese Art Diagnostik wird daher auch hdufig weniger intellektu-
el vermittelt als durch wiederholte Anschauung gelernt. Fast
alle die morphologischen Kriterien, mit denen der Zytologe
Diagnosen findet, kBnnen aber auch von modernen TVY-Bildanalyse-
maschinen automatisch, reproduzierbar und objektiv bestimmt
werden (z.B. Kerngrdfe, KerngroBenvariabilitit, Kernform, Kern-
formvariabilitdt, Nukleolengrife, Kernanordnung, Kernanfirbbar-
keit, Kernplasmarelation, Zelldissoziation etc.).

Nachdem z.B. fiir die Zervix-Zytologie die Kriterienkombinationen
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bekannt sind, mit denen verddchtige von unverddchtigen Platten~
epithelien unterschieden werden und Fernsehbiidanalyseautoma-
ten wie das Leitz "TAS plus" selbst an Papanicolaou-gefdrbten Prépa-
raten die meisten dieser Kriterien automatisch bestimmen kon-
nen, vermogen diese Automaten auch malignitétsverdichtige von unver-
ddchtigen Prdparaten zu unterscheiden. Dabei erreicht das Sy-
stem LEVTAS derzeit eine Treffsicherheit von 14 % falsch pesitiven
bei 0 # falsch negativen Diagnosen (van DRIEL-KULKER and PLOEM,
1982). Die Bearbeitungszeit pro Papanicolaou-gefdrbtem Pripa-
rat 1iegt aber derzeit noch bei ca. 8 Stunden. Es liegt in der
Natur des Verfahrens, daP diese Methode kaum hthere Treffsi-
cherheiten erreichen kann, als der subjektiv diagnostizierende
Mensch, dessen Treffsicherheit daher auch als MaBstab fir die
Leistungsfdhigkeit der Maschine gilt.

Der Vorteil der automatisierten bildanalytischen Zytodiagno-
stik 1iegt daher auch in der NachyeTiziehbarkeit und Nachprilifbar-
keit der Maschinendiagnose durch den Menschen, weil beide am
selben Prdparat diagnostizieren. Maschine und Mensch haben so-
zusagen dieselbe Diagnostik gelernt.

Ebenso wie der Mensch aber fir jeden histogenetisch anderen
Tumor andere Kriterien lernen muf, um ihn zu diagnostizieren,
bendtigt auch die Maschine jeweils andere, neu zu entwickelnde
Algorithmen und Entscheidungsstrategien zur Diagnostik histoge-
netisch verschiedener Tumoren. Dies ist nicht nur eine Erschwer-
nis flir die Entwicklung der Maschinen-Software, sondern setzt
der Anwendung des Verfahrens enge Grenzen, da vor der diagno-
stischen Bearbeitung des Prédparates nicht bekannt ist, welcher
Tumor zu erwarten ist. Mit den Algorithmen fir die Diagnostik
des Plattenepithelkarzinoms wird man z. B. kaum ein kleinzel-
1iges Bronchialkarzinom erfassen, Die Tatsache, daB Bilderken-
nungsmaschinen mit konventionellen Fédrbungen (z. B. Papanico-
laou) arbeiten ktnnen, erleichtert zwar die Nachprifbarkeit
der Maschinendiagnose durch den Menschen, geht aber zu Lasten
von Schnelligkeit und Treffsicherheit der Maschinendiagnose.

Wie treffsicher ist aber die Krebsdiagnose aufgrund zytomorpho-~
logischer Kriterien alleine im Prinzip? Zwischen eindeutig gut-
artigen und eindeutig bdsartigen Zellen kennt die Zytodiagnostik
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die Grauzone der Dysplasien. Begriffswelt und Morphologie der
Dysplasien vermitteln gelegentlich den Eindruck, als gibe es
einen flieBenden Obergang zwischen einer normalen und einer
Tumorzelle, als gibe es eine halbe oder dreiviertel maligne
7Zelle. Dem ist nicht so. Die Dysplasien entsprechen meist einem
“diagnostischen Notstand", in dem nicht geniigend eindeutige
Kriterien flr éutartigkeit oder Bosartigkeit einer Zellpopula-
tion gefunden werden. Dies deshalb, weil gewisse entziindliche
oder regressive Zellverdnderungen oft dieselben morphologi-
schen Kriterien aufweisen wie Tow-grade/low-stage Malignome.

So fanden wir z.B. bei manueller Bildanalyse in keinem diagno-
stischen Kriterium signifikante Unterschiede zwischen Zellen
einer granulomatésen Prostatitis und einem hochdifferenzierten
Prostatakarzinom (BUCKING 1980, 1983). Zellen einer leichten
Dysplasie des Plattenepithels ist nicht anzusehen, ob es sich dabei
bereits um Tumorzellen handelt oder nur um eine unspezifische
Zellaktivierung. Zellen einer atypisch proliferierenden Masto-
pathie ist ebenfalls kaum anzusehen, ob es sich bereits um ma-
ligne Zellen eines intraductalen Karzinoms handelt. Die Zyto-
morphologie liefert also oft genug nicht geniigend valide diag-
nostische Kriterien, um eindeutig zwischen einer gutartigen und
einer bosartigen Zelle zu unterscheiden. Eine Zelle ist aber
nicht erst dann als Krebszelle anzusehen, wenn sich das morpho-
logisch zu erkennen gibt, sondern dann, wenn sie funktionell
die Eigenschaften einer Krebszelle angenommen hat. Dieser Ande-
rung der Funktion liegt aber primdr eine qualitative und meist
auch quantitative Knderung der Zellkern-DNS zugrunde, die sich
meist erst sekunddr morphologisch manifestiert. Es gibt also
durchaus funktionell bereits maligne Zellen, deren Malignitdt
morphologisch aber noch nicht eindeutig zu diagnostizieren ist.
Daraus ergibt sich die Frage, was als frithestes und sicherstes,
fiir Malignitdt beweisendes Kriterium zu gelten hat: pathognomo-
nische Veranderungen der Morphologie oder pathognomonische Ver-
inderungen der DNS? Die Treffsicherheit Zellkern-DNS-zytophoto-
metrischer Diagnosen wird heute meist noch an ihrer Oberein-
stimmung mit der morphologischen Diagnose gemessen.

Es lassen sich aber auch DNS-zytophotometrisch eindeutige Kri-
terien der Malignitdt formulieren, die dann gelegentiich lange
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Zeit nachweisbar sind, bevor die Krebsdiagnose morphologisch

zu stellen ist (BUCKING, 1980, 1982). So haben wir mit DNS-
Zytophotometrie bei 20 zytomorphologisch unklaren Zervixbefun-
den (Papanicolaou Gruppe III) 8mal richtig die Diagnose:
"negativ" gestellt, was nachfolgende zytologische Kontrollen
Jahre spiter bestdtigten. Weitere 12 Fdlle wurden als maligne
eingestuft, was sich in 10 Fdllen histologisch bestdtigte und
in 2 Fillen handelte es sich um eine mittelschwere Dysplasie
(BUCKING u. HILGARTH, 1983). D.h. die DNS-Zytophotometrie war
in der Lage, richtig-positive und richtig-negative Diagnosen zu
stellen in F&llen, in denen die morphologischen Kriterien noch
"versagt" haben. Bei genligend langem Abwarten widren diese Fédlle
sicher spdter auch zytomorphologisch diagnostizierbar geworden.

Ein diagnostisches Kriterium zur Unterscheidung zweier Diagno-
sen ist umso valider
1) Jje grdBer der absolute Unterschied der beiden Diagnosegruppen
in diesem Kriterium ist und umso geringer die Varianz des
Kriteriums innerhalb einer Gruppe ist (umso hdher also die
Signifikanz des Unterschiedes zwischen beiden Gruppen in die-
sem Kriterium ist),
_2) je hBher der Prozentsatz der Fdlle ist, die aufgrund dieses
Kriteriums alleine eindeutig diagnostiziert werden kdnnen.
Die Validitdt unterschiedlicher Kriterien zur Krebsdiagnostik
sei am Beispiel der Prostatazytologie eridutert. An 20 gutarti-
gen Prostataverinderungen und 32 Prostatakarzinomen haben wir
mit manueller Bildanalyse und mit Zytophotometrie an denselben
Zellen sowohl die bekannten zytomorphologischen diagnostischen
Kriterien gemessen, als auch Feulgen-zytophotometrisch den
Zellkern-DNS-Gehalt. Wie schon SPRENGER et al. (1974) fanden,
unterscheijden sich gutartige von b8sartigen Prostatazellen sig-
nifikant in ihrem DNS-Gehalt (Abb. 4)., Verwendet man statt des
mittleren DNS-Gehaltes der Zellkerne das Vorkommen aneupioider
Zellkern-DNS-Gehalte liber 5c {5¢ Exceeding~Rate) und die mitt-
lere quadratische Abweichung der Zellkern-DNS-Gehalte vom Di-
ploiden (2c Deviation-Index) als diagnostisches Kriterium der
Malignitdt, so sind damit von 32 Prostatakarzinomen, 31 sicher
zu diagnostizieren (= 97 %, Tabelle 1, Abbildung 5, BUCKING
1980).
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Tabelle 1

Sensitivitdt diagnostischer Malignitats-
kriterien der Prostatazytologie

Diagnostisches Kriterium Sensitivitdt
Zellkern-DNS-VYerteilung 97 %
(5¢ ER, 2c¢ DI)
Nukleolenzahl, -griBe 78 %
KerngrdBe 69 %
Kernpolymorphie 59 %
Kernanordnung 50 %
Anisonucleose 41 %

Prozentsatz richtig positiver Diagnosen,
die mit nur einem, pathognomonisch ver-
dnderten Kriterium zu stellen waren, bei
32 Prostatakarzinomen.

Allein mit dem morphologischen Kriterium der Nukleolenzahl oder
der NukleolengridBe sind nur 78 % der Prostatakarzinome zu diag-
nostizieren und aufgrund der Kerngr&fe alleine nur 6% %. Die
unterschiedliche Validitdat diagnostischer Kriterien zur Unter-
scheidung von gutartigen und bidsartigen Prostatazellen veran-
schaulichen auch die Abbildungen 1 - 4. Dort sind fiir die ver-
schiedenen Diagnosegruppen die Mittelwerte und Standardabwei-
chungen flr die verschiedenen gemessenen diagnostischen Parame-
ter dargestellt. Der DNS-Gehalt der Zellkerne scheint uns also
ein trennschirferes diagnostisches Malignitdtskriterium zu sein
als morphologische Einzelkriterien. Um morphologisch dennoch
eine geniigende Treffsicherheit zu erreichen, muB man mehrere
Kriterien gleichzeitig bestimmen. Wenn ein Malignom z.B. nicht
aufgrund seiner Nukleolengrife diagnostiziert werden kann, so
evtl. aufgrund seiner pathognomonisch vergroBerten ader polymor-
phen Kerne oder aufgrund aller Kriterien zusammen.

Gelegentlich wird behauptet, mit der herkOmmlichen Papanicolaou-
Farbung sei durch Berlicksichtigung der Kernanfiarbung (Extink-
tion) und Kernfldche eine dem DNS-Gehalt Hquivalente Informa-
tion zu erhalten. Unsere Befunde sprechen dagegen. Vergleicht
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man z.B. in der Prostatazytologie den Feulgen-zytophotome-

trisch bestimmten Zellkern-DNS-Gehalt verschiedener Diagnosen

mit dem Produkt aus Kernextinktion (bei 535 nm Papanicolaou-

Farbung) und Fldche, so lassen sich folgende zwei Schllsse

daraus ziehen (Abb. 3 und 4).

1) Die absoluten Unterschiede zwischen gutartigen und bdsarti-
gen Prostatazellen sind DNS~zytophotometrisch groBer als
Papanicolaou~-zytophotometrisch und

2) die Varianz der MeBergebnisse innerhalb einer diagnosti-
schen Gruppe ist bei der DNS-Bestimmung erheblich geringer,
als bei der Papanicolaou-Fdrbung. Auch daraus ergibt sich
eine hohere diagnostische Trennschdrfe der DNS-Zytophoto-
metrie gegeniiber der Messung an Papanicolaou-gefédrbten Prié-
paraten. Eine der Ursachen diirfte sein, daB es sich bei der
Feulgen-Zytophotometrie um eine wohl definierte histochemi-
sche Reaktion handelt, die weitgehend nach den Gesetzen der
Stoéchiometrie ablduft. Dies gilt flr die herkdmmliche Papa-
nicolaou-Fdrbung nicht.

Es besteht aber eine geringe Korrelation zwischen dem DNS-Ge-

halt der Zellkerne und ihren morphologischen sowie fdrberischen

Eigenschaften. Diese Korrelation ist jedoch nicht so eng, daB

auf den DNS-Gehalt iiber eine Messung morphologischer Kriterien

geschlossen werden darf. Eine exakte Mengenbestimmung der DNS
des Zellkerns ist aber eminent wichtig, da bereits kleinen Dif-
ferenzen groBe diagnostische Bedeutung zukommt. So mufB ein

Ploidiewert von 4c noch als normal gewertet werden, wdhrend ein

Zellkern mit 5¢c wahrscheinlich einer malignen Zelle entspricht.

Die DNS-zytophotometrischen Kriterien der Malignitdt sind wohl
fiir fast alle menschlichen Tumoren dieselben, wdhrend die mor-
phologischen Kriterien fiir jeden histogenetisch anderen Tumor
verschieden sind. Bei einer automatischen Diagnostik mittels
Bilderkennung muB man also fiir jeden neuen Tumor neue Algo-
rithmen entwickeln. Wir haben dagegen einen universelleren
Algorithmus fir eine DNS-zytophotometrische Diagnose der Malig-
nitit vorgestellt, basierend auf der Verrechnung von etwa 100
Zellkern-DNS-MeBwerten morphologisch abnormer oder atypischer
Zellen (BUCKING, 1982; BUCKING et al., 1983). Die Treffsicher-
heit dieses Verfahrens haben wir an 178 Malignomen (30 Prosta-
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ta-, 18 Mamma-, 40 Gebdrmutterhalskarzinomen, 65 malignen
Lymphomen und 25 Knochentumoren) gepriift. Dabei wurden 160
Tumoren richtig-positiv als maligne eingestuft, 12 als zweifel-
haft und 5 als negativ. Das entspricht einer Rate von 3 %
falsch-Negativen und einer Sensitivitdt filir nicht-Negative von
96,6 %. Von 49 nicht malignen Verdnderungen wurde keine falsch-
positiv eingestuft (0 % falsch-Positive; BUCKING, 1982).

Aufgrund des Zellkern-DNS-Verteilungsmusters 1dBt sich nicht
nur mit hoher Treffsicherheit die Malignitdtsdiagnose stellen,
sondern das Verteilungsmuster 18Bt unabhdngig vom Tumortyp auch
einen RiickschluB auf die maligne Potenz der Tumoren zu. Wir ha-
ben daher einen Algorithmus fiir ein universelles DNS~Maligni-
tits-Grading entwickelt, der die Berechnung eines skalaren DNS-
Malignitdtsgrades von Q@ - 3 erlaubt, Die prognostische Validi-
tdt dieses skalaren Malignitdtsgrades haben wir zundchst flr
maligne Lymphome bewiesen, bei denen damit z.B. noch innerhalb
der immunoblastischen Lymphome zwei sich signifikant in der
Oberlebenszeit unterscheidende Gruppen zu differenzieren sind
(p< 0,006; BUCKING et al., 1983).

Zusammenfassend seien folgende Vorteile der Verwendung DNS-
zytophotometrischer gegeniiber zytomorphologischer Kriterien fir
die automatische Zytodiagnostik des Krebses genannt:

1) Die DNS-Zytophotometrie liefert flr die Krebsdiagnostik
trennschidrfere Kriterien als die Zytomorphologie und flhrt
so zu einer grdBeren diagnostischen Treffsicherheit.

2) Die Tumordiagnose ist mit DNS-Parametern hdufig in einem
friheren Stadium des Krebsleidens méglich, als mit morpholo-
gischen.

3) Die prognostische Validitdt des Zellkern-DNS-Verteilungs-
musters ist wahrscheinlich grofer als die zytomorpholagi~
scher Kriterien.

4) Die Kriterien der Zellkern-DNS-Verteilung fir die Krebs-
diagnostik und das Malignitdts-Grading sind, im Unterschied
zu den zytomorphologischen, fiir fast alle Tumoren dieselben.

5) Die Bearbeitungszeit der Pridparate durch die Bilderkennungs-
maschine ist bei der Verwendung der Feulgen-Firbung wesent-
Tich kiirzer,
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Nicht nur die zytomorphologische Diagnostik ist automatisier-
bar, sondern auch die DNS-zytophotometrische Diagnostik. Ober
die entsprechenden Bemiihungen mit DurchfluBzytophotometern und
Hybridverfahren wird hier von anderen Autoren berichtet, Mo-
derne Bildanalysemaschinen, wie z.B. das Leitz"TAS plus® sind
mit einem Densitometerbaustein auszuriisten, der es erlaubt,
damit auch DNS-zytophotometrische Messungen an Zellkernen auto-
matisch durchzufithren. Damit k&nnen diese Gerdte auch als
automatische Zytophotometer zur Diagnostik eingesetzt werden.
Diese Maschine kann selbstdndig ein Feulgen-gefdrbtes Aus-
strichpriparat abfahren und an allen isoliert liegenden Zell-
kernen Extinktions- und Fldchenmessungen durchfilhren. Mit der-
selben Maschine ist es an denselben Prdparaten auch mdglich,
sowohl zytomorphologische Messungen anzustellen, als auch DNS-
zytophotometrische. Damit sind die Vorteile beider Verfahren
miteinander kombinierbar.

Eine Anwendungsmdglichkeit besteht darin, die Maschine an nach
Papanicolaou-gefidrbten Préparaten zweifelhafte oder positive
Befunde diaghostizieren zu lassen (screening). Alternativ kann
dies auch weiterhin der Zytopathologe tun. Die zweifelhaften
oder positiven Prdparate werden dann sekunddr nach Feulgen um-
gefirbt und an den lokalisierten abnormen oder atypischen Zel-
ten werden dann flir eine Sicherung der Malignitdtsdiagnose
zytophotometrisch die DNS-Gehalte bestimmt. Der DNS-Zytophoto-
metrie ist dabei eine vom Menschen nachvollziehbare und nach-
prifbare Diagnostik vorgeschaltet.

Eine zweite Anwendungsmdglichkeit besteht darin, mit Bilderken-
nungsmaschinen a priori nur an nach Feulgen gefdrbten Prépara-
ten zu arbeiten und kombiniert morphologische und DNS-zyto-
photometrische Kriterien zu verwenden: morphologische Krite-
rien zur Elimination von Artefakten und von der Messung auszu-
schlieBender Zellkerne (z.B. Granulozyten), zur Trennung von
zusammenliegenden Kernen und zur Identifikation abnormer oder
atypischer Zellkerne; DNS-zytophotometrische Kriterien zur Dig-
nitdtsbestimmung und zum Malignitits-Grading dieser Zellen.
Dieses Verfahren ist wesentlich schneller (derzeit ca. 30 Mi-
nuten flr ein Priparat mit dem Leitz"TAS plud) und wahrschein-
Tich treffsicherer. Die Nachprifbarkeit der Diagnose durch den
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Abb. 1-4: Ergebnisse bildanalytischer und zytophotometrischer
Messungen an 20 gutartigen und 32 bosartigen Prosta-
taverdnderungen. Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen pro Diagnose-Gruppe, basierend
auf je 150 Kernmessungen pro Fall.
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Zytopathologen ist allerdings eingeschridnkt, da er nur noch
Zellkerne als morphologisches Kriterium zur Diagnose verwenden
kann. Dieser Nachteil wird aber durch die grtdBere Schnellig-
keit sowie hohere Treffsicherheit und gréBere prognostische
Relevanz des Verfahrens aufgewogen.

Mittlerweile werden auch in anderen medizinischen Disziplinen
Diagnosen durch objektive Messungen von solchen diagnostischen
Parametern gestellt, die durch die subjektive Wahrnehmung des
menschlichen Auges nicht zu differenzieren sind. LetztendVich
muB sich das diagnostische Verfahren durchsetzen, das die treff-
sichersten und reproduzierbarsten Diagnosen in der kiirzesten
Zeit liefert.
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Abb. 5: DNS-Zytophotometrische Diagnose des Prostatakarzinoms
mit 5¢ ER (= 5¢c Exceeding-Rate, entspricht dem Prozent-
satz aneuploider Zellkerne lber 5c) und 2¢ DI(= 2¢
Deviation-Index, entspricht der mittleren quadratischen
Abweichung der Zellkerne vom Diploiden) an 32 Prostata-
karzinomen und 20 gutartigen Prostataverdnderungen.

Bei einer Grenze von 2c¢ DI = 0,22 ist eine Malignitdts-
diagnose mit 3 % falsch Negativen und 0 % falsch Posi-
tiven mbglich.
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