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Die prognostische Bedeutung zytometrischer Methoden bei
Tumoren der ableitenden Harnwege und der Prostata

Prognostic Relevance of Cytometric Methods for Tumors of Urinary Tract
and Prostate

A. BécrinG!

Summary

Cytometry means quantification of various cellular parameter using different instruments like com-
puter based image analysers, flow cytometers or laserscan microscopes. Using the more time consum-
ing computer based image analysis, different parameters of possible prognostic validity for tumors of
the urothelium or prostate may be quantified, like cellular structures, DNA-ploidy, chromosomal
aberrations (interphase cytogenetics) AgNORs and a variety of functional antigens like proliferation
markers, hormone receptors or oncogene products, The advantage of this method is that measure-
ments can be performed on selected, morphologically classified ce%ls. Using flow cytometers a repre-
sentative number of tumor cells can be measured in a short time, With laserscan microscopes oncogene
amplification and chromosomal aberrations may be measured using fluorescence DNA #n situ-hybridi-
zation. Of all cytometric parameters obtainable at present, only DNA ploidy is of clinical relevance in
transitional cell carcinomas as it can predict the probability of tumor recurrence, -progression and of
survival time with high accuracy. Similarly, at this time, only DNA measurements are of clinical rele-
vance in prostatic cancer, as they can predict tumor progression, death from cancer, survival probabil-
ity and sensitivity to hormonal treatment. No other grading parameter is of comparable prognostic
significance in prostate cancer.

Unter Zytometrie soll die Quantifizierung zellulirer Parameter mit Hilfe verschiedener
Mefinstrumente verstanden werden. Es handelt sich um eine von verschiedenen Diszipli-
nen angewendete Methode, welche bisher iiberwiegend bei der zelluliren Grundlagenfor-
schung zur Anwendung kam. Erst in jiingster Zeit wird die Zytometrie auch als adjuvante
Methode in der Diagnostik und Prognostik maligner Tumoren eingesetzt. Dies hat seine
Ursache in der rasanten Entwicklung neuer Instrumente und molekularbiologischer Ver-
fahren. :

Drei verschiedene Typen von Instrumenten stehen heute fiir die Vermessung zelluldrer
Parameter zur Verfiigung: statische Zytometer (heute meist TV-Bildzytometer), Durchfluf}-
zytometer und neuerdings Laserscan-Mikroskope. Die mit diesen Apparaten zu diagnosti-
schen Zwecken zu messenden Parameter sind in Tabelle 1 aufgefiithrt. Mit statischer und
Flufizytometrie sind viele Parameter gleichermaflen zu quantifizieren, wie DNA-Vertei-
lung, Proliferationsmarker, Hormonrezeptoren, Onkogenprodukte, Chromosomenaberra-
tionen und eine Vielzahl anderer struktureller und funktioneller Antigene. Die statische
Zytometrie erlaubt aber zusitzlich die Vermessung klassischer morphologischer Parameter
(Morphometrie). Wihrend die FluBzytometrie den Vorteil der hohen Zahl in kurzer Zeit
analysierbarer Zellen aufweist, a6t die statische Zytometrie eine morphologische Selektion
und Klassifikation der gemessenen Zellen zu. In der Flufizytometrie bleiben seltene Ereig-
nisse oft unerkannt, und eine morphologische Identifikation der gemessenen Zellen fehlt.
Der statischen Zytometrie haftet dagegen meist noch der Nachteil eines hoheren Zeitauf-
wandes an. Neu zur Quantifizierung zellulirer Parameter ist die Laserscan-Mikroskopie.
Wegen der grofien eingestrahlten Lichtmenge erméglicht dieses Verfahren auch die Quanti-
fizierung minimaler Fluoreszenzsignale, z.B. zur Vermessung von Onkogenamplifikatio-
nen nach DNA #7 situ-Hybridisierung.

Wihrend wenige Parameter @ priori nach einer Messung verlangen, wie die DNA, ist es
neu in der diagnostischen Pathologie, dafl Parameter, die bisher qualitativ, bestenfalls semi-
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Tab. 1: Methoden und Parameter der diagnostischen Zyvtometrie.

Instrumentelle Methode Zu messende Paramerer
Zell

strukturen {ncl. Chromating
DNA-Verteilung

. Proliferations Marker {2, B Ki 67}
Hormon-Rezeproren {z. B, Ostrogene)
Onkogen-Produkee
Chromosomen-Aberrationen {(IDNA- s

Statische Zytometrie

g 2 b

o

7. ORs

8. Diverse strukrurelle u. funkuonelle Antigene
FluBl-Zviomerrie {. Zellgrofie {scarrer)

2. DNA-Vertetlung

3. Proliferations-Marker (2. B, Ki 67

4, Ha)rtm:»z}«Rczvpmrm fr. B Ostrogene}

5. Onkogen-Produkee

6. Chromosomen-Aberrationen (DNA-pesizy)
7. Daverse strokrurelie ul funktionelle Anngene

Laserscan-Zytometrie 1 Onkogen-Amphfikation (DNA- )
2. Chromosomen-Aberrationen (DINA-isi2u)
3.

wverse strukrurelle . funktionelle Anugene

i int
der Bestimmung der Proliferationsirakition in einem Methylgriin gegengefirbien Paraffinschnitt eines
Prostavakarzinoms nach Ki67 Markierung, Links nben: tnlicht sind nur 11 markierie Zellkerne
sichtbar, Rechis im Rotlichs sind alle Zellkerne einer kribriformen Prostatakarzinomdriise und des
umgebenden Stromas sichibar,

aktiver Monitor des Bildanalysesystems CYTOMETER M1 (Hand, Wetzlar) wihrend
1

hyl

quantitatiy, bestimmt wurden, nun auch guantitiziert werden kénnen. Dies gilt insbeson-
dere fir die immunhistochemischen Proliferationsmarker (Abb. 1, 2), die Hormonrezep-
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Abb, 2: Proliferations-Histogramm eines Prostatakarzinoms zeigr die Haufigkeitsverteilung der Proli-
ferationsraten in den untersuchten Schnitten. Als maximale Proliferationstrakiion wurde 14.1 % er
mitvelr, Statistics: number = 99 minimum = & maximum = 141 median = 1.7; modal value = 1.7
mean value = 2.7253; stand. dev. = 3.16; variance = 9.9%; coef, of var. = 116; skewness = 1.41; kurm»
siw w15,

Abb. % /n sit-Hybndisierung von MCF-7 Tumorzellen mit sulfonierter Neras-DNA-Probe. Nichr-
konfokales Fluoreszenzbild eines Zellkerns nach elekironischer Kontrastverstirkung mit dazugehéri
gem &-bit Pixelhistogramm vor Vestirkung (aus: Hemsacns, 1992),

tor- und die Onkogenprodukedarstellungen. Neu ist auch, daf Ergebnisse der DNA 2 sine-
Hybridisierung z. B. zur Interphase-Zytogenetik oder zur Onkogenamphifikation quantifi-
ziert werden kénnen (Abb. 3, 4.

Genau genommen verlangen aber zellulire Parameter, wie Proliferation, Hormonrezep-
torenn, Onkog,mpmdukw Chromosomenaberrationen, Onkogenamplifikationen oder Ag-
NORs nach einer Quantifizierung. Dabe liefert die Kombinarion molekularpathologischer
Methoden mit der Zytometrie einen neuen Typ quantitativer molekularpathologischer In-
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Anzahl der Zellkerne

Relative Fluoreszenzintensitit in 10° Geriteeinheiten

Abb. 4: Typische Fluoreszenzintensitits-Histogramme einer Mischung aus nicht neoplastischen Eich-
zellen (Zellinie der laktierenden Brust: HBL 100) und malignen Mefizellen (Mammakarzinom-Zelli-
nie: BT-474) nach in sita-Hybridisierung mit digoxigenierter neu DNA-Probe, Messung der integrier-
ten Fluoreszenzintensititen der Zellkerne mit dem Laserscan Mikroskop CLSM der Firma Leica,
Bensheim. Das Verhltnis der mittleren Fluoreszenzintensititen zwischen gesunden Referenz- und
malignen Mefzellen betriigt 5,3. Nach Literaturangaben betrdgt die Amplifikationsrate in der unter-
suchten Tumorzellkultur 4~8x (aus: Hemrichs, 1992).

formation, welche unsere Diagnostik revolutionieren kann. Da das Material, an welchem
nachgewiesen und gemessen wird, Zellen und Gewebe darstellt und die erste Stufe dieser
modernen Diagnostik immer noch die klassische zytologische oder histologische Beurtei-
lung ist, besteht die Chance, Zytometrie und Histometrie als Domaine des Faches Patholo-
gie zu etablieren. Derzeit bemiihen sich neben der Pathologie weitere Disziplinen wie Gy-
nikologie, Urologie, Onkologie, Himatologie und Labormedizin um die diagnostische Zy-
tometrie.

Als Beispiel fiir die Kombination molekularpathologischer Methoden mit der Zytometrie
méchte ich die Bestimmung der Verteilung von Proliferationsfraktionen in Prostatakarzi-
nomen erwihnen. Die Analyse von Proliferationsverteilungen in Tumoren wird m.E. in
Zukunft zur Malignititsgradierung an Bedeutung gewinnen. 5

Mit dem Paraffin-gingigen monoklonalen Antikérper MIB 1 steht ein sensitiver, spezifi-
scher und zuverldssiger Proliferationsmarker zur Verfigung. In Routineschnitten lassen
sich alle Zellkerne mit Methylgriin anfirben und alle Zellkerne in G2/M-Phase mit DAB
braun darstellen. Das Fernsehbildanalysesystem kann in einem ersten Schritt im Rotlicht
(komplementir zu griin) alle Zellkerne detektieren und in einem zweiten Schritt im Griin-
licht alle immunhistochemisch braun gefirbten Kerne identifizieren. Interaktiv kénnen die
Karzinomareale selektiert und die Stromabezirke von der Messung ausgeschlossen werden
(Abb. 1). Nach der Vermessung von etwa 40 Gesichtsfeldern wird ein Histogramm iiber die
Verteilung der Proliferation in der betreffenden Gewebsprobe ausgegeben (Abb. 2), Damit
steht nicht nur die mittlere, sondern auch die wahrscheinlich prognostisch relevantere ma-
ximale Proliferationsfraktion zur Verfiigung.

Da die Zytometrie eine vergleichsweise neue Disziplin darstellt und ihre Anwendung auf
molekularpathologische Parameter noch in den Anfingen steckt, liegen retrospektive oder
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7. Proliferationsmarker
8. DNA-Ploidie

Bis auf die DNA-Verteilung haben bisher alle anderen Parameter keine klinische Bedeu-
tung erlangen kdnnen. Dies kann sich aber mit der Entwicklung neuer molekularbiologj-
scher Parameter und leistungsfshigerer Apparate- und Software schnell indern. .

NiELSEN et al. (1992) belegten einen signifikanten Zusammenhang zwischen Uberlebens-
zeit von Prostatakarzinom-Patienten und Gréfle der Tumorzellkerne. Mehrere Autoren
haben auch die prinzipielle Eignung der Histometrie fiir die Prognostik des Prostatakarzi-
noms belegt (STEPHENSON et al., 1991; BiBBo et al., 1990), doch reichen die vorliegenden Da-
ten derzeit nicht aus, um einen routinemifligen Einsatz der computerbasierten Bildanalyse
(CBA) fiir die morphologische Diagnostik in Erwigung zu ziehen.

ContracTOR et al. (1991) fanden keine hinreichende prognostische Relevanz von Zahl
oder Fliche der AgNORs beim Prostatakarzinom. Zur Differenzierung der benignen Hy-
perplasie von intraepithelialer Neoplasie der Prostata (PIN) dagegen eignet sich die bildana-
lytische Quantifizierung der AgNORs (SESTERHENN et al., 1991).

SANDBERG (1992) hat eine Hypothese zur stufenweisen malignen Transformation der Epi-
thelzelle der Prostata unter progressiver Aquisition partieller Chromosomenverluste (8, 16,
7, 2) vorgestellt. Die mit der Prognose (Progression, Metastasierung) korrelierten chromo-
somalen Aberrationen sind aber fiir das Prostatakarzinom bisher noch nicht bekannt.
Wenn dies der Fall ist, wird man mittels Interphase-Zytogenetik zytometrisch gezielt diese
prognostisch relevanten Aberrationen detektieren kénnen.

Wachstumsfaktor-Rezeptoren, Hormonrezeptoren, Onkogenprodukt Expressionen (wie
p53) und Proliferationsmarker sind zwar immunhistochemisch nachweisbar und damit
auch mittels CBIA quantifizierbar, doch sind diese Methodenkombinationen zu neu, um
bereits auf ihre prognostische Relevanz hin getestet worden zu sein (Foster and AseL,
1992).

Im Mai 1993 fand in Stockholm ein WHO-Consensus Treffen iiber: «Prognostic markers
in early prostate cancer» statt. Zwischen Urologen und Pathologen wurde hier ein hohes
Maf} an Konsens beziiglich der iiberragenden prognostischen Relevanz der Zellkern DNA-
Verteilung erzielt. Das Manuskript der interdiszipliniren «Arbeitsgruppe DNA» wird in ei-
nem im Herbst 1993 erscheinenden Supplementband der Zeitschrift «International Journal
of Cancer» publiziert werden. Ubereinstimmung wurde unter anderem iiber die folgenden
Feststellungen erzielt:

a) die DNA-Zytometrie kann sowohl als Durchfluf}- oder als statische (Bild-) Zytometrie
durchgefithrt werden. Bei der Bildzytometrie ist auf moderne Prizisonsinstrumente zu ach-
ten.

b) Zu prognostischen Zwecken werden Tumoren mit peridiploider, peritetraploider oder
aneuploider DNA-Stammlinie unterschieden (TriBuxgarr et al., 1983; ForssLunp and Zgr-
TERBERG, 1990).

¢) Unabhingig von der Therapie (totale Prostatektomie oder Hormone), dem Staging und
dem histologischen bzw. zytologischen Grading korreliert die DNA-Ploidie signifikant mit
der Uberlebenszeit behandelter Karzinompatienten (MONTGOMERY et al., 1990; Natv et al.,
1989; McINTIRE et al., 1988; WiNkLER et al., 1988; TRIBUKAIT, 1988; STEPHENSON et al., 1987;
LunpsERG et al., 1987; FOrsSLUND et al., 1992; Ligser, 1992).

d) Die Wahrscheinlichkeit der Tumorprogression (von Stadium A zu B, B zu C, C zu D
oder D1 zu D2) ist bei peridiploiden Prostatakarzinomen hoch signifikant geringer als bei
DNA-aneuploiden Tumoren (MoNTGOMERY et al., 1990; PrTERs et al., 1990; AL, Asapi and
NaGeL, 1990; Natv et al., 1989; WiNkLER et al., 1988; PererscEe et al., 1992; McINTIRE et al,,
1989; LEE et al., 1988; pE VERE WHiTE et al., 1990).

e) Patienten, deren Prostatakarzinome ein diploides oder tetraploides Verteilungsmuster
aufweisen, sind Kandidaten fiir eine lediglich iiberwachende «wait and see» Strategie (Non-
treatment option: Koss and Czerniax, 1992).

f) die DNA-Ploidie kann mit hoher Wahrscheinlichkeit das Ansprechen auf hormonelle
Therapie vorhersagen (Tavares et al., 1966, 1973; LeisTeNsCHNEIDER und NAGEL, 1983).
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g) die DNA-Ploidie soll bei allen zukiinftigen klinischen Studien zur Evaluation neuer
Therapiestrategien und/oder prognostischer Parameter als valider prognostischer Index
mitbestimmt werden (Liser, 1992),

h) Die Heterogenitit der DNA-Verteilung im Prostatakarzinom scheint geringer zu sein,
als die Morphologie erwarten laflt. Da die Wahrscheinlichkeit einer «Untergradierung» auf-
grund der DNA-Messung an einer Gewebsprobe etwa 10% betrigt (Bocking, unpublizierte
Daten, 1993), erhdht die Beurteilung von mehr als einer Probe die Reprisentativitit der
DNA-Ploidie Bestimmung,

In Anbetracht der solchermalen dokumentierten hohen prognostischen Relevanz emp-
fehlen namhafte Urologen und Pathologen mittlerweile die routinemifige Bestimmung der
DNA-Ploidie bei allen Prostatakarzinomen und die Einbeziehung dieses Parameters in die
Entscheidungsfindung der jeweils geeigneten Therapie- und Nachsorgestrategie (LiEBer,
1992; Narv and Lieser, 1991; Koss und Czerniak, 1992).
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gar prospektive Studien, welche die Relevanz fiir Tumoren der ableitenden Harnwege und
der Prostata hinreichend dokumentieren, aufler fiir die DNA-Verteilung, kaum vor.

Folgende zytometrisch erfaflbare Parameter kommen derzeit fiir die Prognostik beim
Urothelkarzinom prinzipiell in Frage.

Zell- und Gewebemorphologie (Bildanalyse)

Nukleolus-organisierende Regionen (AgNORs)

. Chromosomen-Aberrationen (Interphase-Zytogenetik)

. Onkogenprodukt-Expressionen (z.B. p53)

. Wachstumsfaktor-Rezeptoren

. Proliferations-Marker (z.B. Ki67)

. DNA-Ploidie

Fiir morphometrische Parameter konnte eine Bedeutung als relevante, unabhingige pro-
gnostische Variablen beim Blasenkarzinom bisher nicht gesichert werden (MoNTIRONI et
al., 1985; SowTERr et al., 1991).

Auch iiber die prognostische Bedeutung der AgNORs beim Harnblasenkarzinom liegen
beziiglich einer Routineanwendung nur unzureichende Daten vor (MarTN et al., 1992).

Uber eine mégliche prognostische Relevanz des Verlustes von Chromosom 11- und 17-
Markern mittels Fluoreszenz i situ-Hybridisierung berichten (TrapMan (1992) sowie Koss
und Czerniak (1992).

Die unter 4. bis 6. genannten Parameter sind noch unzureichend hinsichtlich ihrer pro-
gnostischen Bedeutung beim Urothelkarzinom untersucht.

Die Eignung des DNA-Verteilungsmusters als Grading-Parameter fiir das Harnblasenkar-
zinom belegten LEDERER et al. (1972) und Fossa (1975) als erste. Die wesentliche diagnosti-
sche Bedeutung der DNA-Zytometrie liegt heute in der Vorhersage von Rezidiven nach Re-
sektion oberflichlicher Urothelkarzinome der Stadien Ta und T1. GusTarson et al. (1982)
zeigten in einer Studie an 229 Patienten mit Grad 1-2 Urothelkarzinomen der Harnblase
in den Stadien Ta und T1, dafl nach Resektion keine Tumorprogression unter den 175 Pa-
tienten mit wiederholt diploiden DNA-Mustern auftreten. Progression fand sich dagegen
nur bei den DNA-aneuploiden Tumoren, Ahnliche Ergebnisse erhielten Bromjous et al.
(1989) bei 80 Patienten mit Ta oder T1 Harnblasenkarzinomen. 98 % ihrer Patienten mit
DNA-diploiden Tumoren zeigten nach Resektion keine Rezidive in einem 10jzhrigen Be-
obachtungszeitraum. In einer Studie von pE VERE WHITE et al. (1988) wiesen alle Patienten
fnit Ta Harnblasenkarzinomen Grad 1 und 2 mit aneuploiden DNA-Histogrammen Rezi-
dive nach Operation auf. Oryans und TANkE (1986) zeigten, dafl DNA-diploide G2 Harn-
blasenkarzinome, irrespektive des Stadiums, hochsignifikant seltener innerhalb eines Jahres
rezidivieren (9 %) als DNA-aneuploide Tumoren (77 %). Auch das rezidivireie Intervall bei
resezierten G2 Harnblasenkarzinomen ist fiir DNA-diploide Tumoren signifikant Linger
als fiir DNA-aneuploide Tumoren (Marer et al., 1988). Bei Patienten mit Urothelkarzino-
men des Nierenbeckens geringen Malignititsgrades und niedrigen Stadiums kann mittels
DNA-Zytometrie eine Untergruppe mit signifikant besserer Prognose identifiziert werden
(BLutE et al., 1988).

All diese prognostisch hoch relevanten Ergebnisse sind mit anderen Parametern, wie auch
der morphologischen Gradierung, nicht zu erhalten. Damit ist die DNA-Zytometrie, zu-
sammen mit dem Tumorstaging, bei Urothelkarzinomen in der Lage, prognostisch sehr
giinstige Fille zu identifizieren, bei denen auf eine tiber die primire Resektion hinausge-
hende Therapie zunichst verzichtet werden kann.

Fiir die Prognostik des Prostatalkarzinoms kommen derzeit folgende zytometrisch erfaf}-
bare Parameter in Frage:

. Zell- und Gewebemorphologie (Bildanalyse)

. Nukleolus organisierende Regionen (AgNORs)

. Chromosomenaberrationen (Interphase-Zytogenetik)
. Onkogenprodukt Expression (z.B. p 53)

. Wachstumsfaktorrezeptoren

. Hormonrezeptoren
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