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1 EINLEITUNG
1.1 EMBRYOLOGIE

In der 6. bis 9. Embryonalwoche entstehen die Speicheldriisen aus soliden
ektodermalen Epithelsprossen der Mundschleimhaut. Durch Teilung und Sprossung
entwickelt sich ein Gangsystem mit terminalen Azini. Korbartig wird diese duktulo-
azinare Einheit von kontraktilen Myoepithelzellen umgeben, welche zusammen das

gemeinsame Bauprinzip aller Speicheldriisen bilden [Bocker et al., 2004].

1.2 EPIDEMIOLOGIE

95% aller Speicheldriisentumoren bei Erwachsenen sind epithelialen Ursprungs
[Bocker et al., 2004]. Die epithelialen Speicheldriisentumoren haben einen Anteil von
ca. 0,3% an allen Neoplasien. Bezogen auf die Kopf-Hals-Region mit Ausnahme von
Hirn- und Hauttumoren liegt ihr Anteil bei 4-6% [Lang u. Ihrler, 2003].

Fur Speicheldrisenmalignome findet sich in Deutschland eine Inzidenzrate von
0,6:100.000 bei Mannern und 0,4:100.000 bei Frauen [Globocan, 2007]. Die Mortali-
tatsrate fur Manner liegt bei 0,35 und fir Frauen bei 0,26. Die Mortalitdtsraten der
weiteren Kopf-Hals-Malignome in Deutschland kann Tabelle 1 entnommen werden
[Schilesinger-Raab et al., 2003].

Tabelle 1: Rohe Mortalitdtsraten fiir bésartige Tumoren der Kopf-Hals-Region berechnet aus
der jahrlichen Anzahl der Todesfélle bzw. Neuerkrankungen bezogen auf 100.000 der Bevél-
kerung in Deutschland [nach Schlesinger-Raab et al., 2003]

Lokalisation Manner Frauen
Zunge 1,64 0,66
Lippe 0,06 0,04
Speicheldriise 0,35 0,26
Mundhéhle 2,14 0,61
Larynx 3,34 0,44
Oropharynx 2,14 0,66
Nasopharynx 0,24 0,10
Hypopharynx 2,15 0,32
Nase und Nasennebenhdhlen 0,25 0,14
Gesamt 12,31 3,23
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1.3 LOKALISATION UND VERTEILUNG

Aus dem Speicheldriisen-Register in Hamburg kann folgende Verteilung des Sitzes
der Speicheldrisentumoren entnommen werden [Seifert et al., 1992]:

e 80% in der Glandula parotis

¢ 10% in der Glandula submandibularis

e 1% in der Glandula sublingualis

¢ 9% in den kleinen Speicheldriisen

Abbildung 1 zeigt, dass 57% der Kopfspeicheldrisentumoren auf die Adenome ent-
fallen, 28% auf die Karzinome. In jeweils 4% der Falle lagen nichtepitheliale Tumoren
bzw. maligne Lymphome vor, in je 1% periglanduldre bzw. nicht klassifizierbare

Tumoren und in 5% der Falle Metastasen [Seifert u. Sobin, 1992; Doerr et al, 1996].

Haufigkeit verschiedener histologischer Typen der
Kopfspeicheldriisentumoren in %
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Abbildung 1: Hdufigkeit verschiedener histologischer Typen der Kopfspeicheldriisen-
tumoren in % [Doerr et al., 1996]

Das Verhaltnis von benignen zu malignen Speicheldriisentumoren ist abhangig von
ihrer Lokalisation. In der Glandula parotis betragt es 4:1, in der Glandula submandi-
bularis 1:1, in der Glandula sublingualis 1:9 und in den kleinen Speicheldriisen 1:1

(Tabelle 2).



Bei Erwachsenen Uberwiegt der epitheliale Ursprung der Speicheldriisentumoren.
Bei Kindern sind dagegen benigne, mesenchymale Tumoren haufiger [Bocker et al.,
2004].

Insgesamt sind Speicheldrisentumoren im Kindes- und Jugendalter bis zu einem
Alter von 20 Jahren selten und stellen nur 4-5% aller Tumoren der Speicheldriisen

dar [Doerr et al., 1996].

Tabelle 2: Verteilung und Verhéltnis von benignen zu malignen Speicheldriisentumoren in
Abhéngigkeit ihrer Lokalisation [nach Seifert et al., 1992; Bécker et al., 2004]

Lokalisation Verteilung Verhiltnis benigne/maligne
Speicheldriisentumoren

Glandula Parotis 80% 4:1

Glandula submandibularis 10% 1:1

Glandula sublingualis 1% 1:9

Kleine Speicheldriisen 9% 1:1

1.4  ATIOLOGIE

Zu Ursachen der Entstehung maligner Speicheldriisenneoplasien gibt es nur wenige
gesicherte Untersuchungen.

Risikofaktoren fir die Entstehung von Speicheldrisentumoren sind exogene,
chemische Noxen wie Asbest, Blei, Nickel [Ellis et al., 1991; Horn-Ross et al., 1997]
oder Substanzen bei der Gummi- und Kautschukverarbeitung [Horn-Ross et al.,
1997; Mancuso u. Brennan, 1970]. Des Weiteren wird der Einfluss von Haarspray
und Alkohol erwahnt. [Spitz et al., 1984 u. 1990].

Das Einwirken ionisierender Strahlung flhrt zum vermehrten Auftreten maligner
Speicheldrisentumoren [Rice et al., 1976]. Rontgenstrahlen bei zahnarztlichen
Untersuchungen erh6hen das Risiko der Entstehung von Parotistumoren.

Da Speicheldriisen in der Lage sind Jod zu konzentrieren, liegt auch bei Patienten,
die sich einer Radiojodtherapie unterzogen haben ein erhdhtes Risiko vor Tumoren
in diesen Organen zu entwickeln [Preston-Martin et al., 1988; Preston-Martin u.

White, 1990].




Eine virusassoziierte Tumorentstehung wird auch bei Speicheldrisentumoren fir
maoglich gehalten. Hierbei stehen vor allem das Epstein-Barr-Virus, das Zytomegalie-
virus und das Humane Papillomavirus im Vordergrund. Die Rolle dieser onkogenen
Viren bei der Tumorgenese ist nicht eindeutig geklart. Es wird diskutiert, dass diese
als onkogen geltenden Viren eine Dysregulation der Onkogene in Wirtszellen verur-
sachen und die Tumorentwicklung durch die Einschleusung viraler Onkogene

beglnstigen [Atula et al., 1998; Seifert, 1984; Scully, 1988].

Tumoren der Speicheldriisen sind bisher zytogenetisch und molekulargenetisch nur
unzureichend untersucht worden. Die untersuchten Tumoren zeigen eine deutliche
Haufung an Chromosomenaberrationen. So kommen bei 87% der pleomorphen
Adenome Translokationen vor, zumeist in Verbindung mit Chromosom 8.

Es ergeben sich Translokationen mit Chromosom 3, Chromosom 12, Chromosom 5,
Chromosom 1 und Chromosom 9. [Réser et al., 2005].

Aus Tabelle 3 sind die Translokationen und spezifischen Veranderungen bei den

unterschiedlichen Tumortypen zu entnehmen [Roser et al., 2005; Doerr et al., 1996].
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Tabelle 3: Verteilung chromosomale Verdnderungen bei Speicheldriisentumoren
[nach Roser et al., 2005]
Morphologie Falle mit Falle mit Haufigste | Haufig | Betroffene | Anteil
chromosomalen | Transloka | Transloka- keit Chromo-
Verdanderungen tionen tion somen
Azinuszell- 11 (3%) 36% Keine -- 1 50%
karzinome -Y 55%
+8 27%
Adeno- 12 (3%) 42% Keine - 12 60%
karzinome -Y 33%
Warthin- 19 (5%) 42% t(11;19) 63% 11 40%
Tumoren 19 33%
16 27%
1 27%
Mukoepider- 25 (6,5%) 52% t(11;19) 46% 11 44%
moidkarzinome 19 38%
B-Zell- 12 (3%) 58% Mehrfach 14 29%
Lymphome 11 21%
8 21%
Adenoid- 23 (6%) 65% -- 27% 9 33%
zystische 6 19%
Karzinome 12 14%
17 14%
Maligne 19 (5%) 74% 1(4;8) 29% 8 43%
epitheliale 4 18%
Tumoren 9 15%
Pleomorphe 264 (69%) 87% t(3;8) 24% 8 57%
Adenome 3 32%
12 18%
5 14%
1 13%
9 12%
Insgesamt 385 (100%) 77 (57%)
1.5 KLASSIFIKATION DER SPEICHELDRUSENTUMOREN

Die pathohistologische Klassifikation fult auf dem Vergleich der zellularen Differen-
zierung und des mikroskopischen Bauprinzips eines Tumors mit der jeweiligen
normalen Gewebestruktur.

Nach der WHO werden Kopfspeicheldrisentumoren wie folgt klassifiziert [Seifert,

1991].
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Tabelle 4: WHO Klassifikation der Kopfspeicheldriisentumoren [Seifert, 1991]

1 Adenome

1.1 Pleomorphes Adenom

1. Typl Mischtyp

2. Typ Il Stromareich
3. Typ lll Stromaarm

1.2 Myoepitheliom

1.3 Basalzelladenom

1.4 Zyst-Adenolymphom (Whartin-Tumor)

1.5 Onkozytom (onkozytares Adenom)

1.6 Kanalikulares Adenom

1.7 Talgdrisenadenom

1.8 Gangpapillom (duktales Papillom)
1. Invertes duktales Papillom
2. Intraduktales Papillom

3. Sialadenoma papilliferum

1.9 Zystadenom
1. Papillares Zystadenom
2. Muzinbses Zystadenom

2 Karzinome
2.1 Azinuszellkarzinome
2.2 Mukoepidermoidkarzinom

2.3 Adenoidzystisches Karzinom

2.4 Polymorphes low-grade Adenokarzinom (terminales Gangadenokarzinom)

2.5 Epithelial — Myoepitheliales Karzinom

2.6 Basalzell-Adenokarzinom

2.7 Talgdrisenkarzinom

2.8 Papillares Zystadenokarzinom

29 Muzindses Adenokarzinom

2.10 | Onkozytares Karzinom

2.11 | Speichelgangkarzinom

2.12 | Adenokarzinom

2.13 | Malignes Myoepitheliom

2.14 | Karzinom im pleomorphen Adenom (maligner Mischtumor)

2.15 | Plattenepithelkarzinom

2.16 | Kleinzelliges Karzinom

2.17 | Undifferenziertes Karzinom

2.18 | Andere Karzinome

3 Nichtepitheliale Tumore

4 Maligne Lymphome

5 Sekundare Tumore

6 Unklassifizierbare Tumore
7 Tumorahnliche Lasionen
7.1 Sialadenose

7.2 Onkozytose

7.3 Nekrotisierende Sialometaplasie (Speicheldriiseninfarkt)

7.4 Benigne lymphoepitheliale Lasion

7.5 Speicheldriisenzysten

7.6 Chronische sklerosierende Sialadenitis der Submandibularis (Kittner Tumor)

7.7 Zystische lymphoide Hypoplasie bei AIDS




1.6 HISTOPATHOLOGIE AUSGEWAHLTER SPEICHELDRUSENTUMOREN

1.6.1 PLEOMORPHES ADENOM

Das pleomorphe Adenom ftritt am haufigsten in der Glandula parotis mit einem
Altersgipfel im 4. Bis 6. Lebensjahrzehnt auf.

Die Bezeichnung pleomorphes Adenom beschreibt dessen histomorphologische
Vielfalt.

Pleomorphe Adenome lassen sich nach der Differenzierung der Epithelzellen und
seiner Beschaffenheit des Stromas in vier Typen einteilen [Seifert et al., 1984;

Reichart et al., 2002]:

Tabelle 5: Typen der pleomorphen Adenome und ihre prozentuale Verteilung

Typ Beschreibung Anteil
Typ 1 Klassischer Typ Stroma und Epithel mit anndhender 30%
: Gleichverteilung
Typ 2 Stromareicher Typ stromareich, zellarm, mukoid-chondroide 55%
: Stromastruktur
Typ 3 Zellreicher, vielgestaltige Differenzierung des Epithels 9%
\ stromaarmer Typ
Typ 4 Zellreicher, uniforme Differenzierung des Epithels 6%
! stromaarmer Typ

Jahrzehnte wurde die biologische Dignitdt des pleomorphen Adenoms kontrovers
diskutiert. Untersuchungsstatistiken weisen aber bis heute keine Merkmale fir
Malignitat oder Semimalignitat nach.

Die Entwicklung eines sekundaren Karzinoms in einem vorbestehenden pleo-
morphen Adenom wird mit 3% aller pleomorphen Adenome angegeben [Eneroth et
al., 1968; Seifert et al., 1984].

Ihre allgemein anerkannte Therapie ist eine chirurgische Entfernung dieses Tumors.
Aufgrund einer méglichen multilobularen Struktur und einer sehr diinnen, nicht immer
vollstéandigen Kapsel, besteht bei einer Extirpation die Gefahr einer unvollstandigen

Entfernung mit Rezidivbildung [Seifert et al., 1984; Reichart et al., 2002].



1.6.2 ZYSTADENOLYMPHOM (WARTHIN-TUMOR)

Das Zystadenolymphom ist der zweithaufigste Speicheldriisentumor und zahlt zu den
monomorphen Adenomen. Er ist fast ausschliel3lich im unteren Anteil der Glandula
Parotis anzutreffen. In 10% der Falle wird eine bilaterale oder multifokale Lokalisation
beobachtet.

Uberwiegend sind Manner im Alter von 60 bis 70 Jahren betroffen.

Die Histologie weist neben einer monomorphen, epithelialen Komponente auch

lymphatisches Stroma auf. Es werden vier Typen unterschieden:

Tabelle 6: Typen des Zystadenolymphoms und ihre prozentuale Verteilung

Typ Beschreibung Anteil

Klassischer Typ mit 50% lymphoidem Stromaanteil, 77%
monomorphen Epithelzellen mit doppel-
reihiger Anordnung

Typ 1

Typ 2 | Stromaarmer Typ mit 30% lymphoidem Stromaanteil, 13,5%
monomorphen Epithelien

Typ 3 Stromareicher Typ mit 70% lymphoidem Stromaanteil 2%

Typ 4 Metaplastischer Typ | mit Plattenepithelmetaplasien, 7,5%

regressiven Veranderungen,
Pseudozysten und hyalinen Bezirken

Klinisch zeigt sich zumeist eine drei bis vier Zentimeter groRe Raumforderung, die
Uber der Unterlage gut verschieblich ist. Der Tumor ist von Zysten durchsetzt.

Eine maligne Transformation und Entwicklung sekundarer Karzinome in vorbeste-
henden Zystadenolymphomen ist sehr selten [Seifert et al., 1984; Reichart et al.,

2002].

1.6.3 AZINUSZELLKARZINOM

Das Azinuszellkarzinom tritt zu 90% in der Glandula parotis auf. Vorwiegend sind
Frauen im Alter zwischen 50 und 60 Jahren betroffen. Die Tumoren lassen sich von
den Azinuszellen aus der Grenzzone zwischen Schaltstiicken und Drisenazini

ableiten.




Nach dem Wachstumsmuster werden folgende Typen unterschieden [Reichart et al.,
2002]:

solider, azinarer Typ

mikrozystischer Typ

papillar, zystischer Typ

follikularer Typ

Alle Typen sind lokal, invasiv wachsend. Gelegentlich metastasieren sie lymphogen
oder hamatogen. Es werden eine hoch-differenzierte Form mit niedrigem Malig-
nitdtsgrad und eine niedrig-differenzierte Form mit hohem Malignitdtsgrad unter-

schieden [Donath u. UBmiuiller, 2001; Reichart et al., 2002].

1.6.4 MUKOEPIDERMOIDKARZINOM

Primare Lokalisation des Mukoepidermoidtumors sind die kleinen Speicheldriisen
des Gaumens und Mundbodens. Beide Geschlechter sind hauptsachlich im Alter von
50 bis 60 Jahren betroffen. Der Tumor leitet sich von den Zellen der mittleren
Abschnitte des Speichelgangsystems ab. Er zeigt sowohl Plattenepithel-
differenzierungen als auch schleimbildende Becherzellen. Diese kdnnen uberdies
Zysten bilden.

Es werden eine hoch-differenzierte Form mit niedrigem Malignitatsgrad (low-grade-
type of malignancy) und eine niedrig-differenzierte Form mit héherem Malignitatsgrad
(high-grade-type of malignancy) unterschieden.

Niedrig-differenzierte Mukoepidermoidkarzinome haben eine 5-Jahres-Uberlebens-
rate von 25%, hoch-differenzierte Mukoepidermoidkarzinome dagegen eine von 95%

[Reichart et al., 2002].



1.6.5 ADENOID-ZYSTISCHES KARZINOM

Das adenoid-zystische Karzinom ist zu 70% in den kleinen Speicheldriisen und zu
30% in den grolien Speicheldriisen lokalisiert. Beide Geschlechter sind meist im
Alter von 50 bis 70 Jahren betroffen. Das Karzinom lasst sich von Zellen des

terminalen Speichelgangsystems ableiten. Es werden drei Typen unterschieden:

Tabelle 7: Typen des adenoid-zystischen Karzinoms und deren prozentuale Verteilung

Typ Beschreibung Anteil

Kribiformer Typ Kribiforme Zellnester mit Ansammlungen 40-50%
mukoiden Materials

Tubularer Typ Verbande kubischer Epithelzellen, von hyalinem 20-30%
Stroma begrenzt

Solid-basaloider Typ Solide Zellansammlungen aus kubischen 20%
Epithelzellen mit zentralen Nekroseherden

Der Tumor wachst langsam lokal infiltrierend entlang der Gefallnervenverlaufe und
der Knochenkanale. Dies flhrt zu einer hohen Rate an lokoregionaren Rezidiven
nach operativer Entfernung.

Die Art des primaren operativen Vorgehens entscheidet Uber die Lange der
rezidivfreien Zeit.

Radikalchirurgische und strahlentherapeutische Malinahmen werden individuell ein-

gesetzt [Stennert u. Jungehiilsing, 2001; Reichart et al., 2002].

1.6.6 ADENOKARZINOM

Adenokarzinome sind zu 70% in der Glandula parotis lokalisiert.

Sie bilden eine heterogene Gruppe histologisch verschiedener Differenzierungs-
richtungen.

Es werden drei Typen mit unterschiedlichem histologischen Bauplan wie in Tabelle 8

aufgefiihrt.




Tabelle 8: Typen des Adenokarzinoms

Typ Beschreibung
Typ 1 Solider Typ mit maRig differenzierten Drisenstrukturen
Typ 2 | Tubularer Typ mit tubuldren Formationen, die Speichelgang-

strukturen ahneln

Typ 3 | Papillarer Typ papillare Tumorzellformationen mit Zysten und
Schleimbildung

Klinisch imponiert eine wenig verschiebliche Raumforderung, die haufig von einer
Facialisparese begleitet wird. Das Adenokarzinom zahlt zu den Speicheldriisen-
karzinomen hoherer Malignitat. Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt bei nur 40%

[Seifert et al., 1984; Reichart et al., 2002].

1.7 DIAGNOSTIK DER SPEICHELDRUSENTUMOREN

Fir die Diagnostik der Speicheldriisentumoren stehen diverse Untersuchungs-
methoden zur Verfigung. Eine klinische Befunderhebung basiert auf einer
Anamnese mit Inspektion und Palpation der Kopf- und Halsregion [Mann, 1992].
Dariiber hinaus gibt es verschiedene solide, bildgebende Verfahren als Ergénzung
[Krel et al., 1993; Mann et al., 1997; Paris et al., 2003]:

Sonographie

Roéntgendiagnostik mit Sialographie

Sialoendoskopie

Computertomographie (CT)

Magnetresonanztomographie (MRT)

Szintigraphie

Dariiber hinaus gibt es folgende diagnostische Verfahren der morphologischen
Gewebeuntersuchung mit mikroskopischer Beurteilung [Doerr et al., 1996]:
Probebiopsie / Probeexzision
Nadelstanzbiopsie

Feinnadelaspirationsbiopsie



1.71  PROBEBIOPSIE

Eine Probebiopsie oder Probeexzision ist in Ausnahmefallen nur der speziellen
Diagnostik entzindlicher, lymphoepithelialer oder lymphoproliferativer Speichel-
driisenerkrankungen vorbehalten [Gross et al., 2004]. Zur Routine-Tumordiagnostik
ist sie kontraindiziert, weil bei tiefer liegenden Raumforderungen Gesichtsnerven
verletzt werden und eine Kapselverletzung mit Rezidiven, sowie eine Tumorstreuung

erfolgen kann [Olsen, 1987; Chilla, 1995; Stennert u. Jungehlsing, 2001].

1.7.2  STANZBIOPSIE

Mit zahlreichen Nachteilen und hoher Komplikationsrate wird die Stanzbiopsie nicht
mehr langer in der allgemeinen, morphologischen Speicheldriisendiagnostik
angewendet. Da eine Tumorstreuung durch den Stichkanal erfolgen kann, sollte eine
Stanzbiopsie nur bei unmittelbar nachstehender Operation erfolgen [Olson, 1987;

Stennert u. Jungehiilsing, 2001].

1.7.3  FEINNADELASPIRATIONSBIOPSIE

Die Basis der Feinnadelaspirationsbiopsie (FNAB) ist die Gewinnung von einzelnen
Zellen zur mikroskopischen Untersuchung.

Die Diagnostik von Zellen (Zytodiagnostik) ist in der Gynakologie seit vielen Jahren
ein anerkanntes Routineverfahren. Weltweit konnte innerhalb der letzten 50 Jahre
mit Abstrichen der Zervix uteri eine Optimierung der Friihdiagnostik erreicht werden
[Koss, 1989; Parker et al., 1997]. Die Mortalitat des Zervixkarzinoms konnte mit Hilfe
der Zytodiagnostik in Deutschland auf nahezu die Hélfte gesenkt werden [Md&bius,
1993].

Daruber hinaus sahen schon vor 20 Jahren sehr viele Krankenhausarzte in den USA
die Feinnadelpunktion der Schilddrise als unerlassliches Verfahren zur Abklarung
eines Tumorverdachts. In 85% aller Féalle kann ein Pathologe damit ein Schild-
drisenkarzinom ausschlieften [Solomon u. Keeler, 1982; Réher et al., 1987; Dietlein

et al., 1999].



Des Weiteren sind Feinnadelpunktionen auch an folgenden Korperteilen méglich:
Augen
Schilddrise
Lymphknoten
Lunge mit Mediastinum
Brustwand
Leber
Bauchspeicheldriise
Nebennieren
Prostata
Retroperitoneum
Weichteile

Speicheldrise

Bei Speicheldriisen ist die Differenzialdiagnose flir den behandelnden Arzt zwischen
entzlindlichen oder neoplastischen Veranderungen der Speicheldrise nicht immer
leicht zu stellen.

Eine morphologische, minimalinvasive Diagnostik mit hoher Treffsicherheit wird mit
Hilfe der FNAB ermdglicht. Unter palpatorischer oder besser sonographischer
Kontrolle wird eine Raumforderung mit einer sehr feinen Nadel punktiert [Knapp et
al., 1989; Weerda u. Gehrking, 2000].

Die sehr dinne Nadel (Durchmesser 0,7 Millimeter) wird, wie in Abbildung 2
dargestellt, bei einer FNAB auf eine leere Spritze aufgesetzt und in die verdachtige
Raumforderung gefiihrt. Dabei kann die Haut an der betreffenden Stelle betdubt
werden. Durch Anziehen des Spritzenstempels wird ein Unterdruck erzeugt, der die
Zellen in die Spritzenkanule saugt. Besondere Prazision erreicht eine Punktion unter
Ultraschallkontrolle. Die FNAB ist ein Standardverfahren fiir Raumforderungen in der
Speicheldriisendiagnostik [Atula et al.,, 1996; Stennert u. Jungehiilsing, 2001;

Postema et al., 2004].
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Abbildung 2: Simulation einer FNAB mit einem Einmalspritzenhalter (Cameco®)

Die FNAB der Speicheldriise zeichnet sich durch eine sehr geringe Komplikations-
rate von nur 0,5% aus. Auch wenn die Ergebnisse nicht immer gleich gut sind,
werden eine recht hohe Sensitivitdt von 92% und eine Spezifitdt von bis zu 100%
beschrieben [Stewart et al., 2000; Atula et al., 1996].

Die Treffsicherheit der Zytodiagnostik der Speicheldrisen zeigt deutlich eine
Abhangigkeit von der Art und Menge des Untersuchungsmaterials [Cardillo, 1990;
Kumar et al, 1991].

Fehldiagnosen werden meist bei pleomorphen Adenomen, hochdifferenzierten,
zystischen  Mukoepidermoidkarzinomen, Azinuszellkarzinomen und malignen
Lymphomen gemacht [Layfield et al., 1987].

Die Ubereinstimmung von zytologischen und histopathologischen Diagnosen wird mit
durchschnittlich 85-98% angegeben [Doerr et al., 1996].

Abbildung 3 bis Abbildung 5 zeigen mikroskopische Aufnahmen von Ausstrich-

Praparaten von Speicheldrisen-FNABn samt Diagnosen.
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Abbildung 3: Glandula Parotis: normale Azinusepithelien (630x)

Abbildung 5: Glandula Parotis: wenig differenziertes Adenokarzinom (630x)



1.8 DNA ZYTOMETRIE

Die DNA Zytometrie ist ein Verfahren zur Diagnose von Tumoren durch die Messung

von Abweichungen des normalen DNA-Gehaltes in den Zellen.

Nach einer spezifischen, stochiometrischen Anfarbung der DNA von Zellkernen mit

fluoreszierenden oder im sichtbaren Licht absorbierenden Farbstoffen erfolgt eine

photometrische Messung der emittierten Fluoreszenz oder des absorbierten Lichtes

pro Zellkern. Es resultieren DNA Histogramme, in denen die Zellkern-DNA-Gehalte

gegen ihre Haufigkeit graphisch aufgetragen werden.

Daflr gibt es zwei dominierende Messprinzipien [Bécking, 1990]:
Durchflusszytometrie (DNA-flow-cytometry, DNA-FCM)

TV-Bildanalysesysteme (DNA-image-cytometry, DNA-ICM)

Bei der Durchflusszytometrie (DNA-FCM) werden angefarbte Zellen unter hohem
Druck durch eine Kapillare an einem UV-Licht- oder Laserstrahl vorbeigefihrt. Dabei
messen Photodioden das emittierte Fluoreszenzlicht.

In der Bildzytometrie (DNA-ICM) werden mit TV-Bildanalysesystemen die integrierten
optischen Dichten (I0ODn) von Zellen gemessen, die auf Glasobjekttrager fixiert sind
[Motherby, 1999].

Die DNA Durchflusszytometrie kann eine gro3e Anzahl von Zellen innerhalb weniger
Minuten messen. Hierbei missen Zellen eines zu untersuchenden Praparates durch
enzymatische oder mechanische Verfahren in Lésung gebracht werden. Das erklart
die Unbrauchbarkeit histologischer und zytologischer Standardpraparate auf Glas-

objekttragern.

Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie und Bildzytometrie stimmen nicht immer
Uberein. Es werden bis zu 43% Diskrepanzen zwischen beiden Messverfahren

berichtet.
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Eine hohere Ubereinstimmung zwischen beiden Methoden lasst sich finden, wenn
die Messungen am gleichen Material durchgeflihrt werden [Ahlgren et al., 1999;
Berner et al., 1993; Wang et al., 2000].

Bei der DNA-Durchflusszytometrie werden selten vorkommende, einzelne Zellen
(rare events) mit hohem DNA-Gehalt (Einzelzellaneuploidie) nicht erfasst [Motherby,

1999].

Praparate der konventionellen Exfoliativzytologie, Punktionszytologie und enzyma-
tische Zellvereinzelungen kdnnen nach quantitativer Farbung der Zellkern-DNA nach
Feulgen und Rossenbeck (1928) einer DNA-Messung mit einem TV-Bildanalyse-

system (siehe Abbildung 6) zugefiihrt werden (DNA-ICM) [Bocking, 1995].

Abbildung 6: TV-Bildanalysesystem, AutoCyte QUIC-DNA®

1.81 ANEUPLOIDIE

Alle menschlichen Zellen mit Ausnahme der Keimzellen enthalten je 2 x 23 Chromo-
somen, entsprechend einem doppelten, diploiden Chromosomensatzes (2c).
Bei normalen Zellteilungen liegt unmittelbar vor der Zellteilung, in der G2-Phase des

Zellzyklus ein 4-facher, tetraploider Chromosomensatz vor (4c) [Bécking, 1990].



In manchen Geweben kommt es zu einer regelhaften Vervielfachung des Chromo-
somensatzes im Sinne ganzzahliger Potenzierungen des 2c-Wertes, 2"c (4c, 8c, 16c,
etc.). Diesen Prozess bezeichnet man als physiologische, euploide Polyploidisierung

[Bocking, 1995; Biesterfeld et al., 1994].

Numerische oder strukturelle Abweichungen normaler, euploider Chromosomen-
satze, messbar am veranderten DNA-Gehalt der Zellen, bezeichnet man als
Aneuploidie.

Die meisten Tumoren, auch gutartige Tumoren zeigen numerische und / oder
strukturelle Chromosomenaberrationen (chromosomale Aneuploidie) [Bdcking,

2002].

Strukturelle Chromosomenaberrationen unterteilt man in balancierte oder
unbalancierte Aberrationen.

Ursache der Chromosomenaberration sind Defekte und Dysfunktionen von Zell-
organellen wie Zentromeren, Zentriolen, Zentrosomen, Telomeren und Spindel-
fasern. Sie fliihren zu einem ungleichen Aufteilen des verdoppelten Chromosomen-

satzes in der Mitose.

Mégliche Effekte der chromosomalen Aneuploidie sind [Bocking, 2006]:
Zelltod
Immortalisierung
Stopp der Zellteilung
neoplastische Transformation

Resistenz bei Chemotherapie

Chromosomale Aneuploidie, die durch genetische Instabilitdt verursacht wird, ist ein

frhes SchlUsselereignis in der Tumorgenese [Bocking, 1995; Haroske et al., 2001].



Die Entstehung einer neoplastischen Zelle wird molekularbiologisch als Ketten-
reaktion mehrfacher Aneuploidisierungen beschrieben [Duesberg et al., 2004].
Das quantitative, zytometrische Aquivalent chromosomaler Aneuploidie ist die DNA-

Aneuploidie [Bocking, 1998].

Die Abweichungen des DNA-Gehaltes von der Norm kénnen mit der DNA-Zytometrie
gemessen werden. Ubersteigen die gemessenen Werte einzelner Zellen den
systembedingten Messfehler des Verfahrens (+10%), so liegt eine DNA-Aneuploidie

vor [Haroske et al., 2001].

Der Nachweis einer chromosomalen Aneuploidie oder der mit ihr verbundenen
Mengenveranderung der DNA (analog: DNA-Aneuploidie) gilt international als Marker
fur die neoplastische Transformation von Zellen [Bocking, 2002; Bécking u. Motherby

1999; Motherby et al., 1998a u. 1998b; Nadjari et al., 1999a u. 1999b].

Durch den Nachweis einer DNA-Aneuploidie konnten maligne Erkrankungen friher
als mit histologischen Untersuchungen von Biopsien nachgewiesen werden [Grote et
al., 2001; Maraki et al., 2004, 2005a u. 2005b; Remmerbach et al., 2001 u. 2003].
Obwohl Aneuploidie auch bei malignen Tumoren der Speicheldrisen festgestellt
wurde, sind die Untersuchungen hier weniger aufschlussreich und zeichnen sich oft
durch eine geringe Fallzahl aus [Driemel et al., 2005 u. 2006].

Die Nichtnachweisbarkeit von DNA Aneuploidie schlief3t Malignitat nicht aus, da
einige wenige Tumoren so geringe Aberrationen zeigen, dass sie keinen DNA-

zytometrisch nachweisbaren Effekt haben [Bdcking, 1998].



1.8.2 DNA-BILDZYTOMETRIE

Die Messgrosse in der Bildzytometrie ist der DNA-Gehalt der Zellkerne, um den
Nettoeffekt chromosomaler Aberrationen auf den Zellkern-DNA-Gehalt als
diagnostischen Marker zu nutzen [Bocking, 1998]. Der DNA-Gehalt kann durch die
Zytometrie nicht direkt gemessen werden. Nach einer quantitativen Farbung der
Zellkern-DNA nach R. Feulgen, ist die IOD des Kerns das zytometrische Aquivalent
seines DNA-Gehalts.

Die Messung des nukledren DNA-Gehaltes erfordert eine Skalierung der IOD-Werte
durch einen Vergleich mit den Werten von Zellen mit bekanntem DNA-Gehalt von 2c,
die Referenzzellen genannt werden.

In einem DNA-Histogramm wird die Haufigkeitsverteilung der IOD der Zellkerne in
der Einheit ¢ wiedergegeben, wobei 1c die Halfte des Zellkern-DNA-Gehalts von
Zellen einer normalen, nicht pathologischen, diploiden Population in der GO0/G1
Phase des Zellzyklus entspricht [Bdcking, 2002].

Der modale Wert eines Histogramm-Peaks reprasentiert dabei den haufigsten Wert
(Gipfel) innerhalb dieses Peaks [Bdcking u. Nguyen, 2004].

Abbildung 7 zeigt ein Histogramm mit diploider DNA-Verteilung.
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Abbildung 7: DNA-Histogramm mit diploider DNA-Verteilung



Als DNA-Aneuploidie bezeichnet man DNA-Verteilungen von Zellpopulationen, die
statistisch signifikant von denen normaler Zellen (ruhend, proliferierend, polyploid)
differieren [Bocking et al., 1994].

Das Ziel der DNA-Zytometrie ist das Erkennen von nicht normalen (aneuploiden)
DNA-Stammlinien, die statistisch signifikant von den Lagen normaler diploider
Stammlinien abweichen, sowie die Identifizierung von Zellen mit einem DNA-Gehalt
grolier 9c. Die DNA-Stammlinie reprasentiert die GO/G1-Phase—Fraktion des DNA-
Histogramms einer proliferierenden Zellpopulation [Bocking, 2002].

Abbildung 8 zeigt ein Histogramm mit aneuploider DNA-Verteilung.
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Abbildung 8: DNA-Histogramm mit aneuploider DNA-Verteilung

Physiologische Faktoren (euploide Polyploidisierung, Replikation, Apoptose,
Nekrose) und unphysiologische  Faktoren  (Virusinfektionen,  Strahlen-,
Zytostatikatherapie, Vitamin B12-Mangel, Zellhyperregeneration) die den DNA-
Gehalt beeinflussen, missen bei der Interpretation des DNA-Histogramms

berucksichtigt werden [Bocking, 1995].



Die Befundung der DNA-Histogramme erfolgt qualitativ in den angefiihrten
Kategorien:

DNA-Diploid / Euploid

DNA-Polyploid / Euploid

DNA-Aneuploid

Prasentiert sich die DNA-Verteilung wie folgt, so wird eine DNA-Euploidie inter-

pretiert:
DNA-Diploid: Stammlinie zwischen 1,8c und 2,2c
DNA-Polyploid: Stammlinie zwischen 1,8¢c und 2,20c und

Stammlinie zwischen 3,60c und 4,40c

Prasentiert sich die DNA-Verteilung wie folgt, so wird bei Speicheldriisenkarzinomen

eine DNA-Aneuploidie interpretiert:

1. Bei einem Vergleich der Referenzzellpopulation mit der G0/1 Phase-Fraktion
einer DNA-Stammlinie der Analysezellpopulation spricht man vom Auftreten einer
abnormen Stammlinie, wenn der DNA-Index einer Stammlinie auf3erhalb von
[1,8c; 2,2c] und [3,6¢; 4,4c] liegt (Stammlinienaneuploidie) [Bocking et al., 1995;
Haroske et al., 2001].

2. Das Auftreten von Zellen mit einem DNA Gehalt grofier 9¢ (9c Exceeding Events,

9c EE) (Einzelzellaneuploidie) [Chatelain et al., 1989al].

Standardisierte Malnahmen der Qualitatskontrolle und der Qualitatssicherung
werden von der ESACP (European Society for Analytical Cellular Pathology)
vorgegeben und publiziert [Bocking et al., 1995; Giroud et al., 1998; Haroske et al.,

1998 u. 2001].



1.9 ZIELE DER ARBEIT

Ziel der im Folgenden beschriebenen Untersuchung ist es, Erkenntnisse Uber die
DNA-Verteilung von Speicheldrisentumoren mit Hilfe der DNA-Bildzytometrie zu
gewinnen.

Besondere Aufmerksamkeit liegt dabei auf den pleomorphen Adenomen im Vergleich
zu Karzinomen.

Eine diagnostische Differenzierungsmaoglichkeit zwischen pleomorphen Adenomen
und der Gruppe der Karzinome soll erértert werden.

Studien zeigen, dass auch die gelegentliche Diagnose aneuploider Zellpopulationen
in als gutartig klassifizierten Neoplasien regelmaRig als frihes Zeichen einer
malignen Progression gewertet werden kann [Lindberg et al., 1999; Maraki et al.,
2004].

Die Untersuchung der DNA-Verteilung mit Hilfe der DNA-Bildzytometrie kann deshalb
auch fir die Speicheldrisentumoren zu einer Verbesserung der Dignitatsbewertung

und Sicherung der Malignitats-Diagnose beitragen.



2 MATERIAL UND METHODEN

21 PATIENTEN UND PRAPARATE

Im Archiv des Instituts fur Cytopathologie der Heinrich-Heine-Universitat konnten 701
eingesendete FNABN von Raumforderungen der Speicheldriisen aus einem Zeitraum
von April 1995 bis September 2005 eruiert werden.
Bei 153 Praparaten lagen die zytologischen Diagnosen ,pleomorphes Speichel-
drisenadenom’ oder ,Speicheldriisenkarzinom® vor.
Davon mussten 55 Praparate aufgrund verschiedener Kriterien von einer DNA-
Zytometrie ausgeschlossen werden:

Zu wenig Zellmaterial

Blutiberlagerung der Tumorzellen

Zu starke Kernuberlagerungen

Keine Referenzzellen im selben Praparat

Somit blieben 98 zytologische Praparate fur eine DNA-Zytometrie als Gegenstand
dieser Studie.
29 Praparate stammten vom Evangelischen Krankenhaus Duisseldorf, Hals-
Nasen-Ohren Abteilung, Prof. Dr. med. A. Kurzeja
59 Praparate von Einsendungen der Hals-Nasen-Ohren Klinik der Heinrich-
Heine-Universitat Dusseldorf, Prof. Dr. med. U. Ganzer / Prof. Dr. med. J.
Schipper
10 Praparate aus verschiedenen Kliniken und Praxen uber ganz Deutschland

verteilt.

Die Grundgesamtheit der 98 Patienten setzte sich aus 49 Frauen und 49 Mannern

zusammen, deren Alter bei Diagnosestellung zwischen zwo6lf und 88 Jahren betrug.
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Das Durchschnittsalter aller Patienten lag bei 53,0 Jahren. Das Alter der Frauen
betrug durchschnittlich 52,6 Jahre (12 Jahre — 88 Jahre) und das der Manner 53,4

Jahre (14 Jahre — 87 Jahre).

Abbildung 9 beschreibt die Altersverteilung der Patienten (n = 98) mit einem

Speicheldriisentumor nach Geschlecht differenziert.

Altersverteilung der Patienten mit Speicheldriisentumor nach
Geschlecht
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Abbildung 9: Altersverteilung der punktierten Patienten mit einem Speicheldriisentumor
unterschieden nach Geschlecht

Die zytologische Befundung erfolgte standardisiert nach einer von den Deutschen
Gesellschaften fiir Pathologie und fiir Zytologie herausgegebenen Nomenklatur fiir

die extragenitale Zytologie [Bocking u. Freudenberg, 1998].
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Folgende zytologische Diagnosen und Kategorien lagen vor:

Tabelle 9: Zusammenfassung der zytologischen Diagnosen und Kategorien

Anzahl in zytologischen Kategorien

Zytologische Diagnose gesamt | positiv dringend zweifelhaft
verdachtig

pleomorphes Adenom der 71 66 5 --

Speicheldriise

monomorphes Adenom der 1 1 -- -

Speicheldriise

Karzinom der Speicheldrise 16 12 3 1

Speicheldrisentumor unklarer 6 4 2 -

Dignitat

maligner Tumor mit unklarer 1 1 -- --

Zelltypisierung

Adenom 1 1 -- --

(eventuell Adenolymphom)

Aus Zellvereinzelung ohne 2 -- -- --

eigene zytologische Diagnose

Gesamt 98 85 10 1

Zwei Praparate wurden aus histopathologischen Zellvereinzelungen ohne eigene
zytologische Diagnose verwendet. Sie hatten histologisch die Diagnose Azinuszell-

karzinom (siehe Fall 11 und 12 in Tabelle 32).

Nach erfolgter DNA Messung ist ein histologisches oder klinisches Follow-up fiir 77
Praparate ermittelt worden. Hierbei dienten postoperative histopathologische Unter-
suchungen und Krankenakten als Grundlage.

In 19 Fallen konnte kein Follow-up ermittelt werden, da bei diesen Patienten lediglich
eine ambulante praoperative Punktion und Diagnostik in der Klinik durchgeflhrt

wurde.




2.1.1 PRAPARATEGEWINNUNG

Die 98 gemessenen Praparate setzten sich einerseits aus 96 konventionell gefarbten
Ausstrichen von FNABn der Kopfspeicheldriisen und andererseits aus zwei
Praparaten einer enzymatischen Zellvereinzelung von formalinfixierten Zellproben

Zusammen.

Zur Gewinnung eines konventionellen FNAB-Praparates ist eine Speicheldriisen-
punktion vom behandelnden Arzt in der jeweiligen Klinik oder Praxis durchgefiihrt
worden. Das Zellmaterial wurde dann auf einen Objekttrager aufgetragen,
ausgestrichen und luftgetrocknet.

Die Praparate konnten anschliellend routinemafig im Institut fir Cytopathologie fir
die Zytodiagnostik nach Pappenheim gefarbt werden.

Zur Zellvereinzelung wurden aus 70 mm dicken Paraffinschnitten ausgewahlte
Gewebebereiche enzymatisch herausgeldst und durch Zentrifugation auf einem

Objekttrager angereichert.

2.1.2 ZYTOLOGISCHE DIAGNOSTIK

Die an den gefarbten Praparaten gestellten Diagnosen wurden folgenden
diagnostischen Kategorien zugeordnet, siehe auch Tabelle 10 [Bocking u.

Freudenberg, 1998].

Tabelle 10: Kategorisierung der zytologischen Diagnosen

Kategorie Beschreibung

Tumorzell-negativ Das Untersuchungsmaterial enthalt keine Tumor-
zellen.

Tumorzell-zweifelhaft Tumorzellen sind nicht sicher auszuschlieen. Die

Wahrscheinlichkeit fir einen Speicheldrisentumor
betragt ca. 30%.

Tumorzell-dringend verdachtig Das Untersuchungsmaterial enthalt Tumorzellen
mit einer Wahrscheinlichkeit von ca. 70%.

Tumorzell-positiv Das Untersuchungsmaterial enthalt Tumorzellen
mit einer Wahrscheinlichkeit von 100%.




Die zytologischen Diagnosen der gemessenen Praparate verteilen sich wie folgt auf
die genannten diagnostischen Kategorien:

85 Tumorzell-positive Falle

10 Tumorzell-dringend verdachtige Falle

1 Tumorzell-zweifelhafter Fall

2 Tumorzell-positive Falle aus Zellvereinzelungen

Der Erkennung von Tumorzellen lagen unten aufgefiihrte Diagnosekriterien zugrunde
[Feichter u. Dalquen, 2000]:

Verschiebung der Kern-Plasma-Relation zu Gunsten des Kerns

Anisonukleose

Kernpleomorphie, Kernliberlappungen

Kernhyperchromasie

Mitosereichtum

Vergréberung der Chromatinstruktur

Irregulare Chromatinverteilung

Irregulare Kernmembran

Starke Variation im Reifegrad der Zellen

Eine erfahrene Zytopathologin, Frau Dr. med. N. Pomjanski hat sdmtliche Praparate
einer zusatzlichen diagnostischen Begutachtung unterzogen und alle zyto-
diagnostisch relevanten Regionen auf dem Objekttrager mit einem Farbstift markiert.
Diese Objekttrager wurden danach fotokopiert, um im Anschluss an die Feulgen-
Farbung die Areale erneut nachzuzeichnen und fir die Messung zielgerichtet

relevant lokalisieren zu kdnnen.
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In Abbildung 10 werden die beschriebenen klinischen und zytologischen Daten

zusammengefasst und dargestellt:

Herkunft Zytolog.
Diagnose

Praxen aus Tumore unklarer Dignitat
Deutschland
zytologische und klinische Daten

Karzinome

monomorphe Adenome
HNO Klinik
Uni Disseldorf

pleomorphe Adenome
Geschlecht
Evang.
Krankenhaus
Praparation Diagnose

aus Zell-

vereinzelung

Ausstriche / \\ I

Abbildung 10: Zusammenfassende Darstellung klinischer und zytologischer Daten

Tumorzell - zweifelhaft

Tumorzell -
dringend verdachtig

Tumorzell - positiv

21.3 FEULGEN-FARBUNG

Die Basis fir eine densitometrische Messung des DNA-Gehalts von Zellkernen ist
eine quantitative Farbung der DNA nach R. Feulgen und H. Rossenbeck [Feulgen u.
Rossenbeck, 1924].

Die im Rahmen der Routinediagnostik vorgefarbten Praparate wurden zuerst zum

Entdeckeln fiir 72 Stunden in Xylol getaucht.
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Die anschlieliende Feulgen-Farbung erfolgte in einer automatisierten Farbemaschine

(Varistain® 24-4, Shandon, Abbildung 11) [Chatelain et al., 1989b].

Abbildung 11: Automat fiir die temperaturkontrollierte Feulgen-Farbung

Die Feulgen-Farbung ermdglicht eine spezifische, stéchiometrische Farbung der
Zellkern-DNA und bildet damit die Basis flr eine zytometrische DNA-Mengen-
Analyse.

Eine saure Hydrolyse (5N HCI) fiihrt bei der Feulgen-Farbung zum Abspalten der
Purinbasen Adenin und Guanin aus der DNA-Doppelstrang-Helix.

Hierbei entstehen freie Aldehydgruppen, die anschliefend mit fuchsinschwefliger
Saure (Schiff'sches Reagenz, Merck, Nr. 1.09033.0500) zu einem violetten Farb-

komplex reagieren. Eine vorhergehende Formalinfixierung stabilisiert die DNA.



Abbildung 12 zeigt das Reaktionsschema der Feulgen-Farbung.
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Abbildung 12: Reaktionsschema der DNA bei einer Feulgen-Férbung

Die Farbung ist DNA-spezifisch und fallt mit Ribonukleinsduren (RNA) negativ aus.
Nach der Farbung werden die Praparate mit Entellan® (Merck, Darmstadt, Nr.

1.07961.0500) eingedeckelt und lichtgeschtzt aufbewahrt.

Zur Feulgen-Farbung konnten folgende Proben verwendet werden:
Ungefarbte, luftgetrocknete Praparate
nach Pappenheim gefarbte Praparate

Paraffinblocke mit formalinfixierten Gewebe fur eine enzymatische Zell-

vereinzelung
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Das genaue Farbeschema einer Feulgenfarbung ist in nachfolgender Tabelle

aufgeflhrt.

Tabelle 11: Farbeschema Feulgenfiarbung

Substanz Zeit und Temperatur

Xylol 15 Minuten

Ethanol 99,5% 5 Minuten

Ethanol 96% 5 Minuten

10% gepuffertes Formalin 50 Minuten

Aqua destillata 10 Minuten

Aqua destillata 5 Minuten

5N HCI 60 Minuten bei 27°C

Aqua destillata 3 Béader fur jeweils 2 Minuten bei Raumtemperatur
Schiff'sches Reagenz 60 Minuten bei 25°C

SO, 3 Bader fir jeweils 5 Minuten bei Raumtemperatur
H,O 10 Minuten bei Raumtemperatur

Aqua destillata 2 Bader fir jeweils 1 Minute

Ethanol 70% 3 Minuten

Ethanol 96% 3 Minuten

Ethanol 100% 3 Minuten

Xylol 15 Minuten

2.2 GERATE UND MESSTECHNIK

221 MESSTECHNIK

Die Erfassung der IOD pro Zellkern ist das Messprinzip der statischen DNA-
Zytometrie. Als I0ODn werden die aufsummierten Grauwerte aller Pixel eines
Zellkernbildes angegeben.

Die IOD-Werte gemessener Analysezellen werden dabei in Bezug zu den 10Dn
interner Referenzzellen gesetzt.

Als interne Referenzzellen wurden 30 normale, gesunde Zellen mit diploidem

Chromosomensatz verwendet. Ihr IOD-Mittelwert wird als 2c gesetzt.
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Fir jede Messung wird von der Bildanalysesoftware eine so genannte Messmaske

generiert, welche das Bild eines Zellkerns exakt abdeckt. Darin wird die 10D

bestimmt.

amty A, w0 St by vk

Abbildung 13: Messmonitor zur diagnostischen DNA-Bildzytometrie des Geréts AutoCyte-
Quick-DNA®

In Abbildung 13 ist ein dergestaltiger Messmonitor abgebildet. In der Aufnahme sind
links mehrere markierte Feulgen-gefarbte Zellkerne zu sehen, rechts unten ist ein
DNA-Histogramm mit den IOD-Gehalten mit Referenzzellen (blau) und Analysezellen
(rot) gezeigt.

Zur Bestimmung des mittleren Grauwertes des Hintergrundes oder auch Leerwert
(lo) genannt muss eine zweite Messmaske generiert werden, die der Kernmaske eng
anliegt und dieser in Form und GréRe genau entspricht. Die Bildanalysesoftware
korrigiert insbesondere Streulicht (glare) und Lichtbeugungen am Zellkernrand, um

Messfehlern vorzubeugen [Kindermann u. Hilgers, 1994].
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2.2.2 GERATETECHNIK
Das verwendete TV-Bildanalysesystem (AutoCyte-Quick-DNA®, Zeiss, Jena,

Deutschland und Tripath, Burlington, USA) besteht im wesentlichen aus:

einem Zeiss-Axioskop Mikroskop mit 40er Objektiv (n.A. 0,75) und 570 nm Inter-

ferenZfilter (+/- 10 nm Halbwertsbreite)

« einer Schwarzweilkamera mit 572 Linien (VarioCam® CCIR®, PCO Computer
Optics, Kelheim) und Kameraadapter mit Vergréterungsfaktor 1,6

e einem Pentium PC mit einem frame grabber board (Fa. Leutron®, ZUrich,
Schweiz) zur Bildanalyse

e einem Monitor

e einem Farbdrucker

2.2.3 MESSVORGANG

Die Messung der Zellkerne erfolgte interaktiv durch den Untersucher.

Eine Messsequenz umfasst die Auswahl der zu messenden Zellkerne, welche auf
dem Monitor mit der Maus einzeln angeklickt werden kénnen. Die Zellkerne werden
getrennt nach Analysezellen und Referenzzellen in einer Bildergalerie (Image

Galery) aufgefiihrt. Artefakte, unscharfe oder autolytische Kerne kdnnen qualitativ

selektiert und eliminiert werden.
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Abbildung 14: Messmonitor der DNA-Bildzytometrie: Links: Bildgalerie vermessener
Zellkerne eines Karzinoms. Rechts: Zugehériges DNA-Histogramm




Fur jede Messung wurden, wenn maoglich, 300 Analysezellen ausgewahilt.
Als Referenzzellen standen in den Praparaten Lymphozyten oder Granulozyten zur
Verfiigung. lhre Anzahl wurde, wenn vorhanden, auf 30 festgelegt.
Fir jede neue Messung galten folgende qualitative Standards:
Die Justierung des Mikroskops nach dem Kohler'schen Beleuchtungsprinzip
muss gewahrleistet sein.
Ein Schwarz- und ein Weiltabgleich des TV-Kamera-Framegrabber-Systems sind
durchzufihren.
Der Variationskoeffizient (CV) der Referenzzellen sollte unter 5% betragen.
Der relative Fehler des Mittelwertes (REM) der Referenzzellen sollte kleiner als
1,5% sein.
Es sollten nicht weniger als 30 Referenzzellen zur internen Kalibrierung im
selben Praparat gemessen werden.
Die mittlere 10D der Referenzzellen darf nicht mehr als 10% Abweichung vom
Mittelwert der vorherigen Messungen betragen.
Der Korrelationskoeffizient r der Kernflache versus die I0Dn der Referenzzellen
sollte kleiner als 0,4 betragen.
Es sollte keine Drift der IOD Werte wahrend der Messung feststellbar sein.
Bei wiederholten Uberschreitungen von Schwellenwerten in Einzelmessungen
muss das Praparationsprotokoll und das Messsystem Uberpriift werden (PRESS-

PRO4-Test), [Bocking, 2006; Giroud et al., 1998].

2.2.4 QUALITATSSICHERUNG

Die Messungen und das TV-Bildanalysesystem entsprachen den Standards und
Anforderungen der European Society for Analytical Cellular Pathology, ESACP

[Bocking et al., 1995; Haroske et al., 1998 u. 2001; Giroud et al., 1998].



Die ESACP standardisierte die Messmethodik und Messprazision, interne
Kalibrierung, Fehlerkorrekturen, diagnostische Interpretationen der Messergebnisse
sowie Malnahmen zur Qualitatskontrolle. Hierbei wird fir jedes neue, gewebe-
spezifische Praparationsprotokoll eine Hydrolysekurve fir die Optimierung der
Feulgen-Farbung angelegt.

Der PRESS-PRO4-Test (Prototype Reference Standard Slides) sichert die Qualitat
der gesamten Methodik von der DNA-Farbung bis zu den IOD-Messungen an
einzelnen Zellkernen. Er besteht aus einem Glasobjekttrager mit vier Rattenleber-

Tupfpraparaten [Bocking, 2006; Giroud et al., 1998].

2.2.5 INTERPRETATION DER MESSERGEBNISSE

Die diagnostisch relevanten Prinzipien der Interpretation von Histogrammen in der

DNA-Bildzytometrie sind [B6cking, 2006]:

(1) der Nachweis einer diploiden Stammlinie (2c £10%)

(2) der Nachweis euploid-polyploider Stammlinien (4c, 8c, 16¢c +10%)

(3) der Nachweis aneuploider Einzelzellen (9c EE)

(4) der Nachweis einer aneuploiden Stammlinie (>< 2c, 4c, 8c, 16¢ £10%)

(5) der Nachweis mehrerer aneuploider Stammlinien mit Polyploidisierung.

(6) der Nachweis mehrerer aneuploider Stammlinien ohne Polyploidisierung

(7) der Nachweis der Kombination von (3) mit (4), (5) oder 6

(8) die Bestimmung der Dignitat einer Lasion Uber den qualitativen Nachweis von
DNA-Aneuploidie

(9) die Bestimmung des Malignitdtsgrades bzw. des Progressionsrisikos einer
Lasion uUber die Quantifizierung von DNA-Aneuploidie

(10) die Bestimmung des Therapieerfolges einer Lasion Uber die Beurteilung einer
prognostisch relevanten Anderung des DNA-Histogramms Uber die Zeit

(11) die Histogrammtypen peridiploid bis multiploid geben eine mit der Tumor-

progression zunehmende maligne Potenz wieder



Die Bestimmung der Dignitat der vermessenen Lasion erfolgt durch den qualitativen
Nachweis einer DNA-Aneuploidie Uber den Nachweis abnormer Stammlinien oder
abnorm hoher Einzelwerte (EE: Exceeding Events).

Die Identifizierung abnormer DNA-Stammlinien erfolgt durch den Vergleich der Lage
eines unbekannten Peaks mit denjenigen normaler DNA-Peaks.

Bei der Identifizierung abnorm hoher Einzelwerte wird der DNA-Gehalt einzelner
Zellen auf Zugehdrigkeit zu Zellzyklusphasen pathologischer Zellpopulationen
getestet [Bocking, 2006].

Die Interpretation der Messergebnisse und der DNA-Histogramme erfolgte in
Absprache mit Frau Dr. med. Pomjanski und Herrn Prof. Dr. med. Boécking.
Praparate, deren Zellanzahl und Grenzwerte nach der ersten Messung nicht
eingehalten werden konnten, wurden in einer zweiten Messung erneut vermessen
und wenn moglich fir die Auswertung herangezogen. Ziel war es die qualitativen
Standards der Zahl an Analysezellen und Referenzzellen nach ESACP einzuhalten.
In Tabelle 33 werden die Zahlenwerte der Analysezellen und Referenzzellen exakt

aufgeflihrt.

23 STATISTISCHE AUSWERTUNGEN UND ANALYSEN

In der deskriptiven Statistik wurden die Falle der Studie in Vier-Felder-Tafeln
dargestellt und die Kennzahlen Spezifitat, Sensitivitat, Negativer und Positiver
Pradiktionswert zur Charakterisierung benigner und maligner Tumoren der Fallstudie
berechnet. Die Einordnung der Falle in die erstellten Vier-Felder-Tafeln kdénnen
Tabelle 34 enthnommen werden.

Um Rickschlisse auf die Grundgesamtheit von Speicheldriisentumoren beziiglich
der Differenzierung von pleomorphen Adenomen und Karzinomen mittels der DNA-
Zytometrie ziehen zu kdénnen, wurden Methoden der analytischen Statistik

eingesetzt.



Zur Aufbereitung der Daten wurden zu Beginn jeder Analyse Mittelwert,
Standardabweichung, Median, Interquartilbereich (1Q=25%-50%), Minimum und
Maximum berechnet. Die grafische Darstellung wurde mit Boxplots umgesetzt und
die jeweiligen Konfidenzintervalle angegeben.
Fir die Auswertung der Ploidieparameter der Speicheldriisentumoren wurden
folgende Hypothesentests durchgefihrt:

t-Test

Wilcoxon-Test

Mann-Whitney-U-Test
Fir samtliche Analysen ist ein Signifikanzniveau von a = 5% festgesetzt worden.
Basierend auf den Erkenntnissen der durchgeflihrten Analysen wurden abschlielRend
die untersuchten Falle jeweils in Vier-Felder-Tafeln eingeordnet und wiederum die
Kennzahlen Spezifitat, Sensitivitat, Negativer und Positiver Pradiktionswert
berechnet. Die Einordnung der Falle in die erstellten Vier-Felder-Tafeln kdnnen
Tabelle 35 enthommen werden.
Samtliche statistischen Datenanalysen und Grafiken sind mit Minitab (Minitab®

15.1.1.0.) erstellt worden.



3 ERGEBNISSE

3.1 DESKRIPTIVE DARSTELLUNG KLINISCHER DATEN

311 PATIENTENKOLLEKTIV

In der vorliegenden Studie sind 98 Patientenfalle zur Differenzierung von
pleomorphen Adenomen und Karzinomen der Speicheldriisen mit Hilfe der DNA-
Bildzytometrie untersucht worden.

Nach Beendigung des Messvorgangs ist flir 77 Falle ein histopathologisches oder
klinisches Follow-up ermittelt worden. In zwei Fallen lag lediglich eine
Zellvereinzelung der Histopathologie vor und in den verbliebenen 19 Fallen konnten

keine Krankenakten rekrutiert werden.

3.1.2 ALTER UND GESCHLECHT

Das Kollektiv der 98 Patienten setzt sich aus 49 Frauen und 49 Mannern zusammen,
deren Alter bei Diagnosestellung zwischen zwdlf und 88 Jahren lag (siehe auch
Kapitel 2.1). Das Durchschnittsalter der Frauen mit 52,6 Jahren und

der Manner mit 53,4 Jahren differiert um 0,8 Jahre nur unwesentlich.

Die Altersverteilung der Patienten wurde in Abbildung 15 differenziert nach der
Dignitat der Tumordiagnosen dargestellt (sieben Diagnosen mit unklarer Dignitat sind
in Abbildung 15 nicht bertcksichtigt).

Es prasentiert sich eine Verteilung des pleomorphen Adenoms uber alle Alters-
klassen mit einem erhdhten Vorkommen im Alter vom 31 bis 80 Jahren.

Die Speicheldrisenkarzinome treten dagegen vorwiegend in der Altersgruppe

zwischen 51 und 80 Jahren auf.
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Abbildung 15: Verteilung der Adenome und Karzinome nach Geschlecht und Alter

313 ZYTOLOGISCHE UND HISTOPATHOLOGISCHE DIAGNOSEN

3.1.3.1 ZYTOLOGISCHE DIAGNOSEQUALITAT

In dieser Studie konnten fiir insgesamt 77 Falle eine zytologische und histopatho-

logische Diagnose gesichert und gegenibergestellt werden. Eine zytologische

Diagnose wird als richtig gewertet, falls keine Differenzen zum Follow-up bestehen.

Fir eine Gegenulberstellung der zytologischen Diagnosen mit dem histologischen

und klinischen Follow-up wurden elf Diagnosegruppen (Tabelle 12) gebildet und die

Falle entsprechend eingeordnet. Die Einordnung der einzelnen Falle kann in Tabelle

32 eingesehen werden.
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Tabelle 12: Diagnosegruppen fiir die 77 FNABs mit Follow-up

Gruppe | Zytologische Diagnose Follow-up DNA DNA
(Histologie und Klinik) Aneuploid | Euploid

1 Adenome Adenome 1 50
(pleomorph und andere)

2 dringend verdachtig auf Pleomorphes Adenom (15, 0 3
Adenom (pleomorph) 71), chron. Sialadenitis (90)
(15, 71, 90)

3 Monomorphes Adenom (9), Azinuszell-Ca (9), 0 2
Pleomorphes Adenom (37) Adenoidzystisches Ca (37)

4 dringend verdachtig, Tu-Zellen | Benigner, zystischer 0 2
unklarer Dignitat (58, 95) Parotis-Tu (58),

Pleomorphes Adenom (95)

5 Tu-Zellen unkl. Dignitat Pleomorphes Adenom 0 2
(81, 98) (81, 98)

6 Tu-Zellen unkl. Dignitat. A.e. Adeno-Ca (64) 1 0
Adeno-Ca oder
Mucoepidermoid-Ca (64)

7 Zweifelhaft, abnorme gering differenziertes 1 0
Plattenepithelien (18) Plattenepithel-Ca (18)

8 dringend verdachtig auf Plattenepithel-Ca (21), 3 0
Plattenepithel-Ca (21), zys- Spinozellulares Ca (35),
tisches Ca (35), Adeno-Ca (97) | maligner epithelialer Tu (97)

9 Karzinome und andere Karzinome und andere 10 0
maligne Tumoren maligne Tumoren

10 Maligner, a.e. mesenchymale Melanom-Metastase (96) 1 0
Tumor, Vimentin 100% (96)

1 Pleomorphes Adenom, Pleomorphes Adenom mit 1 0
atypische Epithelien, eine erhéhter Proliferations-
herdférmige maligne Trans- tendenz (68)
formation sollte am Resektat
ausgeschlossen werden (68)

Anzahl 18 59

Die Einteilung in DNA Aneuploid und DNA Euploid erfolgte entsprechend der

Ploidieparameter, wie sie vor Studienbeginn im Institut fir Cytophatologie verwendet

wurden (Aneuploidie 2aneuploide Stammlinie oder 9¢c Exceeding Events).

Problem bei der Einteilung der Ergebnisse sind Fall 82 (Gruppe 1) und Fall 68

(Gruppe 11), die trotz benignem Follow-up aneuploid sind. Aneuploidie existiert nur

in malignen Tumoren. Diese Diskrepanz wird in Kapitel 4.4 diskutiert.




3.1.3.2 DIGNITATSDIAGNOSTIK

Fir die Differenzierung zwischen pleomorphen Adenomen und Karzinomen wird die
Treffsicherheit der zytologischen Dignitatsdiagnostik mit Hilfe folgender statistischer
MaRzahlen zusatzlich berechnet:

Sensitivitat

Spezifitat

Positiver Pradiktionswert (PPV)

Negativer Pradiktionswert (NPV)

Die Sensitivitdt errechnet sich als Quotient aus der Anzahl der zytologisch richtig-

positiven Falle und der Anzahl aller tatsachlich positiven Tumorfalle.

Anzahl der richtig positiven Testergebnisse
Sensitivitat = * 100
Anzahl aller tatséchlich positiven Félle

Die Spezifitdt errechnet sich als Quotient aus der Anzahl der zytologisch richtig-

negativen Falle und der Anzahl aller tatsachlich negativen Falle.

Anzahl der richtig negativen Testergebnisse
Spezifitét = # 100
Anzahl aller tatséchlich negativen Félle

Der positive Pradiktionswert errechnet sich als Quotient aus der Anzahl der

zytologisch richtig-positiven Falle und der Anzahl aller als positiv erkannten Falle.

Anzahl der richtig positiven Testergebnisse
PPV = *100
Anzahl aller positiv erkannten Félle

Der negative Pradiktionswert errechnet sich als Quotient aus der Anzahl der zyto-

logisch richtig-negativen Falle und der Anzahl aller als negativ erkannten Falle.

Anzahl der richtig negativen Testergebnisse
NPV = * 100
Anzahl aller negativ erkannten Félle




Die Berechnung der Kennwerte wird mit einer Vier-Felder-Tafel ausgefiihrt.

Die Aufteilung der absoluten Haufigkeiten wird zunachst in einem allgemeinen

Schema in Tabelle 13 dargestellt.

Tabelle 13: Haufigkeiten in der Vier-Felder-Tafel

Test
Negativ positiv Summe

2

® Anzahl der richtig Anzahl der falsch Anzahl der
- 2 negativen positiven tatsachlich negativen
D =
2
4
c
o
X 2 L

= Anzahl der falsch Anzahl der richtig Anzahl der

§ negativen positiven tatséchlich positiven

Summe Anzahl der negativ Anzahl der positiv Gesamtanzahl
erkannten erkannten

In den folgenden Vier-Felder-Tafeln werden die Falle anhand ihrer Diagnosegruppen

als richtig negativ, richtig positiv, falsch negativ, falsch positiv beztglich der Dignitat

bewertet und jeweils dem histologischen und klinischen Follow-up gegenubergestellt.

Diskrepanzen in der histogenetischen Klassifikation zytologischer und histologischer

Befunde bleiben an dieser Stelle unberiicksichtigt.

Die Bewertung wurde dabei differenziert vorgenommen unter Betrachtung der

Diagnosen

nur aus der Zytologie (Tabelle 14)

aus der Zytologie und der DNA-Zytometrie Ploidie-Parameter, wie bis dato im

Institut flir Cytopathologie gebrauchlich (DNA Aneuploidie bei Stammlinien-

aneuploidie und / oder 9c Exceeding Events) (Tabelle 15)

aus der Zytologie und DNA-Zytometrie und Neubewertung von Fall 68 als Frih-

karzinom (Tabelle 16).



Die daraus resultierende Gruppenzuordnung und die Ergebnisse der Kennzahlen

sind in einer Ubersicht in Tabelle 17 nochmals zusammengefasst.

Tabelle 14: Vier-Felder-Tafel zur Gegeniiberstellung von Diagnoseergebnissen aus Zytologie
versus Histologie von Speicheldriisentumoren

Test auf maligne Zellen

(Zytologie)
Negativ (benigne) Positiv (maligne) Summe
>
T .0 Fo=
g < .g’ > c 54 5 59
- = 0 20
L EF
Q =
- C g
g0 o o
§8% £5
s T @ = 2 16 18
“E
Summe 56 21 77

In dieser Vier-Felder-Tafel werden zur Bewertung die Ergebnisse betrachtet, welche

die Zytologie liefert. In der Zytologie werden bereits bei Zweifeln an Benignitat die

untersuchten Falle als positiv (maligne) gewertet.

Folgende Kennzahlen kdnnen berechnet werden:

Spezifitat 91,5%
Sensitivitat 88,9%
NPV 96,4%
PPV 76,2%



Tabelle 15: Vier-Felder-Tafel zur Gegeniiberstellung von Diagnoseergebnissen aus der

Zytologie und DNA-Zytometrie versus Histologie von Speicheldriisentumoren

Test auf maligne Zellen
(Zytologie und DNA-Zytometrie)

Negativ (benigne) Positiv (maligne) Summe
. 22
T [ © 2
g -2 ] g 57 2 59
— — 2 4 o
0n o [<) ~
SN =
YR
c
£o8 @
£§5% Z <
2=z 2 %’ 2 16 18
o £
Summe 59 18 77

In dieser Vier-Felder-Tafel werden zur Bewertung die Ergebnisse betrachtet, welche

die Zytologie in Kombination mit der DNA-Zytometrie liefert.

Die DNA-Zytometrie bestatigt die positive Diagnose der Zytologie in allen Fallen. Bei

negativer oder unklarer Zytologie entscheidet die DNA-Zytometrie. Benignitat wird

hier mit einer Polyploidisierung bis 8c diagnostiziert.

Folgende Kennzahlen kdnnen berechnet werden:

Spezifitat 96,6%
Sensitivitat 88,9%
NPV 96,6%

PPV 88,9%




Tabelle 16: Vier-Felder-Tafel zur Gegeniiberstellung von Diagnoseergebnissen aus der
Zytologie, DNA-Zytometrie und Fall 68 versus Histologie von Speicheldriisentumoren

Test auf maligne Zellen
(Zytologie, DNA-Zytometrie, Fall 68)

Negativ (benigne) Positiv (maligne) Summe
.  2£
Tl 52 58 0 58
g2 2D LT
=0 2 o
0w O35 -
3 N _g
N o
52 —_
=8 > @
SSo £ 5
==z @ = 2 17 19
o £
Summe 60 17 77

In dieser Vier-Felder-Tafel werden zur Bewertung ebenfalls die Ergebnisse

betrachtet, welche die Zytologie in Kombination mit der DNA-Zytometrie liefert.

Allerdings wird Benignitat hier mit einer Polyploidisierung bis 16c¢ diagnostiziert

[Thunissen et al., 1992]. Aufierdem wird der Fall 68 (Gruppe 11, DNA-Aneuploid) als

Frihkarzinom gewertet (siehe Kapitel 4.4).

Folgende Kennzahlen kdnnen berechnet werden:

Spezifitat
Sensitivitat
NPV

PPV

100,0%
89,5%
96,7%

100,0%
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Tabelle 17: Ubersicht der Gruppenzuordnung und den Ergebnissen der Kennzahlen aus den
Vier-Felder-Tafeln in Tabelle 14 bis Tabelle 16

Tabelle 15 Tabelle 16
Tabelle 14
. Zytologie und DNA- Zytologie, DNA-
Nur Zytologie Zytometrie Zytometrie, Fall 68
- Richtig negativ 1,2 1 (exkl. Fall 82), 2, 4, 5 1,2,4,5
'g Richtig positiv 6,7,8,9,10 6,7,8,9,10 6,7,8,9,10,11
2 Falsch negativ 3 3 3
5
©  Falsch positiv 4,5, 11 11, Fall 82 (Gruppe 1) -
Spezifitat 91,5% 96,6% 100,0%
c
% Sensitivitat 88,9% 88,9% 89,5%
E, NPV 96,4% 96,6% 96,7%
PPV 76,2% 88,9% 100,0%

Die Differenzierung zwischen pleomorphen Adenomen und Karzinomen der
Speicheldriisen anhand der Zytologie erfolgt in dieser Studie mit einer statistischen
Sensitivitat von 88,9% und einer Spezifitat von 91,5%.

Werden die Ergebnisse der DNA-Zytometrie in die Diagnoseerstellung einbezogen,
kann die Spezifitat auf 96,6% gesteigert werden und der PPV erhoht sich von
deutlich von 76,2% auf 88,9%. Mit Hilfe der DNA-Zytometrie kdnnen benigne
Tumoren besser erkannt werden.

Eine benigne Interpretation einer 16c-Polyploidisierung in Fall 82 und die Neu-
bewertung von Fall 68 als Frihkarzinom kann die Spezifitat auf 100% steigern. Somit
kénnen alle benignen Tumoren eindeutig erkannt werden.

Der negative Pradiktionswert weist in der Gesamtbetrachtung 96,7% der Adenome

als negativ diagnostizierte Befunde aus. Alle als Karzinom diagnostizierten Falle

stellen sich als richtig positiv heraus (PPV = 100%).




Schwierigkeiten bei der korrekten Angabe der Dignitat bereiten gelegentlich hoch-
differenzierte Karzinome wie das Azinuszellkarzinom oder das Adenoidzystische
Karzinom in der Diagnostik der Zytologie von Raumforderungen der Speicheldrisen,
ebenso ist die histogenetische Klassifikation der Tumoren nicht immer korrekt. In
Tabelle 18 werden nochmals alle Falle mit einer von der Histologie abweichenden

zytologischen Diagnose aufgeflihrt.

Tabelle 18: Abweichungen der zytologischen und histologischen Diagnosen

Nr | Eingangs zytologische zytolog. Histologie und DNA- Gruppe
Nr Diagnose Kategorie Klinik Diagnose
9 3334-96 | Monomorphes positiv Azinuszellkarzinom Diploid 3

Adenom

37 3744-00 | Pleomorphes positiv Adenoidzystisches Diploid 3
Adenom Karzinom

58 7764-02 | Tumorzellen mit dringender | zystisch regressiv Diploid 4
Zystenbildung Verdacht veranderter
(unklare Dignitat) benigner Tumor

der Parotis

68 4474-03 | Pleomorphes positiv Pleomorphes/ Aneuploid 11
Adenom mit Monomorphes
herdférmiger Adenom mit
maligner erhohter
Transformation Proliferation
(Karzinom)

81 4202-04 | Adenom, ggf. positiv Pleomorphes Polyploid 5
Karzinom (Tumor Adenom, Rezidiv
unklarer Dignitat)

95 6071-05 | Neoplastische dringender | Pleomorphes Diploid 4
Zellen (Tumor Verdacht Adenom
unklarer Dignitat)

98 8545-05 | Adenom, gut positiv Pleomorphes Diploid 5
differenziertes Adenom
Adenokarzinom
(unklare Dignitat)

314 ZYTOLOGISCHE, HISTOLOGISCHE UND DNA-ZYTOMETRISCHE DIAGNOSEN

Die DNA-Bildzytometrie betrachtet die dem Chromosomensatz entsprechenden
DNA-Gehalte und untersucht unter Anwendung der Stammlinien- und Einzelzell-
interpretationen, ob ein DNA-Gehalt typisch (euploid) oder atypisch (aneuploid) ist.
Chromosomale Aneuploidie wird als numerische Abweichung vom euploiden
Chromosomensatz bezeichnet und gilt zytogenetisch damit als Nachweis einer

Neoplasie, wenn sie klonal auftritt.
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Die DNA-Diagnosen werden folgendermafen unterteilt:

e euploid-diploid

e euploid-polyploid

e aneuploid

Der Aufbau und die Verteilung des Patientenkollektivs mit den Diagnosen der DNA-
Bildzytometrie, Zytologie und Histologie sind in einem Flussdiagramm (Abbildung 16)

zusammenfassend dargestellt.

Punktierte Patienten mit
zytologischer Diagnose
Pleomorphes Adenom / Karzinom

n=153

nicht rekrutierbare
unzureichende Praparate

n=55

DNA-zytometrische
Messung

n=98

Aneuploid Euploid-Diploid Euploid-Polyploid
n=17 n=63 n=18
keine Histologie keine Histologie keine Histologie
kein Follow-up kein Follow-up kein Follow-up
n=0 n=14 n=5
aus Zellvereinzelung aus Zellvereinzelung
n=1 n=1
mit Referenzstandard mit Referenzstandard mit Referenzstandard
histologisch bewiesen histologisch bewiesen histologisch bewiesen
n=17 n=48 n=12

~ 7
Karzinom kein Karzinom Adenom ke_ln Aden_c!m kein Adenom Adenom
(Sialadenitis) _ _
n=17 n=0 n=45 Py n=0 n=12
g

Azinusszell-Ca.
Adenoidzyst-Ca.
n=2

Abbildung 16: Flussdiagramm der DNA-Bildzytometrischen Ergebnisse



Insgesamt wurden 63 Speicheldriisentumoren mit einer euploid-diploiden Diagnose
gemessen. Unter den diploiden Ergebnissen sind jeweils ein Azinuszellkarzinom und
ein Adenoidzystisches Karzinom mit histologischem Follow-up.

Bei 18 Fallen konnte eine euploid-polyploide DNA-Diagnose gestellt werden.

Alle 17 Falle mit aneuploider DNA-Diagnose sind maligne Tumoren der Speichel-
drise und wurden somit histologisch als richtig bestatigt. In einem pleomorphen
Adenom mit herdférmiger erhohter Proliferationstendenz und fokalem kapsel-
Uberschreitenden Wachstum wurde DNA-Aneuploidie festgestellt und damit
Malignitat richtig zytometrisch angenommen (Fall 68, Tabelle 32).

Eine Ubersicht der DNA-Bildzytometrischen Ergebnisse zeigen die im Anhang dieser

Arbeit abgelegten Tabelle 32 und Tabelle 33.

3.2 ANALYTISCHE STATISTIK

Fir die statistische Auswertung der Messergebnisse der DNA-Zytometrie wurden die
endglltigen Diagnosen der Histopathologie und dem klinischem Follow-up
verwendet. Wo nicht vorhanden, wurde allein die zytologische Diagnose einbezogen.
Thema der statistischen Auswertung ist ein Vergleich von pleomorphen Adenom und
Speicheldrisenkarzinomen. Von diesen beiden Diagnosen abweichende Falle
blieben daher unbericksichtigt (Tabelle 19). Die untersuchte Stichprobe umfasste

somit 72 pleomorphe Adenome und 17 Karzinome.
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Tabelle 19: Félle mit histologischer Diagnose abweichend von ,Pleomorphes Adenom‘ bzw.
,Speicheldriisenkarzinom’

Nr | zytologische Diagnose Zytolog. Histologie und Klinik DNA-
Kategorie Diagnose
3 | Pleomorphes Adenom dringender | --- Diploid
Verdacht
9 | Monomorphes Adenom positiv Azinuszellkarzinom Diploid
26 | Adenokarzinom positiv Metastase, Melanom Aneuploid
43 | Adenom, Adenolymphom positiv Zystadenolymphom Diploid
58 | Tumorzellen mit Zystenbildung dringender | zystisch regressiv veréanderter | Diploid
(unklare Dignitat) Verdacht benigner Tumor der Parotis
75 | Tumor unklarer Dignitat positiv - Diploid
90 | Pleomorphes Adenom dringender | Chronische Sialadenitis, Diploid
Verdacht Fibrose
92 | Adenokarzinom, gering positiv Diffuse Metastasierung eines Aneuploid
differenziert, Pankreas- Pankreaskarzinoms,
karzinommetastase klinisches Follow-up
96 | Maligner Tumor, positiv Metastase eines malignen Aneuploid

Tumorzelltypisierung unklar

Melanoms

Aufgrund des vergleichsweise geringen Stichprobenumfangs bei den Karzinomen

bezieht sich die nachstehende Auswertung verschiedener Parameter vorrangig auf

Aussagen zu pleomorphen Adenomen.

Tabelle 20 gibt einen Uberblick und eine kurze Definition der wichtigsten Mess-

parameter der DNA-Bildzytometrie.

Tabelle 20: Definition der DNA-Messparameter

Messparameter

Definition

Stammlinienmodalwert
(Stemline Modal Value)

Haufigster vorkommender Wert der DNA-Gehalte einer
Zellpopulation (Position der Stammlinie)

9c Exceeding Events

Anzahl der Zellen mit einem DNA-Gehalt = 9¢

5c Exceeding Events

Anzahl der Zellen mit einem DNA-Gehalt = 5¢

2c¢ Deviation Index

Varianz der DNA-Werte um den 2c-Wert

Variationskoeffizient
Stammlinie (CV Stemline)

Relative Standardabweichung der Stammlinie
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3.2.1 STAMMLINIENMODALWERTE

Bei euploiden (diploiden, polyploiden) Zellkern-DNA-Gehalten liegt die Stammlinie
bei 2c, 4c oder 8c mit einer Ober- bzw. Unterschreitung von 10%, das heif3t zum
Beispiel in einem Bereich von 1,8¢ bis 2,2c.

Bei aneuploiden DNA-Gehalten liegt die Stammlinie auflierhalb der definierten
Bereiche.

In Abbildung 17 sind die Stammlinienmodalwerte der Adenome und Karzinome
dieser Studie zusammenfassend dargestellt. Pleomorphe Adenome dieser Studie
weisen ausschlieBlich DNA-Stammlinien im diploiden Bereich auf. Karzinome zeigen

dagegen haufig auch aneuploide Stammlinien.

1,8 2 22 3,6 4 4,4
== Adenom

— H
— Karzinom

Mittelwert StdAbw N
2,031 0,08814 72
2,64 10,8065 17

Dichte

i i
oJ—JJ’é-}.—I l_l_! SN I

T
2 2,40 2,88 3,36 3,84 4,32 4,80
Stammlinienmodalwerte

Abbildung 17: Histogramm der Stammlinien bei Adenomen und Karzinomen

Eine differenzierte Auswertung der Stammlinienmodalwerte erfolgt in den

nachfolgenden Kapiteln.



3.2.1.1 STAMMLINIEN DER ADENOME

81 ] o Anderson-Darling-Test auf Normalv erteilung
A-Quadrat 0,55
p-Wert 0,153
6
Mittelwert 2,0308
L StdAbw 0,0881
Varianz 0,0078
4] Schiefe -0,238519
Kurtosis -0,761143
/ N 72
2
Minimum 1,8300
Erstes Quartil 1,9525
Median 2,0400
0 . .
1,86 1,92 1,98 2,04 210 216 220 Drittes Quartil 2,1000
Maximum 2,1900
95%-Konfidenzinterv all fir Mittelwert
—) T+ 2,0101 2,0515
95%-Konfidenzinterv all fir Median
2,0100 2,0600
95%-Konfidenzinterv all fir StdAbw
o . .
95%-Konfidenzinterv alle 0,0757 0,1055

ian I |
Median I ® 1

2,01 2,02 2,03 2,04 2,05 2,06

Abbildung 18: deskriptive Statistik der Stammlinienmodalwerte bei Adenomen

Die Stammlinienmodalwerte aller Adenome in dieser Studie liegen in einem Intervall
von 1,83¢ (Minimum) und 2,19¢ (Maximum) und bewegen sich damit geschlossen
innerhalb des definierten Bereichs fiir DNA-Diploidie.

Das 95%-Konfidenzintervall fir den Mittelwert der Stammlinienmodalwerte der
Grundgesamtheit wird von 2,01c und 2,05¢ angegeben. Das bedeutet, Adenome

sind diploid im Bezug auf die Lage ihrer DNA-Stammlinie.



3.2.1.2 STAMMLINIEN DER KARZINOME

8
Anderson-Darling-Test auf Normalv erteilung
A-Quadrat 1,22
6 p-Wert < 0,005
Mittelwert 2,6400
StdAbw 0,8065
44 Varianz 0,6505
Schiefe 1,37497
Kurtosis 1,50421
N 17
21
I Minimum 1,9900
e M | - Erstes Quartil  2,0250
0 - l I - . - l Median 2,3200
212 2,72 332 392 452 512 Drittes Quartil ~ 3,2050
Maximum 4,7700
95%-Konfidenzinterv all fir Mittelwert
I 2,2253 3.0547
95%-Konfidenzinterv all fir Median
2,0300 3,0578
95%-Konfidenzinterv all fir StdAbw
95%-Konfidenzinterv alle
0,6007 1,2275
Mittelwert 4 : hd :
Median | ° |
2,0 22 24 26 2,8 3,0

Abbildung 19: deskriptive Statistik der Stammlinienmodalwerte bei Karzinomen

Der Mittelwert der Stammlinienmodalwerte der Karzinome liegt mit 2,64c eindeutig im
aneuploiden Bereich.

Das 95%-Konfidenzintervall des Medians geht indes von 2,03c bis 3,06c und
erstreckt sich damit vom diploiden bis in den aneuploid definierten Bereich.

Der durchgefiihrte Wilcoxon-Test lasst die signifikante Aussage zu, dass der Stamm-

linienmodalwert bei Karzinomen grofer als 2c ist (Test 1).



3.2.1.3 LAGE DER STAMMLINIENMODALWERTE IM VERGLEICH ADENOME UND KARZINOME

Den Vergleich der Stammlinien von Adenomen und Karzinomen veranschaulichen
die Boxplots in Abbildung 20.

Bei den Adenomen ist die Streubreite um den Median sehr gering, bei den
Karzinomen dagegen sehr gro3. Aus der Darstellung ist zu entnehmen, dass die

Stammlinien von Karzinomen auch diploid sein kdnnen.

5,04

4,5

4,01

3,51

3,01

Stammlinienmodalwerte in c

2,54

201 $

T T
Adenome Karzinome

2,2

1,8

Abbildung 20: Boxplots der Stammlinien von Adenomen und Karzinomen

Bei der Gegenuberstellung differenziert sich die Lage der Stammlinien durch die
hohe Variabilitdt bei den Karzinomen.

Fur die statistische Absicherung der Hypothese wurde ein Mann-Whitney-U-Test
(Test 2) durchgefiihrt, der einen signifikanten Unterschied der Mittelwerte der

Stammlinienmodalwerte zwischen Adenomen und Karzinomen aufzeigt.



3.2.1.4 VIER-FELDER-TAFEL STAMMLINIENMODALWERTE

Richtig negativ:
Falsch negativ:
Falsch positiv:

Richtig positiv:

Stammlinie liegt zwischen 1,8 und 2,2 und ist ein Adenom

Stammlinie liegt zwischen 1,8 und 2,2 und ist ein Karzinom

Stammlinie liegt nicht zwischen 1,8 und 2,2 und ist ein Adenom

Stammlinie liegt nicht zwischen 1,8 und 2,2 und ist ein Karzinom

Tabelle 21: Vier-Felder-Tafel der Stammlinienmodalwerte

DNA-Bildzytometrie
Lage der Stammlinie

diploid aneuploid Summe
X £
2 2 72 0 72
© [
» <
?
g £
o
o
% £ 8 9 17
i b
Summe 80 9 89
Spezifitat 100,0%
Sensitivitat 52,9%
NPV 90,0%
PPV 100,0%



3.2.2 EXCEEDING EVENTS

Neben der Stammlinienmessung kann mit der DNA-Bildzytometrie durch den Nach-
weis abnorm hoher Einzelwerte auch eine Einzelzellinterpretation vorgenommen
werden.

Prognostisch relevant sind DNA-Gehalte gréRer 9¢ und / oder grofier 5¢ in einzelnen
Zellen. Die Anzahl identifizierter Zellen mit einem erhéhten DNA-Gehalt wird als 5¢

Exceeding Events bzw. 9¢c Exceeding Events erfasst.

3.2.2.1 ANZAHL DER 9C EXCEEDING EVENTS

In dieser Studie sind bei 82% der untersuchten Karzinome (n = 14) 9c Events
vorgekommen. Dabei traten bei 35% (n = 6) zwischen ein oder zwei 9¢c Exceeding
Events auf, bei 47% (n = 8) sogar mehr als zwei.

Lediglich bei 2 von 72 (2,8%) Adenomen konnten 9c Exceeding Events gemessen

werden.

Anzahl von 9c Exceeding Events
80

70
70

IAdenom  ® Karzinom
60
50
40

30

20

10 6 8
: : L |
0 [E— L1 0

0 9 Ex Events 1-2 9 Ex Events >2 9 Ex Events

Abbildung 21: Anzahl von 9c Exceeding Events bei Karzinomen und Adenomen



3.2.2.2 9C EXCEEDING EVENTS BEI ADENOMEN

80

60

40

20
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2,5

Anderson-Darling-Test auf Normalv erteilung

A-Quadrat 26,48
p-Wert < 0,005
Mittelwert 0,04167
StdAbw 0,26203
Varianz 0,06866
Schiefe 6,7519
Kurtosis 47,4267
N 72
Minimum 0,00000
Erstes Quartil 0,00000
Median 0,00000
Drittes Quartil 0,00000
Maximum 2,00000

95%-Konfidenzinterv alle

Median -

0,00 0,03

0,06

0,09

0,12

-0,01991

0,00000

0,22513

95%-Konfidenzinterv all fir Mittelwert

0,10324

95%-Konfidenzinterv all fiir Median

0,00000

95%-Konfidenzinterv all fir StdAbw

0,31353

Abbildung 22: deskriptive Statistik der 9c Events bei Adenomen

Das Ergebnis des durchgefiihrten Wilcoxon-Tests (Test 3) bedeutet, dass bei

Adenomen mit einem Signifikanzniveau von a =

auftreten.

95% keine 9c Exceeding Events

In zwei von 76 Adenomfallen traten allerdings ein bzw. zwei 9c Exceeding Events

auf. Diese beiden Falle werden in Tabelle 22 einzeln vorgestellt.

Tabelle 22: Adenome mit 9c Exceeding Events

Nr Eingangs Zytolog. Histologie DNA 5¢c Ex 9c Ex Stem 2c DI
Nr Diagnose und Klinik Diag. Events Events | Mod Val
10 9887-96 | Pleomorphes - Polyploid 8,00 2,00 2,00 2,00
Adenom
82 5699-04 | Pleomorphes Pleomorphes | Polyploid 2,00 1,00 1,94 0,98

Adenom

Adenom

Im Fall 10 liegt jeweils eine Stammlinie bei 2¢, 4c und 8c vor. Das Gesamtbild der

DNA-Verteilung deckt sich nicht mit dem eines malignen Tumors.

Im Fall 82 gibt es eine Stammlinie bei 2¢ und 4c. Das DNA-Histogramm prasentiert

sich insgesamt neutral und unauffallig.
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Beide Falle sind gekennzeichnet durch eine euploid-polyploide DNA-Diagnose mit
stabilem Chromosomensatz. Bei gut abgrenzbaren Stammlinien kann mit
beginnender Polyploidisierung bei pleomorphen Adenomen Einzelzellaneuploidie in
geringer Zahl auftreten. Die Diagnose ,aneuploid‘ wird gestellt, wenn dariber hinaus

eine grofRe chromosomale Variabilitat vorliegt.

3.2.2.3 9C EXCEEDING EVENTS BEI KARZINOMEN

4.8 Anderson-Darling-Test auf Normalv erteilung

A-Quadrat 1,84
p-Wert < 0,005
367 Mittelwert 4,4706
StdAbw 5,9384
Varianz 35,2647
2,47 Schiefe 1,94478

Kurtosis 3,20343

B N N w
Minimum 0,0000

l Erstes Quartil  1,0000

! Median 2,0000

Drittes Quartil  6,0000

0,0-

0,0 36 72 10,8 14,4 18,0 21,6
Maximum 20,0000
95%-Konfidenzinterv all fir Mittelwert
® ®

g I I o 14173 75238
95%-Konfidenzinterv all fir Median

1,0000 5,9760
95%-Konfidenzinterv all fir StdAbw

95%-Konfidenzinterv alle
4,4227 9,0378

Median{ | e |

Abbildung 23: deskriptive Statistik der 9c Events bei Karzinomen

Bei den Karzinomen fallen die relativ breiten 95%-Konfidenzintervalle fiir Mittelwert

und Median auf:

Tabelle 23: 95%-Konfidenzintervalle des Mittelwerts und Medians

Untere Intervaligrenze

Obere Intervallgrenze

Mittelwert

1,4173

7,5238

Median

1,0000

5,9760




Demnach ist bei diesem Merkmal eine hohe Streuung vorhanden, die darauf hin-
deutet, dass die Anzahl stark schwankend ist (Abbildung 24).

Unter Einbeziehung der Ergebnisse aus dem durchgeflihrten Wilcoxon-Test (Test 4)
bei einem Signifikanzniveau von a = 5% ist die Aussage zulassig, dass bei

Karzinomen mindestens ein 9¢c Exceeding Event (Einzelzellaneuploidie) auftritt.

3.2.2.4 ANZAHL DER 9C EX EVENTS IM VERGLEICH VON ADENOMEN UND KARZINOMEN

20 A Adenom, n =72 [ ]
® Karzinom, n=17

Anzahl 9c Ex Events
)
1

54 [ ]
[ |
[ |
2,5
[ |
[ [ [ 1]
B [TT1]
T T
Adenom Karzinom
Enddiagnose

Abbildung 24: Anzahl der 9c Exceeding Events bei Adenomen und Karzinomen

Fir einen statistischen Vergleich, ob sich die Anzahl auftretender 9c Exceeding
Events von Adenomen und Karzinomen unterscheidet, wurde ein Mann-Whitney-U-
Test (Test 5) durchgefihrt. Das Ergebnis liefert eine signifikante Abgrenzung von

Adenomen und Karzinomen beim Auftreten von 9c Exceeding Events.



3.2.2.5 VIER-FELDER-TAFEL 9C EXCEEDING EVENTS

Definierter Schwellenwert: Adenome haben keine 9¢ Exceeding Events,

Karzinome mindestens ein 9¢ Exceeding Events

Richtig negativ: es tritt kein 9¢ Exceeding Event auf und Adenom

Falsch negativ: es tritt kein 9¢c Exceeding Event auf und Karzinom

Falsch positiv: es tritt mindestens ein 9c Exceeding Event auf und Adenom

Richtig positiv: es tritt mindestens ein 9c Exceeding Event auf und Karzinom

Tabelle 24: Vier-Felder-Tafel der 9c Exceeding Events

DNA-Bildzytometrie
Anzahl 9¢ Ex Events

diploid aneuploid Summe

x £
“,;,' o
= S 70 2 72
) S
*n <
[}
(72}
2
g s
g N 3 14 17
i ;

Summe 73 16 89

Spezifitat 97.2%
Sensitivitat 82,4%
NPV  95,9%

PPV  87,5%




3.2.3 AUFTRETEN VON 5C EXCEEDING EVENTS

Anzahl von 5c Exceeding Events
60

52 IAdenom  ® Karzinom
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Abbildung 25: Anzahl von 5c Exceeding Events bei Karzinomen und Adenomen

Bei den Karzinomen treten sehr haufig 5¢ Exceeding Events auf. Nur in 12% der
Falle (n = 2) gab es kein 5¢c Exceeding Event. Bei 88% der Falle (n = 15) wurde
mindestens ein 5¢ Exceeding Event gemessen, bei 76% der Karzinome (n = 13)
sogar mehr als zehn 5c¢ Exceeding Events. Das Maximum der Anzahl von 5c
Exceeding Events liegt bei 67.

Bei 72% (n = 52) der Adenome kommen keine 5c¢ Exceeding Events vor, bei 14% (n
= 10) der Adenome maximal zwei 5¢c Exceeding Events. Lediglich bei 4% (n = 3) der

Adenome treten zwischen sieben und zehn 5c Exceeding Events auf.



3.2.3.1 5C EXCEEDING EVENTS BEI ADENOMEN
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Abbildung 26: deskriptive Statistik der 5¢c Ex Events bei Adenomen

Der Median der Anzahl der 5¢c Exceeding Events liegt bei 0, allerdings treten einige

Falle mit 5¢ Exceeding Events auf. Das 95%-Konfidenzintervall zeigt, dass sich die

Anzahl der 5¢ Exceeding Events bei Adenomen in einem Bereich zwischen 0,5 und

1,5 bewegt.

Da auch eine hoéhere Anzahl von 5¢c Exceeding Events bei Adenom aufgetreten ist

(Ausreilder), wurde fiir die Festlegung eines Schwellenwertes mit einer statistischen

Auswertung die unteren und oberen Abweichungsgrenzen erfasst (Abbildung 27).

Der resultierende Schwellenwert der 5¢c Exceeding Events bei Adenomen liegt bei

5,5.
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Abbildung 27: Schwellenwerte der 5¢c Exceeding Events bei Adenomen

3.2.3.2 5C EXCEEDING EVENTS BEI KARZINOMEN
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Abbildung 28: deskriptive Statistik der 5¢c Ex Events bei Karzinomen



Das 95%-Konfidenzintervall des Medians erstreckt sich uber einen Bereich von 12,0
bis 50,8 5¢c Exceeding Events, mit einem Median von 18. Im Vergleich zu den
Adenomen fallen die hohe Anzahl und das vielfache Vorkommen von 5c¢ Exceeding

Events bei den Karzinomen auf.

3.2.3.3 5¢c EXCEEDING EVENTS IM VERGLEICH VON ADENOMEN UND KARZINOMEN
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Abbildung 29: Anzahl der 5¢c Exceeding Events bei Adenomen und Karzinomen

Das Konfidenzintervall des Mittelwerts der Adenome liegt zwischen 0,5 und 1,5 und
damit deutlich unter dem Haufigkeitsbereich der Karzinome (Abbildung 29). Das
Konfidenzintervall des Mittelwerts bei den Karzinomen geht von 16,0 bis 39,7 5¢

Exceeding Events.
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Abbildung 30: Variabilitdt der 5¢c Ex Events bei Adenomen und Karzinomen

Abbildung 30 veranschaulicht die relativ dichte Lage der 5¢c Exceeding Events bei

den Adenomen und die ausgepragt hohe Variabilitat der Karzinomen.

Im Vergleich von Adenomen und Karzinomen kann nach Durchfiihrung eines Mann-

Whitney-U-Tests ein signifikanter Unterschied im Bezug auf die Anzahl der

auftretenden 5c¢ Exceeding Events nachgewiesen werden (Test 7).

3.2.3.4 VIER-FELDER-TAFEL 5C EXCEEDING EVENTS

Definierter Schwellenwert: Adenome haben maximal sechs 5c¢ Exceeding Events,

Karzinome mehr als sechs 5c Exceeding Events

Richtig negativ:
Falsch negativ:
Falsch positiv:

Richtig positiv:

es treten max. sechs 5¢ Exceeding Events auf und Adenom
es treten max. sechs 5¢c Exceeding Events auf und Karzinom
es treten mehr als sechs 5c¢ Exceeding Events auf und Adenom

es treten mehr als sechs 5¢ Exceeding Events auf und Karzinom



Tabelle 25: Vier-Felder-Tafel der 5¢ Exceeding Events

DNA-Bildzytometrie
Anzahl 5¢ Ex Events

diploid aneuploid Summe

= £
o 2 69 3 72
©
5 2
[}
(72}
o
-
S = 3 14 17
g N
i ;

Summe 72 17 89

Spezifitat 95,8%
Sensitivitat 82,4%
NPV  95,8%

PPV  82,4%

3.24 2c DEVIATION INDEX

Der 2c Deviation Index ist die Streuung der DNA-Gehalte um 2c und kennzeichnet

die Variabilitat der Stammlinie. Dieser Wert korreliert eng mit einer zunehmenden

Anzahl von Exceeding Events.

Daher kann dieser Parameter flr die Interpretation herangezogen werden, wenn

keine Exceeding Events auftreten. Er unterstiitzt die Prognose einer aneuploiden

Abweichung von genetisch instabilen Grenzfallen in einer frihen Phase.

Die statistische Auswertung wird demgemal ausschlieBllich fir die Adenome

vorgenommen.
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Abbildung 31: deskriptive Statistik des 2c Deviation Index bei Adenomen

Das 95%-Konfidenzintervall des Medians beschreibt einen Bereich von 0,09 und
0,16, der eine sehr geringe Schwankung um den Stammlinienmodalwert
charakterisiert.

Ein erhdhter 2c Deviation Index bis 0,4 kann bei Adenomen durch das Auftreten von
einigen wenigen 5c Events erklart werden.

Das Ergebnis aus dem durchgeflihrten t-Test auf den Mittelwert (Test 8) und dem
Wilcoxon-Test auf den Median unterstiitzen die signifikante Aussage, dass der 2c
Deviation Index bei Adenomen kleiner als 0,4 ist.

Unter Betrachtung dieses Ergebnisses kénnen die betroffenen Félle in Tabelle 26

nochmals betrachtet werden.



Tabelle 26: Félle mit erhéhtem 2c Deviation Index ohne Exceeding Events

Nr | Eingangs Zytolog. Histologie | DNA Diag | 2c DI 5¢c Ex 9c Ex Stem
Nr Diagnose und Klinik Events Events | Mod Val

12 | 31720-96 | Azinuszell- Azinuszell- Diploid 0,56 0,00 0,00 2,03
karzinom karzinom

84 | 8147-04 Pleomorphes Polyploid 0,50 0,00 0,00 2,04
Adenom

85 | 11277-04 | Tumor unklarer | ---- Diploid 0,43 0,00 0,00 1,93
Dignitat,
Pleomorphes
Adenom

3.2.4.1 VIER-FELDER-TAFEL 2C DEVIATION INDEX

Definierter Schwellenwert: 2 ¢ DI <= 0,4, keine Exceeding Events
Richtig negativ: 2 ¢ DI <= 0,4, keine Exceeding Events und Adenom
Falsch negativ: 2 ¢ DI <= 0,4, keine Exceeding Events und Karzinom
Falsch positiv: 2 ¢ DI > 0,4, keine Exceeding Events und Adenom

Richtig positiv: 2 ¢ DI > 0,4, keine Exceeding Events und Karzinom

Tabelle 27: Vier-Felder-Tafel des 2c Deviation Index

DNA-Bildzytometrie
2c¢ DI und keine Rare Events

diploid aneuploid Summe

= £
k7] 2 50 2 52
© [
® <
[}
7]
2
) £
5 2 1 1 2
T N
i <

Summe 51 3 54

Der 2c DI wurde nur in den 54 Fallen untersucht, bei denen keine Exceeding Events
vorkommen. Die daraus resultierende sehr geringe Fallzahl von 2 Karzinomen
verhindert eine Berechnung der Sensitivitat und des negativen Pradiktionswerts.
Spezifitat 96,2%

NPV 98,0%



3.2.5 MULTIVARIATE ANALYSE

In der abschlieRenden Hauptkomponentenanalyse wird der gemeinschaftliche
Zusammenhang der verschiedenen Einflussfaktoren auf die Adenome und
Karzinome untersucht. Die Dimension der Variablen wird dabei auf zwei Haupt-
komponenten reduziert.
Folgende Variablen wurden in die Hauptkomponentenanalyse einbezogen:

Stammlinienmodalwert

Anzahl der 5¢c Exceeding Events

Anzahl der 9c Exceeding Events

2c Deviation Index

Variationskoeffizient der Stammlinie (CV Stemline)

Die erste Hauptkomponente wird von allen finf Ploidieparametern mit jeweils
annahernd gleichem Anteil beschrieben, wahrend bei der zweiten Hauptkomponente
in erster Linie die Anzahl der 5¢ Exceeding Events, die Lage der Stammlinie und
deren Streuung richtungsweisend ist.

In Abbildung 32 sind der Verlauf und die Steigungen (Ladungen) der fiinf Variablen
dargestellt. Die Ladungen der einzelnen Ploidieparameter zeigt deren Beitrag an den

beiden Hauptkomponenten.
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Abbildung 32: Ladungsdiagramm der Ploidieparameter

Die Beschreibung der Variablen wird dadurch auf die folgenden beiden Haupt-
komponenten reduziert (Test 9).
Ausmal} der Aneuploidie (1. Hauptkomponente, X-Achse)

Variabilitat der Aneuploidie (2. Hauptkomponente, Y-Achse)
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Abbildung 33: Streudiagramm der beiden Hauptkomponenten
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Die multivariate Analyse prasentiert bei den Adenomen eine weitgehend diploide
bzw. polyploide DNS-Verteilung. Karzinome sind dagegen gekennzeichnet durch ein
zunehmendes Ausmal und ausgepragte Variabilitat der Aneuploidie (Abbildung 33).

Die Falle aus Tabelle 28 sind bezlglich ihrer Lage im Streudiagramm der Haupt-

komponentenanalyse auffallig.

Tabelle 28: nennenswerte Fille der Hauptkomponentenanalyse

Nr | Eingangs Zytolog. Histologie und DNA 2cDI 5¢ Ex 9c Ex Stem
Nr Diagnose Klinik Diagnose Events | Events Mod
Val
8 | 14792-95 | Pleomorphes Pleomorphes Polyploid 0,84 4 0 2,11
Adenom Adenom
10 9887-96 | Pleomorphes - Polyploid 2,00 8 2 2,00
Adenom
18 | 13476-97 | abnorme gering diff. Aneuploid | 28,40 44 18 4,77
Plattenepithelien, | Plattenepithel Ca
zweifelhaft
32 13658-99 | Karzinom papillar-zyst. Ca Aneuploid 2,10 8 1 2,15
Azinuszell-Ca
37 3744-00 | Pleomorphes Adenoidzys- Diploid 0,01 0 0 2,01
Adenom tisches Ca
81 4202-04 | Adenom, ggf. Pleomorphes Polyploid 4,39 10 0 2,07
Karzinom (Tumor | Adenom, Rezidiv
unklarer Dignitat)
82 5699-04 | Pleomorphes Pleomorphes Polyploid 0,98 2 1 1,94
Adenom Adenom
Die graphische Darstellung der Hauptkomponenten zeigt, dass die DNA-

Bildzytometrie eine sehr deutliche Differenzierung von Adenomen und Karzinomen

ergibt.



3.2.5.1 VIER-FELDER-TAFEL DNA-ZYTOMETRIE

In diese Vier-Felder-Tafel werden alle betrachteten Parameter einbezogen und unter

Berlcksichtigung der in den Einzelauswertungen festgelegten Schwellenwerte eine

gemeinsame Analyse durchgefiihrt.

Tabelle 29: Vier-Felder-Tafel aller Parameter

DNA-Bildzytometrie

Alle Parameter

diploid aneuploid Summe

= £
o 2 72 0 72
©
5 3
[}
(72}
2
g §
5 £ 1 16 17
b N
i $

Summe 73 16 89

Die Treffsicherheit der Zytologie und der DNA-Zytometrie ermdglicht in kombinierter

Anwendung unter BerUcksichtigung der

Sensitivitdten und Spezifitaten:

Spezifitat 100,0%
Sensitivitat 94,1%
NPV  98,6%

PPV  100,0%

erkannten Schwellenwerte folgende



4 DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war es mit Hilfe der DNA-Bildzytometrie Erkenntnisse Uber die
DNA-Eigenschaften von pleomorphen Adenomen und Karzinomen der Speichel-
drise zu gewinnen und eine zytometrische Differenzierungsmaoglichkeit zu
erarbeiten.

Es sollte festgestellt werden, ob die DNA-Bildzytometrie einen Stellenwert als
weiterflihrende Erganzung in der zytologischen Dignitats-Diagnostik bei Speichel-
drusentumoren einnehmen kann.

Abschlielend galt es zu bewerten, ob die praoperative zytologische Speicheldriisen-

diagnostik mit Hilfe der DNA-Bildzytometrie verbessert werden kann.

41 PATIENTEN UND PRAPARATE

Die fir diese Studie verwendeten Praparate stammen aus dem Archiv des
Cytopathologischen Instituts der HHU Dusseldorf. Das als Stichprobe verwendete
Kollektiv setzte sich aus regionalen und deutschlandweiten Einsendungen
zusammen.

Bislang lag fir die DNA-Bildzytometrischen Studien von Speicheldriisen selten eine
Stichprobe mit vergleichbar groflem Umfang (n = 98) und Zeitraum (10 Jahre) vor
[Driemel et al., 2006; Rdser et al., 2005].

Insgesamt konnten 153 Praparate mit den zytologischen Diagnosen pleomorphes
Adenom oder Karzinom der Speicheldriise selektiert werden. Davon mussten 55
Praparate aufgrund unzureichender Praparatequalitat ausgeschlossen werden,
vorwiegend verursacht durch einen Mangel an Zellen bei der Punktion.

Wesentlich fiir die Qualitat der Praparate ist die Technik der Feinnadelpunktion, um

untersuchungsrelevante Zellanteile zu gewinnen [Geisinger u. Weidner, 1986].



In dieser Studie wurden Praparate verwendet, deren Gewinnung bei der Punktion
keiner einheitlichen, standardisierten Vorgabe folgte. Die angewendete Methode
variierte je nach punktierendem Arzt. Hierin liegt ein wesentlicher Grund fiir den
Ausschluss einer hohen Anzahl an Praparaten.

Somit wurden 98 Praparate DNA-zytometrisch untersucht und in 77 Fallen durch ein

histologisches oder klinisches Follow-up bestatigt.

4.2 DNA-ZYTOMETRIE

Die Zellkern-DNA ist einer der wichtigsten Malignitdtsmarker in der zytologischen
Diagnostik [Dreyer et al., 1995; Motherby et al., 1998a u. 1998b]. Die DNA-Messung
wird Uberwiegend mit zwei Systemen, der Durchflusszytometrie oder der DNA-Bild-

zytometrie durchgefiihrt [Mairinger u. Gschwendtner, 1998].

In Studien konnte die DNA-Bildzytometrie im Vergleich zur Durchflusszytometrie eine
groRere Genauigkeit beim Erkennen von einzelnen aneuploiden Zellen aufweisen
[Elsheikh et al., 1992; Zbieranowski et al., 1992; Mairinger u. Gschwendtner, 1998].
Vorteil der DNA-Bildzytometrie ist hier die subjektive Auswahl der Zellen mit
auffalligen Strukturen und der Nachweis kleiner aneuploider Tumorzellpopulationen.
Ein unerwlinschtes Messen von unauffalligem Normalgewebe oder Zellartefakten
kann vermieden werden. [Elsheikh et al., 1992; Zbieranowski et al., 1992; Mairinger
u. Gschwendtner, 1998].

Nachteile der Durchflusszytometrie sind mdgliche Beschadigung der Zellen hoher
DNA-Gehalte durch enzymatische Prozesse der Zellvereinzelung [Liung et al., 1989]
und eine hohe Rate zerstorter Tumorzellen bei der Materialaufbereitung [Auer et al.,
1993].

Mogliche Fehlermessungen in der DNA-Zytometrie werden durch das Vorliegen von
Zellkernfragmenten, beschadigten Zellen [Haroske et al., 1993] und Uberlappung von

Zellkernen [Berryman et al., 1984] verursacht.



Diese Fehler konnen durch den Untersucher beherrscht und reduziert werden wenn
er die zu untersuchenden Areale vorher selektiv auswahlt [Elsheikh et al., 1992;

Hofken et al., 1995].

4.3 ANEUPLOIDIE ALS MALIGNITATSMERKMAL

Der DNA-Gehalt des Zellkerns wird in zahlreichen Studien allgemein als Marker fir
Malignitat anerkannt [Bocking et al., 1985; Makiyama et al., 1995; Mellin, 1990]. Als
wesentlicher Faktor fir eine maligne Transformation wird die chromosomale
Aneuploidie ausgewiesen [Bocking u. Motherby, 1999; Duesberg et al., 2004]. Der
Molekularbiologe Peter Duesberg beschreibt die Entstehung einer Tumorzelle als
eine Kettenreaktion mehrfacher Aneuploidisierungen [Duesberg et al., 2004].
Untersuchungen des DNA-Gehaltes von Speicheldrisentumoren sind nicht sehr
zahlreich. Insbesondere pleomorphe Adenome und Karzinome der Speicheldriise
wurden diesbezlglich nur von wenigen Autoren mit ausreichend hohen Fallzahlen
untersucht [Driemel et al., 2005; Réser et al., 2005].

Gleichwohl wird auch bei Speicheldrisentumoren Aneuploidie eindeutig als
Malignitatsmerkmal erkannt [Driemel et al., 2005].

In der vorliegenden Arbeit wurde durch Messung der IOD an Praparaten von FNABRN
der DNA-Gehalt der Zellkerne mittels DNA-Bildzytometrie bestimmt und zwischen
euploiden, euploid-polyploiden und aneuploiden Gruppen unterschieden. Es konnte
gezeigt werden, dass pleomorphe Adenome DNA-euploid, Speicheldriisenkarzinome
dagegen vorwiegend DNA-aneuploid oder euploid-polyploid sind. Eine Ausnahme bei
den Speicheldriisenkarzinomen bilden hochdifferenzierte Azinuszellkarzinome und
Adenoidzystische Karzinome mit einer euploiden DNA-Verteilung.

Ein pleomorphes Adenom mit herdférmiger, maligner Transformation wurde anhand
der DNA-zytometrischen Messung als aneuploid diagnostiziert. Dieser Fall wird als

Frihkarzinom interpretiert (Fall 68), wie in Kapitel 4.4 ausgefihrt.



4.4 AUSSAGEN DER DESKRIPTIVEN STATISTIK

Aus den Ergebnissen der Vier-Felder-Tafeln in der deskriptiven Statistik lasst sich
ableiten, dass die DNA-Bildzytometrie die zytologischen Diagnosen untermauern
bzw. splrbar verbessern kann.

Die Kennzahlen zur Beschreibung der Treffsicherheit der DNA-Bildzytometrie im

Vergleich zur Zytologie sind in Tabelle 30 gegentbergestellt.

Tabelle 30: Treffsicherheit Zytologie und Zytologie mit DNA-Bildzytometrie

Zytologie Zytologie mit DNA-
Bildzytometrie
Spezifitat 91,5% 100%
Sensitivitat 88,9% 89,5%
NPV 96,4% 96,7%
PPV 76,2% 100%

Die Zytologie differenziert benigne und maligne Tumoren der Speicheldriise mit einer
Spezifitat von 91,5% und einer Sensitivitat von 88,9%.

Eine Kombination mit der DNA-Bildzytometrie verbessert die bisherigen Ergebnisse
und sichert eine Zytologische Diagnose zusatzlich ab. Vor allem in ,dringend
verdachtigen‘ oder ,zweifelhaften’ Fallen kann die DNA-Bildzytometrie die zyto-
logischen Diagnosen konkretisieren und klarer bestimmen (siehe Tabelle 31) und
dadurch den PPV deutlich steigern. Die DNA-Bildzytometrie erhoht die Spezifitat auf
100% und die Sensitivitat auf 89,5%.

Die relativ niedrige Spezifitat alleiniger Zytologie dieser Studie im Literaturvergleich
([Stewart et al., 2000; Atula et al., 1996] bis 100%) begriindet sich in der Wertung
bereits zweifelhaft benigner Veranderungen als Test-positiv.

In der praoperativen FNAB der Speicheldrisen soll dem Operateur bereits bei
Zweifeln an der Benignitat einer Lasion ein Warnsignal gegeben werden und damit
gleichzeitig die Indikation fur eine erganzende DNA-Bildzytometrie gestellt werden.

Hierdurch steigt die Spezifitat auf 100%.



In der Literatur wird fir die zytologische Diagnostik eine Sensitivitat von 70 bis 92%
beschrieben [Atula et al., 1996; Stewart et al., 2000]. Die Ergebnisse der vorliegen-

den Arbeit bewegen sich ebenso in diesem Bereich.

Tabelle 31: Ergdnzung der zytologischen Diagnosen durch die DNA-Bildzytometrie in
ausgewdhlten Féllen

Nr zytologische Diagnose Zytolog. Histologie und Klinik DNA-
Kategorie Diagnose
15 | Pleomorphes Adenom dringender | Pleomorphes Adenom Diploid
Verdacht
18 | abnorme Plattenepithelien zweifelhaft | gering differenziertes Aneuploid
(Karzinom), zweifelhaft Plattenepithelkarzinom
21 | Plattenepithelkarzinom dringender | Plattenepithelkarzinom Aneuploid
Verdacht
58 | Tumorzellen mit Zystenbildung dringender | zystisch regressiv veranderter Diploid
(unklare Dignitat) Verdacht | benigner Tumor der Parotis
68 | Pleomorphes Adenom mit Positiv Pleomorphes / Monomorphes | Aneuploid
herdférmiger maligner Adenom mit erhdhter
Transformation (Karzinom) Proliferation
71 | Pleomorphes Adenom dringender | Pleomorphes Adenom Diploid
Verdacht
81 | Adenom, ggf. Karzinom (Tumor positiv Pleomorphes Adenom, Polyploid
unklarer Dignitat) Rezidiv
95 | Neoplastische Zellen (Tumor dringender | Pleomorphes Adenom Diploid
unklarer Dignitat) Verdacht
96 | Maligner Tumor, positiv Metastase eines malignen Aneuploid
Tumorzelltypisierung unklar Melanoms
97 | maRig differenziertes dringender | Maligner epithelialer Tumor Aneuploid
Adenokarzinom Verdacht
98 | Adenom, gut differenziertes positiv Pleomorphes Adenom Diploid
Adenokarzinom (unklare Dignitat)

Pleomorphe Adenome kénnen eine Polyploidisierung des DNA-Gehaltes der Zellen
bis 16c aufweisen [Thunissen et al., 1992]. Das Vorliegen weniger Zellen mit einem
DNA-Gehalt grofRer 9c rechtfertigt also in diesem Fall noch keine maligne Diagnose.
Fall 82 (pleomorphes Adenom) zeigte eine euploide Polyploidisierung mit einer Zelle,
deren DNA-Gehalt grofder 9c ist. Zytologisch-morphologisch waren die Zellen des
Praparates jedoch unauffallig, die zytologische Diagnose vor Follow-up lautete
demnach ,Pleomorphes Adenom’.

In allen anderen Fallen der vorliegenden Studie, wo eine DNA-Aneuploidie lediglich
durch Zellen mit einem DNA-Gehalt grofRer 9c definiert war, wurde bereits zyto-

logisch ein maligner Tumor diagnostiziert.




Das heillt, einzelne Zellen mit einem DNA-Gehalt gréRBer 9c dirfen nur im
Zusammenhang mit der Zellmorphologie zur Abgrenzung benigner und maligner
Speicheldriisentumoren gewertet werden.

Zusatzlich zu diskutieren ist Fall 68. Zytologisch wurde hier ein pleomorphes Adenom
diagnostiziert mit der Empfehlung, Malignitdt am Resektat auszuschlieRen.

Die postoperative Histologie zeigte einen 2,5cm durchmessenden epithelialen Tumor
mit geringen nuklearen Atypien und fokalem kapsellberschreitenden Wachstum. Die
abschlielende Stellungnahme des Referenzpathologen spricht von einer
Kombination eines pleomorphen Adenoms mit einem monomorphen Adenom mit
fokal erhdhtem Proliferationsreichtum.

Es handelt sich um eine Sonderkonstellation, eine echte Perineuralinfiltration war
nicht nachweisbar. Eine Verlaufskontrolle wird empfohlen.

DNA-zytometrisch zeigten sich eine aneuploide Stammlinie bei 2,97c sowie 5 Zellen
mit einem DNA-Gehalt gréRer 9c.

Aufgrund der Unsicherheiten sowohl der zytologischen, histologischen als auch
referenzpathologischen Diagnose bezlglich einer klaren Abgrenzung eines benignen
von einem malignen Speicheldriisentumor wird es fiir gerechtfertigt gehalten,
angesichts der beschriebenen DNA-Aneuploidie — welche nur bei malignen Tumoren
vorkommt [Duesberg et al., 2004] — von einem Fruhkarzinom zu sprechen.
DNA-Aneuploidie kann einer klar morphologisch fassbaren malignen Zellveran-
derung oft um Jahre vorausgehen [Remmerbach et al., 2001 u. 2003; Maraki et al.,

2004, 2005a u. 2005b].



4.5 AUSSAGEN DER ANALYTISCHEN STATISTIK

Die Messwerte der DNA-Bildzytometrie wurden statistisch untersucht und ausge-
wertet. FUr die Stammlinienmodalwerte, 9c Exceeding Events, 5¢c Exceeding Events
und den 2c Deviation Index von Adenomen und Karzinomen der Speicheldriise
wurden jeweils die Sensitivitat und Spezifitdt, sowie der negative und positive
Pradiktionswert berechnet. Zunachst wurden diese statistischen Kennzahlen fir die
einzelnen Parameter und anschlieRend in einer ganzheitlichen Betrachtung unter
Anwendung einer multivariaten Auswertung berechnet.

Die Stammlinienmodalwerte fir sich alleine betrachtet kdnnen keine Uberzeugende
Differenzierung von Adenomen und Karzinomen zeigen (Spezifitat: 100%,
Sensitivitat: 52,9%).

In dieser Studie haben 8 von 17 Karzinomen der Speicheldriise eine diploide
Stammlinie. Diploide Stammlinien bei Speicheldriisenkarzinomen werden auch in
Studien der DNA-Durchflusszytometrie bestatigt [Driemel et al., 2006].

Die Anzahl der 5c Exceeding Events (Spezifitat: 82,4%, Sensitivitat: 95,8%) und 9c
Exceeding Events (Spezifitdt: 97,2%, Sensitivitdt: 82,4%) erweisen sich als gute
Indikatoren, um pleomorphe Adenome von Karzinomen der Speicheldrise zu
unterscheiden.

Der 2c Deviation Index kann die Treffsicherheit der DNA-Bildzytometrie erganzen
(Spezifitat 96,2%).

Zusammen betrachtet weisen die Messwerte einen positiven Synergieeffekt auf und
liefern eine Spezifitat von 100% und eine gesteigerte Sensitivitat von 94,1%.

Die Anwendung der DNA-Bildzytometrie sichert eine Zytologische Diagnose
zusatzlich ab und liegt Gber den bisherigen Ergebnissen aus der Literatur [Stewart et

al., 2000; Atula et al., 1996].



4.6 BEWERTUNG DER DNA-ZYTOMETRIE

Die DNA-Bildzytometrie ist sensitiv, reproduzierbar und Iasst die Dignitat bei
Speicheldriisentumoren sicherer als die Zytologie allein differenzieren.

Ein wesentlicher Vorteil dieses Verfahrens ist, dass die Messung aus Routine-
praparaten erfolgen kann und alle Ergebnisse Uberprift, miteinander verglichen
sowie abgespeichert und nachgemessen werden kénnen.

Die FNAB ist in der Kombination mit der DNA-Bildzytometrie ein in der
Gebuhrenordnung der Krankenkassen anerkanntes und preiswertes Verfahren. Es
ist eine fir Patienten schmerzarme, minimalinvasive und schnelle Form der
ambulanten Speicheldrisentumordiagnostik und verbessert die praoperative
Planung.

Die DNA-Bildzytometrie ist ein vorwiegend untersucherunabhangiges Messverfahren
zur Verbesserung der Treffsicherheit der zytopathologischen Diagnostik von

Speicheldrisentumoren.



5 ZUSAMMENFASSUNG

Die DNA-Bildzytometrie ist eine Untersuchungsmethode zur quantitativen Messung
der Chromosomen in Zellkernen mittels computergestitzter, digitaler Bildanalyse.
Der Nachweis von Stérungen des DNA-Gehaltes (chromosomale Aneuploidie) ist ein
Marker fUr neoplastische Transformationen von Zellen. Die angewendete DNA-Bild-
zytometrie bietet neben dem Nachweis einer Stammlinienaneuploidie die Méglichkeit
zur Einzelzellinterpretation und damit auch den Nachweis von Einzelzellaneuploidie.
In der vorliegenden Arbeit wurden mittels der DNA-Bildzytometrie insgesamt 98
Speicheldrisentumoren untersucht, um Einblick in deren DNA-Verteilung zu
gewinnen und die Qualitat dieser Untersuchungsmethode zu bewerten. Die Studie
wurde mit deskriptiver und analytischer Statistik beschrieben und ausgewertet.

Die deskriptive Statistik dieser Studie bestatigt der Zytologie eine Sensitivitat von
88,9% und eine Spezifitit von 91,5%. Der Einsatz der DNA-Bildzytometrie auf
FNABnN der Speicheldriise verbessert die Diagnosegenauigkeit mit einer Sensitivitat
von 89,5% und einer Spezifitat von 100%.

In der analytischen Statistik wurden Messparameter der DNA-Bildzytometrie
zunachst einzeln untersucht und abschlieRend gemeinsam ausgewertet.

Die Ergebnisse der DNA-zytometrischen Messung zeigen, dass Stammlinienmodal-
werte alleine betrachtet keine Uberzeugende Differenzierung zwischen pleomorphen
Adenomen und Karzinomen zulassen, in Kombination mit Indikatoren der Einzelzell-
aneuploidie die Treffsicherheit deutlich erhdhen (Sensitivitat: 94,1%, Spezifitat:
100%).

Grundsatzlich konnte gezeigt werden, dass pleomorphe Adenome euploid,
Speicheldriisenkarzinome dagegen vorwiegend aneuploid sind. Eine Ausnahme
bilden hochdifferenzierte Azinuszellkarzinome und Adenoidzystische Karzinome mit

einer euploiden DNA-Verteilung.



Zusammenfassend prasentiert sich die DNA-Bildzytometrie als sensitives, reprodu-
zierbares Diagnoseverfahren, das die Ergebnisse der Zytologie absichern und die
Einordnung der Dignitat bei Speicheldriisentumoren in der praoperativen Planung

erhdéhen kann.
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Abkiirzung Bedeutung

a.e. am ehesten

abnorm. abnormal

Ana. Cells Analysis Cells

analyt. analytisch

aneupl. aneuploid

Ca Karzinom

chron. Chronisch

CT Computertomographie

CV Variationskoeffizient

DI Deviation Index

Diag. Diagnose

diff. Differenziert

Dig. Dignitat

Dipl. Diploid

DNA deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsaure
DNA-FCM DNA-flow-cytometry, Durchflusszytometrie
DNA-ICM DNA-image-cytometrie, DNA-Bildzytometrie
EE Exceeding Events

Ep. Epithel

Epithel. Epithelial

ESACP European Society for Analytical Cellular Pathology
Ex Exceeding

exkl. Exklusive

fn falsch negativ

FNAB Feinnadelaspirationsbiopsie

Fp falsch positiv

GO Ruhephase im Zellzyklus

G1, G2 Wachstumsphasen im Zellzyklus

HHU Heinrich-Heine-Universitat

lo Leerwert

10D integrierte optische Dichte

1Q Interquartilbereich

Mal. Gr Malignancy Grade

Maligne
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Abkiirzung Bedeutung

Metast. Metastasierend

Mono. Monomorph

MRT Magnetresonanztomographie
neoplast. neoplastisch

NPV Negativer Pradiktionswert

Nr Nummer

osw Oberer Schwellenwert

papill. Papillar

PC Personal Computer

pl. pleomorph

Polypl. Polyploid

PPV Positiver Pradiktionswert
PRESS Prototype Reference Standard Slides
Prolif. Proliferation

R Korrelationskoeffizient

Ref Cells Reference Cells

REM Relativer Fehler des Mittelwertes
rn richtig negativ

RNA Ribonukleinsduren

rp richtig positiv

Should Fract Shoulder Fraction

spinozell. spinozellular

StdDev Standard Deviation, Standardabweichung
StdAbw Standardabweichung

Stem Stemline

Stem Mod Val Stemline Modal Value, Stammlinienmodalwert
Transform. Transformation

Tu Tumor

undiff. undifferenziert

unkl. unklar

Usw Unterer Schwellenwert

uv Ultraviolett

Vs versus

WHO World Health Organization

ZW. zweifelhaft

zyst. zystisch

zytolog. zytologisch
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10 TESTVERZEICHNIS

Die Nullhypothese wird verworfen, falls p < a.
In diesem Fall kann die Nullhypothese zugunsten der Alternativhypothese abgelehnt

werden.

Test 1: Wilcoxon-Test: Stemline Modal Values_Karzinom

Test von Median = 2,000 im Vergleich zu Median > 2,000

N flr
N Test Wilcoxon-Statistik P
Stemline Modal Values Karzinom 17 17 149,0 0,000
Geschatzter
Median
Stemline Modal Values Karzinom 2,545

Test 2: Mann-Whitney-U-Test: Vergleich der Stammlinien von Adenomen und Karzinomen

N Median
Stemline Modal Values Adenom 72 2,0400
Stemline Modal Values Karzinom 17 2,3200

Punktschatzung fir ETA1-ETA2 ist -0,2500

95,1 Prozent KI fir ETA1-ETA2 ist (-0,8297;-0,0699)

W = 2929,0

Test von ETAl = ETA2 im Vergleich zu ETAl nicht = ETA2 ist signifikant
bei 0,0012

Der Test ist signifikant bei 0,0012 (korrigiert fir Bindungen)

Test 3: Wilcoxon-Test: 9c Events_Adenom

Vorzeichentest fiir Median = 1,000 im Vergleich zu < 1,000

N Unter Gleich Uber P Median
9c Ex Events Adenom 72 70 1 1 0,0000 0,00000



Test 4: Wilcoxon-Test: 9¢c Ex Events_Karzinom

Test von Median = 1,000 im Vergleich zu Median > 1,000

N fir Geschatzter
N Test Wilcoxon-Statistik o) Median
9c Ex Events Karzinom 17 12 70,5 0,008 3,000

Test 5: Mann-Whitney-Test und Kl: 9c Ex Events_Adenom; 9c Ex Events_Karzinom

N Median
9c Ex Events Adenom 76 0,000
9c Ex Events Karzinom 21 3,000

Punktschatzung fir ETA1-ETA2 ist -3,000
99,0 Prozent KI fir ETA1-ETA2 ist (-5,002;-1,000)

W = 3090,0
Test von ETAl = ETA2 im Vergleich zu ETAl nicht = ETA2 ist signifikant
bei

0,0000

Der Test ist signifikant bei 0,0000 (korrigiert fir Bindungen)

Test 6: t-Test bei einer Stichprobe: 5¢ karzinom transformiert

Test auf Mi = -1,00062 im Vergleich zu > -1,00062

SE des Untere 95%
Variable N Mittelwert StdAbw Mittelwerts -Schranke
t
5c karzinom transformier 21 -0,125 1,042 0,227 -0,518
3,85
Variable P

5c karzinom transformier 0,001

Test 7: Mann-Whitney-Test und KI: 5¢ Ex Events_Adenom; 5c Ex Events_Karzinom

N Median
5c¢ Ex Events Adenom 72 0,00
5c Ex Events Karzinom 17 18,00

Punktschatzung fir ETA1-ETA2 ist -18,00
95,1 Prozent KI fir ETA1-ETA2 ist (-41,00;-12,00)
W = 2728,5
Test von ETAl = ETA2 im Vergleich zu ETAl nicht = ETA2 ist signifikant
bei
0,0000
Der Test ist signifikant bei 0,0000 (korrigiert fir Bindungen)



Test 8: t-Test bei einer Stichprobe: 2c DI Adenom transformiert

durchgefiihrte Transformation fiir 2c DeviationIndex der Adenome:

-1,17854 + 0,506904 * Areasinus( ( X - 0,0456672 ) / 0,0136298 )

Test auf Mid = 0,40398 im Vergleich zu nicht = 0,40398

SE des
Variable N Mittelwert StdAbw Mittelwerts
t
2cDI_Ad trans 72 0,010 1,028 0,121
3,25
Variable P

2cDI_Ad trans 0,002

Test 9: Eigenwertanalyse der Korrelationsmatrix

Eigenwertanalyse der Korrelationsmatrix
86 Falle verwendet, 3 Fadlle enthalten fehlende Werte

Eigenwert 3,1280 0,4763 0,3120 10,0836
Anteil 0,782 0,119 0,078 0,021
Kumulativ 0,782 0,901 0,979 1,000

Variable PC1 PC2 PC3 PC4
Stemline Modal Values 0,530 -0,290 -0,351 -0,716
5c¢c Ex Events 0,482 -0,587 0,569 0,316
9c Ex Events 0,521 0,184 -0,582 0,596

CV Stemline 0,464 0,733 0,463 -0,180

95%-—

(-0,231;

KI

0,252)
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Tabelle 32: Ubersicht der Diagnosen aus der DNA-Bildzytometrie im Kontext zur Zytologie und Histologie

Nr | Eingangs | Geschl. | Alter zytologische Diagnose Zytolog. Kategorie Histologie und Klinik DNA- Gruppe Enddiagnose fiir
Nr Diagnose | Tabelle 12 | analyt. Statistik
1 4642-95 w 32 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom
2 6036-95 w 82 | Pleomorphes Adenom positiv - Polyploid - Adenom
3 6953-95 w 65 | Pleomorphes Adenom dringender Verdacht -—- Diploid - Lost for statistics
4 9197-95 w 46 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom
5| 11041-95 w 24 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom
6 | 13106-95 m 68 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom
7 | 14659-95 m 60 | Adenokarzinom positiv Maligner Aneuploid 9 Karzinom
Speicheldrisentumor
8 | 14792-95 w 45 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Polyploid 1 Adenom
9 3334-96 w 67 | Monomorphes Adenom positiv Azinuszellkarzinom Diploid 3 Lost for statistics
10 9887-96 m 88 | Pleomorphes Adenom positiv - Polyploid - Adenom
11 | 13221-96 w 56 | Azinuszellkarzinom (Zellvereinzelung) Azinuszellkarzinom Polyploid -—- Karzinom
12 | 31720-96 w 27 | Azinuszellkarzinom (Zellvereinzelung) Azinuszellkarzinom Diploid Karzinom
13 945-97 m 25 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom
14 3395-97 m 67 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom
15 3639-97 w 49 | Pleomorphes Adenom dringender Verdacht Pleomorphes Adenom Diploid 2 Adenom
16 4515-97 w 51 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Polyploid 1 Adenom
17 | 10688-97 M 59 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom
18 | 13476-97 M 65 | abnorme Plattenepithelien | zweifelhaft gering differenziertes Aneuploid 7 Karzinom
(Karzinom), zweifelhaft Plattenepithelkarzinom
19 | 14293-97 M 35 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Polyploid 1 Adenom
20 1740-98 M 45 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom
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Nr | Eingangs | Geschl. | Alter zytologische Diagnose Zytolog. Kategorie Histologie und Klinik DNA- Gruppe Enddiagnose fiir
Nr Diagnose | Tabelle 12 | analyt. Statistik
21 4833-98 M 64 | Plattenepithelkarzinom dringender Verdacht Plattenepithelkarzinom Aneuploid 8 Karzinom
22 9655-98 M 48 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom
23 | 11063-98 M 42 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom
24 | 13022-98 M 51 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom
25 | 14271-98 M 63 | Adenokarzinom positiv Adenokarzinom Aneuploid 9 Karzinom
26 784-99 w 82 | Adenokarzinom positiv Metastase, Melanom Aneuploid 9 Lost for statistics
27 3165-99 w 14 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom
28 8285-99 M 74 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom
29 9321-99 w 33 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom
30 | 11037-99 w 83 | Pleomorphes Adenom positiv Diploid Adenom
31| 11858-99 M 34 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Polyploid 1 Adenom
32 | 13658-99 w 57 | Karzinom positiv papillar-zystisches Karzinom, | Aneuploid 9 Karzinom
Azinuszellkarzinom
33 37-00 M 35 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom
34 868-00 w 51 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom
35 1394-00 M 82 | Karzinom dringender Verdacht Spinozellulares Karzinom Aneuploid 8 Karzinom
(zystisch verandert)
36 1895-00 M 38 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom
37 3744-00 w 27 | Pleomorphes Adenom positiv Adenoidzystisches Karzinom Diploid 3 Karzinom
38 3905-00 M 35 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom
39 5296-00 M 12 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom
40 5427-00 M 53 | Pleomorphes Adenom positiv Diploid Adenom
41 6489-00 M 58 | maRig differenziertes positiv Metastasen, Karzinom, nur Aneuploid 9 Karzinom
Adenokarzinom klinisches Follow-up
42 8761-00 w 41 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom
43 | 10090-00 M 53 | Adenom, Adenolymphom positiv Zystadenolymphom Diploid 1 Lost for statistics
44 | 11034-00 w 33 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Polyploid 1 Adenom
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Nr | Eingangs | Geschl. | Alter zytologische Diagnose Zytolog. Kategorie Histologie und Klinik DNA- Gruppe Enddiagnose fiir
Nr Diagnose | Tabelle 12 | analyt. Statistik

45 | 11221-00 M 25 | Pleomorphes Adenom dringender Verdacht - Diploid - Adenom

46 | 13328-00 w 41 | Pleomorphes Adenom positiv Diploid Adenom

47 4469-01 M 67 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom

48 5261-01 w 53 | Pleomorphes Adenom positiv Polyploid - Adenom

49 5708-01 M 65 | Pleomorphes Adenom positiv -—- Diploid -—-- Adenom

50 5802-01 w 30 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom

51 6562-01 w 74 | Pleomorphes Adenom positiv - Diploid - Adenom

52 | 12012-01 M 67 | Mukoepidermoidkarzinom positiv Mukoepidermoidkarzinom Aneuploid 9 Karzinom

53 | 12258-01 w 30 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom

54 | 14223-01 w 33 | Pleomorphes Adenom positiv Diploid Adenom

55 | 14225-01 M 44 | Pleomorphes Adenom positiv - Polyploid - Adenom

56 548-02 w 74 | Pleomorphes Adenom positiv - Diploid - Adenom

57 2226-02 w 24 | Pleomorphes Adenom positiv - Diploid - Adenom

58 7764-02 M 70 | Tumorzellen mit dringender Verdacht zystisch regressiv Diploid 4 Lost for statistics
Zystenbildung veranderter benigner Tumor
(unklare Dignitat) der Parotis

59 8837-02 M 39 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom

60 8990-02 w 31 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom

61 9243-02 w 64 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom

62 9475-02 w 73 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom

63 | 12416-02 w 38 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom

64 | 13660-02 w 74 | Adenokarzinom (Dignitat positiv Adenokarzinom Aneuploid 6 Karzinom
unsicher)

65 3398-03 w 28 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom

66 3579-03 w 64 | undifferenziertes Karzinom, | positiv Karzinom Aneuploid 9 Karzinom
Adenokarzinom

67 3827-03 w 77 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Polyploid 1 Adenom
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Nr | Eingangs | Geschl. | Alter zytologische Diagnose Zytolog. Kategorie Histologie und Klinik DNA- Gruppe Enddiagnose fiir
Nr Diagnose | Tabelle 12 | analyt. Statistik

68 4474-03 w 63 | Pleomorphes Adenom mit positiv Pleomorphes/Monomorphes | Aneuploid 11 Karzinom
herdférmiger maligner Adenom mit erhéhter
Transformation (Karzinom) Proliferation

69 4772-03 M 49 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom

70 5823-03 w 27 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Polyploid 1 Adenom

71 6925-03 M 61 | Pleomorphes Adenom dringender Verdacht Pleomorphes Adenom Diploid 2 Adenom

72 7993-03 w 69 | Pleomorphes Adenom positiv Diploid Adenom

73 8007-03 w 71 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom

74 8425-03 w 32 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom

75 8708-03 w 87 | Tumor unklarer Dignitat positiv - Diploid -—- Lost for statistics

76 9127-03 M 37 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom

77 9247-03 M 59 | Adenokarzinom, positiv Plattenepithelkarzinom Aneuploid 9 Karzinom
Plattenepithelkarzinom,
Mischdifferenzierung

78 | 12436-03 M 83 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom

79 1216-04 w 73 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom

80 2177-04 M 69 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Polyploid 1 Adenom

81 4202-04 w 77 | Adenom, ggf. Karzinom positiv Pleomorphes Adenom, Polyploid 5 Adenom
(Tumor unklarer Dignitéat) Rezidiv

82 5699-04 M 55 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Polyploid 1 Adenom

83 8146-04 W 75 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Polyploid 1 Adenom

84 8147-04 M 35 | Pleomorphes Adenom positiv - Polyploid - Adenom

85 | 11277-04 M 66 | Pleomorphes Adenom positiv - Diploid - Adenom
(unklare Dignitat)

86 | 11956-04 w 28 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom

87 | 11994-04 M 67 | Pleomorphes Adenom positiv - Diploid - Adenom

88 | 13076-04 M 37 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom

89 129-05 M 54 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Polyploid 1 Adenom
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Nr | Eingangs | Geschl. | Alter zytologische Diagnose Zytolog. Kategorie Histologie und Klinik DNA- Gruppe Enddiagnose fiir
Nr Diagnose | Tabelle 12 | analyt. Statistik
90 1191-05 M 51 | Pleomorphes Adenom dringender Verdacht Chronische Sialadenitis, Diploid 2 Lost for statistics
Fibrose

91 1314-05 w 61 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom

92 2604-05 w 73 | Adenokarzinom, gering positiv Diffuse Metastasierung eines | Aneuploid 9 Lost for statistics
differenziert, Pankreas- Pankreaskarzinoms,
karzinommetastase klinisches Follow-up

93 4451-05 M 80 | gering differenzierter positiv Maligner epithelialer Tumor Aneuploid 9 Karzinom
epithelialer Tumor,
Adenokarzinom

94 4989-05 M 29 | Pleomorphes Adenom positiv Pleomorphes Adenom Diploid 1 Adenom

95 6071-05 M 34 | Neoplastische Zellen dringender Verdacht Pleomorphes Adenom Diploid 4 Adenom
(Tumor unklarer Dignitéat)

96 7336-05 M 62 | Maligner Tumor, positiv Metastase eines malignen Aneuploid 10 Lost for statistics
Tumorzelltypisierung Melanoms
unklar

97 7987-05 M 57 | maRig differenziertes dringender Verdacht Maligner epithelialer Tumor Aneuploid 8 Karzinom
Adenokarzinom

98 8545-05 w 66 | Adenom, gut differenzier- positiv Pleomorphes Adenom Diploid 5 Adenom

tes Adenokarzinom (un-
klare Dignitat
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Tabelle 33: Messwerte der DNA-Bildzytometrie

Nr | Eingangs Zytolog. Histologie und DNA Ref cv REM 2c DI | DNA 5¢ 9c Ana. | Stem | Std cv Stem 2,5¢ 5¢ 9c
Nr Diagnose Klinik Diag. Cells Ref Ref Mal. EE EE Cells | Mod Dev Stem Shoul Ex Ex Ex
Nr Cells Cells Gr. Nr. Val Stem Fract Rate Rate Rate
in% in%
1 4642-95 | Pl. Ad. Pl. Ad. Dipl. 30 | 338 | 062 014 | 0,10 0 0| 303 | 219 | 006 | 288 | 1419 | 165 | 0,00
2| 6036-95 | Pl Ad. Polypl. 30| 224 | 041 | 055]| 0,34 1 0| 304 | 212 | 011 | 522| 789 | 921 033 0
3| 695395 | Pl Ad. Dipl. 12| 1,22 | 035| 011 | 0,08 0 0 82| 191 | 010 | 503 | 2317 [ 244 | 0,00 0
4 9197-95 | Pl Ad. Pl. Ad. Dipl. 30| 224 | 041| 011 0,08 0 0| 316 | 2,06 | 0,06 | 294 | 31,01 2,22 | 0,00 0
5| 11041-95 | Pl Ad. Pl. Ad. Dipl. 30| 151 | 028 | 0,02 | 0,01 0 0| 311 | 2,06 | 008 | 387 | 2026 | 0,32| 0,00 0
6 | 13106-95 | Pl Ad. Pl. Ad. Dipl. 39| 465| 0,74 | 005 | 0,04 0 0| 309 | 2,09 011 520 | 18,45 | 1,29 | 0,00 0
7 | 14659-95 | Adeno-Ca Malig. Tumor Aneupl. 21| 303 | 066 | 367 | 157 18| 20| 250 | 2,02 | 5,20 5,20 7,20 1,6
8 | 14792-95 | Pl Ad. Pl. Ad. Polypl. 30| 495| 090 | 084 | 047 4 0| 303 | 211 | o016 | 7,44 | 990 | 957 | 132 0
9 | 3334-96 | Mono. Ad. Azinuszell-Ca Dipl. 32| 288 | 051 004 | 0,03 0 0| 316 | 2,03 | 010 | 4,83 | 2405| 1,90 | 0,00 0
10 | 9887-96 | Pl. Ad. Polypl. 31| 1,50 | 0,27 | 2,00 | 0,84 8 2| 308 | 200| 009 | 487 | 1364 | 974 | 260 | 0,65
11 | 13221-96 | Azinuszell-Ca Azinuszell-Ca Polypl. 30| 223| 041| 206 | 085 | 16 0| 334 | 1,99 4,79 4,79 0
12 | 31720-96 | Azinuszell-Ca Azinuszell-Ca Dipl. 30 | 440 | 080 | 056 | 0,34 0 0| 358 | 2,03 13,97 0,00 0
13 945-97 | Pl. Ad. Pl. Ad. Dipl. 8| 305| 1,08 | 0,10 | 0,07 0 0 39| 183 | 009 | 4,76 | 12,82 | 513 | 0,00 0
14 3395-97 | Pl Ad. Pl. Ad. Dipl. 32| 294 | 052 | 0,06 | 0,04 0 o| 307 | 194 | 010 | 519 | 20,85 | 0,98 | 0,00 0
15 |  3639-97 | Pl. Ad. Pl. Ad. Dipl. 30 | 2,03 037 | 030 0,20 0 0 56 | 1,95 | 0,08 | 396 | 839 | 893 | 0,00 0
16 4515-97 | Pl. Ad. Pl. Ad. Polypl. 32| 102| 018 | 4,95 1,36 6 0| 332 201 | 005| 241 | 060 97,59 | 1,81 0
17 | 10688-97 | Pl. Ad. Pl. Ad. Dipl. 30 | 342 | 062 | 008 | 0,06 0 o| 321 | 2,17 | 0,08 | 372 | 841 1,87 | 0,00 0
18 | 13476-97 | abnorm. Platten- | gering diff. Aneupl. 20 | 4,74 | 1,06 | 28,40 | 2,58 | 44 18 78 | 477 | 0,64 | 14,00 | 1,28 | 94,90 | 56,4 | 23,1
ep. (zw.) Plattenep. Ca 0
19 | 14293-97 | Pl Ad. Pl Ad. Polypl. 31| 154 | 028 | 0,30 | 0,20 1 0| 219 | 1,97 | 0,09 | 448 | 2466 | 4,11 | 046 0
20 | 1740-98 | PI. Ad. Pl. Ad. Dipl. 30| 487 | 089 031 020 0 0| 303 | 207 | 010 | 497 | 17,82 | 6,60 | 0,00 0
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Nr Eingangs Zytolog. Histologie und DNA Ref Ccv REM 2c DI DNA 5¢ 9c Ana. Stem Std cVv Stem 2,5¢ 5¢ 9c
Nr Diagnose Klinik Diag. Cells Ref Ref Mal. EE EE Cells | Mod Dev Stem Shoul Ex Ex Ex
Nr Cells Cells Gr. Nr. Val Stem Fract Rate Rate Rate
in% in%
21 4833-98 | Plattenep. Ca Plattenep. Ca Aneupl. 30| 491 | 089 | 1,89 | 1,54 5 1 49 | 232 | 013 | 5,78 | 4,08 | 67,30 | 10,20 | 2,04
22 | 9655-98 | Pl Ad. Pl. Ad. Dipl. 35| 391 | 066 | 020 0,14 1 0| 307 | 209 013 | 630| 11,07 | 554 | 033 0
23 | 11063-98 | Pl Ad. Pl. Ad. Dipl. 35| 472 | 080 | 006 | 0,04 0 o| 311 | 1,88 | 010 | 525 | 16,72 | 064 | 0,00 0
24 | 13022-98 | Pl Ad. Pl. Ad. Dipl. 30| 448 | 0,82 | 0,09 | 0,07 0 of 302/ 1,98 | 0,11 531 | 19,21 1,99 | 0,00 0
25 | 14271-98 | Adeno-Ca Adeno-Ca Aneupl. 30 | 476 | 087 | 596 | 1,48 | 61 3| 300 | 335| 020| 589 | 933 96,00 | 20,33 1
26 784-99 | Adeno-Ca Metastase, Aneupl. 30 | 451 | 0821140 | 1,92 | 65 5| 314 | 442 | 021 | 490 | 11,22 | 98,40 | 20,83 1,6
Melanom
27 | 3165-99 | Pl Ad. Pl. Ad. Dipl. 30 | 447 | 082 010 | 0,07 0 0| 309 | 1,86 | 0,11 575 | 16,18 [ 1,62 | 0,00 0
28 | 8285-99 | Pl Ad. Pl. Ad. Dipl. 39| 458 | 073| 0,18 | 0,13 0 0| 322 | 2,02 | o010 | 476 | 2329 | 497 | 0,00 0
29 | 9321-99 | Pl Ad. Pl. Ad. Dipl. 3 | 471 | 079 | 013 | 0,09 0 0| 304 | 1,97 | 010 | 532 | 19,41 3,29 | 0,00 0
30 [ 11037-99 | Pl Ad. Dipl. 34| 475 | 081 | 006 | 0,04 0 0| 310 | 206 | 008 | 417 | 935| 1,29 | 0,00 0
31 | 11858-99 | Pl Ad. Pl. Ad. Polypl. 12| 218 | 063 | 1,11 | 057 1 0 48 | 214 | 013 | 6,11 | 18,75 | 4,17 | 2,08 0
32 | 13658-99 | Ca papill.-zyst. Ca, | Aneupl. 32| 19| 034 210 | 086 8 1| 301 | 215 | 011 | 525 13,00 | 14,00 | 2,67 | 0,33
Azinuszell-Ca
33 37-00 | Pl Ad. Pl. Ad. Dipl. 33| 122 | 021 014 | 0,110 0 56 | 1,94 | 0,09 | 446 | 16,07 | 3,57 | 0,00 0
34 868-00 | Pl. Ad. Pl. Ad. Dipl. 31| 497 | 089 | 006 | 0,04 0 0| 313| 1,94 | 013 | 627 | 1725 | 6,07 | 0,00 0
35 | 1394-00 (Cz?/st. N, Spinozell. Ca Aneupl. 30| 373 | 068 | 258 | 097 | 22 1| 318 | 1,99 | 0,16 | 809 | 472 | 57,23 | 6,92 | 0,31
36 | 1895-00 | PI. Ad. Pl. Ad. Dipl. 31| 417 | 075| 040 | 0,25 1 0| 337 | 213 | 007 | 327 | 1721 | 7,72 | 0,30 0
37 | 3744-00 | Pl Ad. égenoidzyst- Dipl. 20 | 428 | 0,9 | 0,01 | 0,01 0 0| 311 | 2,01 | 006 | 293 | 16,72 | 0,00 | 0,00 0
38 | 3905-00 ?L n/:gr-‘ Warthin | PI. Ad. Dipl. 32| 472 | 083| 021 0,115 0 o| 318 212 | 0,13 | 6,10 | 13,21 | 11,95 | 0,00 0
39 | 5296-00 | Pl Ad. Pl. Ad. Dipl. 30| 371 | 068 | 047 | 0,29 1 0| 307 | 210 | 011 | 530 | 2248 | 847 | 0,33 0
40 | 5427-00 | Pl Ad. Dipl. 31| 484 | 087 | 010 0,07 0 0| 311 | 207 | 010 | 487 | 1994 | 225 0,00 0
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Nr | Eingangs Zytolog. Histologie und DNA Ref Ccv REM 2c DI DNA 5¢c 9c Ana. Stem Std Ccv Stem 2,5¢ 5¢ 9c
Nr Diagnose Klinik Diag. Cells Ref Ref Mal. EE EE Cells | Mod Dev Stem Shoul Ex Ex Ex
Nr Cells Cells Gr. Nr. Val Stem Fract Rate Rate Rate
in% in%
41 6489-00 | Adeno-Ca Metastasen, Ca | Aneupl. 42 | 408 | 0,63 | 431 | 127 | 52 2| 306 | 306 034 | 1127 | 7,21 | 87,54 | 17,05 | 0,66
42 | 8761-00 | Pl Ad. Pl Ad. Dipl. 30 279 | 051 | 006 | 0,05 311 | 209 | 010 | 489 | 2830 | 064 | 0,00 0
43 | 10090-00 | Adenom, Zystadeno- Dipl. 40| 472 | 0,75| 0,05 | 0,04 0 0| 301 | 210 | 0,10 | 4,89 | 14,29 | 1,33 [ 0,00 0
Adenolymphom lymphom
44 | 11034-00 | Pl Ad. Pl. Ad. Polypl. 30 | 2,60 | 047 | 044 | 0,28 3 0| 302 | 2,06 | 009 423]| 1921 6,95 | 0,99 0
45 | 11221-00 | PI. Ad. Dipl. 12| 2,05 | 059 | 022 | 0,15 0 0 39 [ 2,01 | 008 | 4,17 | 1538 [ 513 | 0,00 0
46 | 13328-00 | Pl Ad. Dipl. 5| 166 | 074 | 0,10 | 0,07 0 0| 319 | 215 | 0,06 | 2,61 | 1223 | 1,57 | 0,00 0
47 4469-01 | Pl. Ad. Pl. Ad. Dipl. 30 | 253 | 046 | 0,06 | 0,05 0 0| 300| 213 | 0,09 | 4,37 | 2333 | 1,33 | 0,00 0
48 | 5261-01 | Pl. Ad. Polypl. 30| 1,77 | 032 | 240 | 0,93 6 0| 311 | 193 | 006 | 332| 7,07 | 5370 | 1,93 0
49 | 5708-01 | Pl Ad. Dipl. 25| 353 | 0,71 | 0,03 | 0,02 0 0| 303| 205 | 007 | 362( 1584 | 0,33 | 0,00 0
50 | 5802-01 | Pl Ad. Pl. Ad. Dipl. 32| 294 | 052| 016 | 0,11 0 0| 306 | 2,16 | 007 | 3,43| 1993 | 490 | 0,00 0
51 6562-01 | Pl Ad. Dipl. 30 [ 248 | 045 | 0,01 | 0,01 0 0| 133 | 203 | 0,08 | 4,01 | 2857 | 0,00 | 0,00 0
52 | 12012-01 | Mukoepid.-Ca Mukoepid.-Ca Aneupl. 1| 131 039 786 | 166 | 61 6| 299 | 373 | 033 | 912 | 8,39 | 9195 | 2047 | 2,01
53 | 12258-01 | Pl Ad. Pl Ad. Dipl. 7| 455 | 1,72 | 0,0 | 0,07 0 0| 102 | 1,91 | o010 | 530 | 14,71 0,00 | 0,00 0
54 | 14223-01 | Pl Ad. Dipl. 34| 1,56 | 0,27 | 0,06 | 0,04 0 0| 302| 213 | 0,09 | 4,09 | 1523 | 0,99 | 0,00 0
55 | 14225-01 | Pl Ad. Polypl. 35| 1,64 | 028 059 | 035 1 0| 313 | 212 | 010 | 466 | 17,57 | 13,42 | 0,32 0
56 548-02 | PI. Ad. Dipl. 30| 1,53 | 0,28 | 0,13 | 0,09 0 0| 251 | 1,9 | 006 | 3111|1793 | 3,19 | 0,00 0
57 | 2226-02 | Pl Ad. Dipl. 9| 231 | 077 | 0115 | 0,10 1 0| 300 | 2,07 | 010 | 4,83 | 2267 | 533 | 033 0
58 | 7764-02 Lunmit DZIéS)t Zyst. benig. Tu | Dipl. 30| 298| 054 | 041 0,26 2 o| 173 | 2,15 | 017 | 7,31 | 1329 | 3064 | 1,16 0
59 | 8837-02 | Pl Ad. Pl. Ad. Dipl. 30 | 368 | 067 008/ 0,06 0 0| 315| 2,16 | 008 | 354 | 508 | 0,00 | 000 0
60 | 8990-02 | Pl Ad. Pl. Ad. Dipl. 35| 497 | 084 | 005/ 0,03 0 304 | 2,16 | 0,13 | 6,40 | 14,14 | 0,33 | 0,00
61 9243-02 | Pl Ad. Pl. Ad. Dipl. 30 | 460 | 084 | 005 | 0,04 0 0| 304 | 2,02 | 009 | 457 | 1875 | 0,66 | 0,00 0
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Nr | Eingangs Zytolog. Histologie und DNA Ref Ccv REM 2c DI DNA 5¢c 9c Ana. Stem Std Ccv Stem 2,5¢ 5¢ 9c
Nr Diagnose Klinik Diag. Cells Ref Ref Mal. EE EE Cells | Mod Dev Stem Shoul Ex Ex Ex
Nr Cells Cells Gr. Nr. Val Stem Fract Rate Rate Rate
in% in%
62 | 9475-02 | Pl Ad. Pl. Ad. Dipl. 31| 455 | 082 | 007 | 0,05 0 0| 301 | 2,04 | 010| 487 | 2126 | 1,99 | 0,00 0
63 | 12416-02 | Pl Ad. Pl. Ad. Dipl. 30| 48| 088 | 014 | 0,10 0 0| 311 | 1,98 | 009 | 4,58 | 13,18 | 3,54 | 0,00 0
64 | 13660-02 ﬁgzn%gei (Tu Adeno-Ca Aneupl. 45 | 366 | 0555 | 2,82 | 1,02 12 1| 319 | 255 | 0,15 | 6,08 | 6,90 | 64,89 | 3,76 | 0,31
65 | 3398-03 | Pl Ad. Pl. Ad. Dipl. 33| 166 | 029 | 002 | 0,02 0 0| 299 | 1,93 | 0,11 585 | 19,73 [ 0,00 | 0,00 0
66 | 3579-03 nggggz Ca Aneupl. 35| 392| 066 | 812 169 | 67 6| 300| 350 | 024 | 705| 667 | 8467 | 22,33 2
67 | 3827-03 | Pl Ad. Pl. Ad. Polypl. 31| 281 | 050 | 157 | 0,72 6 302 | 2,05 | 0,10 | 4,83 | 16,23 | 21,52 | 1,99
68 | 4474-03 _Fr’lréﬁ\gf-o(rrpnﬁ)lig- E:i.t/PIYI;;?. Ad. | Aneupl. 38| 259 | 042 | 457 | 1,31 32 5| 335 | 297 | 021| 664 | 1460 | 99,10 | 960 | 1,5
69 | 4772-03 | Pl Ad. Pl Ad. Dipl. 42 | 384 | 0559 | 0,02 | 0,02 0 0| 320 | 2,16 | 0,11 518 | 9,06 [ 0,31 | 0,00 0
70 | 5823-03 | Pl Ad. Pl. Ad. Polypl. 30| 192 | 035| 158 | 0,72 10 0| 364 | 1,95| 005| 248 | 769 | 2280 | 275 0
71 6925-03 | Pl Ad. Pl. Ad. Dipl. 30 | 227 | 041 | 001 0,01 0 0 68 | 2,01 | 007 | 355/ 16,18 | 1,47 | 0,00 0
72 | 7993-03 | Pl Ad. Dipl. 33| 317 | 0,55 | 0,08 | 0,06 0 0 80| 210 | 0,09 | 4,08 2375| 1,25| 0,00 0
73 | 8007-03 | Pl Ad. Pl. Ad. Dipl. 37 | 153 | 025| 007 | 0,05 0 0| 403 | 215 | 010 | 464 | 16,13 | 1,24 | 0,00 0
74 | 8425-03 | Pl Ad. Pl. Ad. Dipl. 11| 340 1,02 0,33 0,22 0 0| 200 2,05 | 013 | 6,48 | 1550 | 9,50 | 0,00 0
75 | 8708-03 | Tu unkl. Dig. Dipl. 37| 379 | 062 007 | 005 0 0| 326 | 204 | 007 | 329 | 1503 | 1,53 [ 0,00 0
76 | 9127-03 | Pl Ad. Pl. Ad. Dipl. 30| 360 | 066 | 012 | 0,09 0 o| 178 | 2,03 | 005 | 255 | 16,29 | 281 | 0,00 0
77 | 9247-03 | Adeno-Ca, Plattenep. Ca | Aneupl. 30| 345 | 063 | 246 | 095 | 13 4| 315 | 2,03 | 016 | 7,92 | 10,16 | 27,30 | 4,13 | 1,27
Plattenep. Ca
78 | 12436-03 | Pl Ad. Pl. Ad. Dipl. 30 | 247 | 045| 0,07 | 0,05 0| 300 205 | 007 | 329/ 19,00 1,67 | 0,00 0
79 1216-04 | Pl. Ad. Pl. Ad. Dipl. 31| 460 | 083 003 | 0,02 0 0| 340 | 1,92 | 006 | 326 | 2412 | 059 | 0,00 0
80 2177-04 | Pl Ad. Pl. Ad. Polypl. 30| 194 | 035| 021 0,15 1 of 309 | 1,86 | 009 | 4,86 | 2557 | 3,24 | 0,32 0
81 4202-04 | Ad., ggf. Ca Pl. Ad., Rezidiv | polypl. 30 | 448 | 082 | 4,39 | 1,29 10 0| 307 | 2,07 | 013 | 328 | 6,51 | 96,74 | 3,26 0

(Tu unkl. Dig.)
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Nr Eingangs Zytolog, Histologie und DNA Ref Ccv REM 2c DI DNA 5¢ 9c Ana. Stem Std cVv Stem 2,5¢ 5¢ 9c
Nr Diagnose Klinik Diag. Cells Ref Ref Mal. EE EE Cells | Mod Dev Stem Shoul Ex Ex Ex
Nr Cells Cells Gr. Nr. Val Stem Fract Rate Rate Rate
in% in%
82 | 5699-04 | Pl Ad. Pl. Ad. Polypl. 30| 252 | 046 | 098 | 0,52 2 1| 305| 194 | 017 | 833 | 11,80 | 1344 | 0,66 | 0,33
83 | 8146-04 | Pl Ad. Pl. Ad. Polypl. 31| 283 | 051 048 | 0,30 3 0| 309 | 2,04 | 011 508 | 16,83 | 6,47 | 0,97 0
84 | 8147-04 | Pl Ad. Polypl. 30| 242 | 044 | 050 | 0,31 0 0| 302 | 2,04 | 0,11 535 | 18,54 | 11,92 | 0,00
85 | 11277-04 BI_- P;d- (unkl. Dipl. 30| 3,64 | 066 | 043 | 0,27 0 0| 341 | 1,93 | 0,09 | 452 | 2229 [ 13,20 | 0,00 0
ig.
86 | 11956-04 | Pl Ad. Pl. Ad. Dipl. 30 | 482 | 088 | 006 | 004 0 0| 327 | 1,99 | 0,09 | 436 | 21,41 0,92 | 0,00 0
87 | 11994-04 | Pl Ad. Dipl. 30 [ 300 055| 004 | 003 0 0| 304 | 19 | 0,10 | 4,95 | 2237 | 066 | 0,00 0
88 | 13076-04 | Pl Ad. Pl. Ad. Dipl. 30| 339 | 062 004 003 0 0| 302 | 1,94 | 012 | 6,06 | 1954 | 0,33 | 0,00 0
89 129-05 | Pl Ad. Pl. Ad. Polypl. 30 | 467 | 085| 015 | 0,10 0 0| 303| 1,86 | 009 | 458 | 26,73 | 4,29 | 0,00 0
90 1191-05 | PI. Ad. Sialadenitis Dipl. 32| 421 | 0,74 | 0,05 | 0,03 0 of 300 1,97 | 0,11 543 | 2467 | 0,67 | 0,00 0
91 1314-05 | PI. Ad. Pl. Ad. Dipl. 34| 316 | 054 | 0,13 | 0,09 0 0| 324 | 2,08 | 007 | 331 | 11,73 | 278 | 0,00 0
92 | 2604-05 | Adeno-Ca, Metast., Aneupl. 30 | 487 | 0892314 | 243 | 111 | 24| 206 | 3,53 | 032 | 848 | 6,37 | 99,02 | 54,41 | 11,76
Pankreas-Ca Pankreas-Ca
metast.
93 | 4451-05 | Epithel. Tu, Malig. epithel. Aneupl. 30 | 433 | 0,79 | 224 | 0,90 12 7| 300 | 237 | 025 | 10,83 | 11,49 | 26,69 | 4,05 | 2,36
Adeno-Ca Tu
94 |  4989-05 | Pl Ad. Pl. Ad. Dipl. 30| 295| 054 | 009 007 0 0| 308 | 213 | 008 | 381 | 21,10 | 162 | 0,00 0
95 6071-05 | Neopla. Zellen Pl. Ad. Dipl. 31| 481 | 086 | 005 0,04 0 of 302| 195 | 012 | 575| 1589 | 2,32 | 0,00 0
(Tu unkl. Dig.)
96 7336-05 | Malig. Tu Metast. malig. Aneupl. 33| 117 | 020 | 2,68 | 0,99 10 3| 332 240 | 009 | 375| 934 | 37,35 | 3,01 0,9
Melanoms
97 7987-05 | maig diff. Malig epithel. Aneupl. 30| 367 | 067 | 347 | 1,14 51 1| 360 | 204 | 013 | 660 | 333 | 66,11 | 14,17 | 0,28
Adeno-Ca Tu
98 | 8545-05 | Ad., gut diff. Pl. Ad. Dipl. 30| 225| 041 1,39 | 0,66 4 0| 305| 2,00| 005| 267 | 12,13 | 2557 | 1,31 0
Adeno-Ca
(unkl. Dig.)
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Tabelle 34: Einordnung der Fille in die Vier-Felder-Tafeln deskriptive Statistik
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Tabelle 35: Einordnung der Fiélle in die Vier-Felder-Tafeln analytische Statistik
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multivariate

Analyse
alle Parameter

P

fn

fp

rn

Vier-Felder-Tafel

2c DI

P

fn

fp

rn

Vier-Felder-Tafel

5¢ Exceeding

Events

P

fn

fp

rn

Vier-Felder-Tafel

9c Exceeding

Events

rp

fn

fp

rn

Vier-Felder-Tafel

Stammlinien-

modalwerte

rp

fn

fp

(0]

(0]

(0]

(o)

(0]

(0]

(o)

(0]

(0]

(0]

(0]

(0]

(0]

(o)

(0]

(0]

rn

Nr

10| ®

11

12

13| ®
14| ®

15

16 | ®

17
18

19| ®
20 | ®

21

2| ®
23| ®
2% | ®

25

27

28 | ®
29 | ®
30 | ®

31

32

3B ®
M| ®

35

36| ®

37

38| ®
39| ®
40 | ®

M
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Vier-Felder-Tafel
Stammlinien-
modalwerte

Vier-Felder-Tafel
9c Exceeding
Events

Vier-Felder-Tafel
5¢ Exceeding
Events

Vier-Felder-Tafel
2¢ DI

Vier-Felder-Tafel
multivariate
Analyse
alle Parameter

Nr|{m |fp|fn|rmp|m|fp|fn|rmp|m|fp|fn|rp|m | fp|fn|rp|m)|fp|fn|rp
84 | ® | o o|lo| X | o o o) X | o o) o o) o| X|o| X | o o o
8 | ® | o o| o X | o o o) X | o o) o) [o) o| X|o| X ]| o o) o
86 | ® | o o|lo| X | o o) [o) X | o [o) o) X | o o) o| X | o o) o)
87 | ® | o o|lo| X | o o o) X o] [¢) o X | o o o | X o] o o
8 | ® | o o|lo| X | o o o) X | o o) o X | o o o| X | o o o
89| ®| o o| o X | o o) o) X o] o] o) X | o o) o | X o] o) o)
NN - |- =-1=-1-=--|-=-|-|-{--1-|-=-/=-1=-1-1-|-1|-
M| Q| o o|lo| X | o o o) X o] [¢) o X | o o o | X o] o o
R | - |- =-]=-1=-|=-|=-|=|=-|-|--1-|=-|=-1=1-=-1|-|-1-
93| o o) ol ®| o o) o | X o] o] o] X -1|-1-1- o] o] o | X
94 | ® | o o|lo| X | o o X | o o) X | o o o| X | o o
B || o o| o X | o o) o) X o] o] o X | o o) o | X o] o) o)
B | - |- -] - === =|=-|-{=-|-|-|-=-|=-1=|-=-1|-|-1-
97 | o o| X | o o) [¢) o | ®]| o [¢) o | X | - -1~ o] o] o | X
8| ® | o o | o o) o o) o) o) o - | -] -] -] X|o o
Nr|{m |fp|fn|rmp|m|[fp|fn|rmp|m|fp|fn|{rp|m | fp|fn|rp|m)|fp|fn|rp
>|72|0 | 89|70 2|3 |14|69| 3 |3 |[14]|50]| 1 2 | 1|72(1 |0 |16

In Tabelle 35 sind folgende Vier-Felder-Tafeln aufgefiihrt:

Vier-Felder-Tafel zur Gegenuliberstellung von Diagnoseergebnissen aus Zytologie

versus Histologie von Speicheldriisentumoren

Vier-Felder-Tafel Stammlinienmodalwerte

Vier-Felder-Tafel 9c Exceeding Events

Vier-Felder-Tafel 5¢ Exceeding Events

Vier-Felder-Tafel 2c Deviation Index

Vier-Felder-Tafel DNA-Zytometrie

Alle untersuchten Falle wurden entsprechend des untersuchten Parameters in die

Felder aufgeteilt. Die Zuordnung wurde durch ein ,x° gekennzeichnet. Der relevante

Parameter fiir die endgiiltige DNA-zytometrische Diagnose wurde durch ein ,&

gekennzeichnet.
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Abstract

Die DNA-Bildzytometrie ist eine Untersuchungsmethode zur quantitativen Messung der
Chromosomen in Zellkernen mittels computergestiitzter, digitaler Bildanalyse.

Der Nachweis von Stérungen des DNA-Gehaltes (chromosomale Aneuploidie) ist ein
Marker fir neoplastische Transformationen von Zellen. Die angewendete DNA-Bild-
zytometrie bietet neben dem Nachweis einer Stammlinienaneuploidie die Méglichkeit zur
Einzelzellinterpretation und damit auch den Nachweis von Einzelzellaneuploidie.

In der vorliegenden Arbeit wurden mittels der DNA-Bildzytometrie insgesamt 98
Speicheldrisentumoren untersucht, um Einblick in deren DNA-Verteilung zu gewinnen
und die Qualitat dieser Untersuchungsmethode zu bewerten. Die Studie wurde mit
deskriptiver und analytischer Statistik beschrieben und ausgewertet.

Die deskriptive Statistik dieser Studie bestatigt der Zytologie eine Sensitivitat von 88,9%
und eine Spezifitdt von 91,5%. Der Einsatz der DNA-Bildzytometrie auf FNABn der
Speicheldrise verbessert die Diagnosegenauigkeit mit einer Sensitivitat von 89,5% und
einer Spezifitat von 100%.

In der analytischen Statistik wurden Messparameter der DNA-Bildzytometrie zunachst
einzeln untersucht und abschliefend gemeinsam ausgewertet.

Die Ergebnisse der DNA-zytometrischen Messung zeigen, dass Stammlinienmodalwerte
alleine betrachtet keine liberzeugende Differenzierung zwischen pleomorphen Adenomen
und Karzinomen zulassen, in Kombination mit Indikatoren der Einzelzellaneuploidie die
Treffsicherheit deutlich erhdhen (Sensitivitat: 94,1%, Spezifitat: 100%).

Grundsatzlich konnte gezeigt werden, dass pleomorphe Adenome euploid,
Speicheldrisenkarzinome dagegen vorwiegend aneuploid sind. Eine Ausnahme bilden
hochdifferenzierte Azinuszellkarzinome und Adenoidzystische Karzinome mit einer
euploiden DNA-Verteilung.

Zusammenfassend prasentiert sich die DNA-Bildzytometrie als sensitives, reprodu-
zierbares Diagnoseverfahren, das die Ergebnisse der Zytologie absichern und die
Einordnung der Dignitdt bei Speicheldrisentumoren in der praoperativen Planung

erhdhen kann.
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