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Kapitel I Einleitung

I Einleitung

In den Industrielindern ist Krebs die zweithdufigste Todesursache. Die
Haufigkeit des Pleuramesothelioms wird dabei mit 0,16% aller malignen Tumoren und
ca. 0,38% aller tumorbedingten Todesursachen angegeben. Die Inzidenz liegt bei ca.
10-15/100000/Jahr. Aufgrund der langen Latenzzeit von 20 bis 50 Jahren zwischen
Asbestexposition und Erkrankung sowie erheblicher Altlasten in Form asbesthaltiger
Baustoffe wird die Pleuramesotheliommortalitit in den néchsten Jahren vermutlich
weiter steigen (Sohrab und Konietzko, 2002).

Bei diesem ,,Signaltumor bei Asbestexposition handelt es sich um die haufigste
beruflich bedingte Krebserkrankung. Im letzten Jahrzehnt nahm die Anzahl der
Erkrankungen um 50% zu, mit einem weiteren Anstieg kann bis zum Jahr 2020
gerechnet werden. Die Diagnose des malignen Pleuramesothelioms gilt allerdings
derzeit als schwierig, so dass Fehldiagnosen hiufig sind. Der schleichende Beginn mit
spater Diagnose im Stadium der Inoperabilitdt sowie die relative Resistenz gegeniiber
Zytostatika und Strahlen machen das Mesotheliom zu einem sehr schwer zu
behandelnden Tumor. Mit einer mittleren Uberlebenszeit zwischen 4 und 12 Monaten
ist die Prognose besonders ungiinstig (Steele, 2002).

Diese Fakten unterstreichen die Notwendigkeit, eine leistungsstarke und
rentable Mesotheliomfrithdiagnostik zu entwickeln, die die bisherigen Moglichkeiten
tibertrifft.

Da das Auftreten eines Ergusses der serosen Korperhohlen ein Symptom einer
Vielzahl von unterschiedlichen Erkrankungen sein kann, kommt einer erschopfenden
diagnostischen Interpretation die entscheidende Bedeutung zu. Héufig sind Ergiisse
das Erstsymptom einer bis dahin noch nicht bekannten Erkrankung. Da die Atiologie
oftmals nicht eindeutig ist, muss eine Abklarung erfolgen, denn daraus ergeben sich
entscheidende therapeutische Konsequenzen. Die Deutung der gewonnenen Befunde
und die korrekte Diagnosefindung sind aber nach wie vor schwierig.

Ein Pleuraerguss findet sich bei etwa 10% der internistisch betreuten Patienten
(Pfitzer, 1993). Dabei erkrankt die Pleura nur selten primér, sondern wird hiufig im
Rahmen anderer Grunderkrankungen wegen ihrer unmittelbaren Nachbarschaft zu

allen Organsystemen sekundir in das pathologische Geschehen miteinbezogen. Beim
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malignen Mesotheliom handelt es sich um eine primédre Erkrankung der serdsen
Hohlen (Motherby, 1998 a).

Der Nachweis von malignen Zellen in Ergiissen infolge eines Mesothelioms oder
einer Pleuritis carcinomatosa erfolgt zytologisch. Dabei sind normale, nicht aktivierte
Mesothelzellen relativ eindeutig zuzuordnen, wohingegen die Unterscheidung
zwischen reaktiven, respektive proliferierenden Mesothelzellen und mesothelialen
Tumorzellen dem Zytopathologen oftmals schwer fillt. Nicht-invasive, aber
aussagekriftige Methoden zur Untersuchung der Zellen, welche zudem die bisher
erreichte diagnostische Effizienz zu steigern vermdgen, konnten zukiinftig bei der
Diagnosestellung hilfreich sein. Die Ergusszytologie erbringt héufig als erste
Untersuchungstechnik den Nachweis eines malignen Geschehens. Daher ist eine
Verbesserung ihrer diagnostischen Treffsicherheit dringend erforderlich. Eine
Verringerung der Spezifitit darf aber nicht damit einhergehen (Koss, 1992), da eine
falsch-positive Diagnose weitreichende psychische, diagnostische und therapeutische

Folgen hitte.

1 Ergiisse seroser Korperhohlen

1.1 Klinik

Eine krankhafte Vermehrung der Fliissigkeitsmenge in der Pleura-, Peritoneal-
oder Perikardhohle wird als Erguss bezeichnet. Ergiisse konnen Leitsymptom einer
Erkrankung sein (z.B. Pleuramesotheliom), sie lassen aber allein aufgrund der
Symptomatik keinen Riickschluss auf die wursdchliche Grunderkrankung zu.
Atemabhéngige Schmerzen, Reizhusten und Dyspnoe kommen bei Pleura- und
Perikardergiissen vor, wobei 25% der Patienten keine Symptome aufweisen. Eine
Zunahme des Bauchumfanges mit abdominellem Spannungsgefiihl, Knochelodeme,
Dyspnoe und Sodbrennen treten am hédufigsten bei Aszites auf (Weber, 1997,
Konietzko, 1997). Aber auch oligo- oder asymptomatische Verldufe kommen vor. Die
diagnostische =~ Wertigkeit der subjektiven Beschwerden wird durch den
Entstehungsmechanismus ausschlaggebend beeinflusst, aber auch mal3geblich durch
die Ergusslokalisation und die ErgussgroBBe (Geisler und Magnussen, 1990,

Achenbach, 1997).
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Die wenig typische und diagnostisch nur hinweisgebende Symptomatik sowie
die diagnostische Unsicherheit der klinischen Befunde (Inspektion, Perkussion,
Auskultation) miissen daher immer im Zusammenhang mit der Patientengeschichte
gesehen werden. Bildgebende Verfahren sollten sich der korperlichen Untersuchung
anschlieBen, um eventuell Riickschliisse auf eine bestehende Grunderkrankung
zuzulassen. CT oder MRT und Laboranalysen (Tumormarker u. a.) vermégen aber
nicht eine exakte Beurteilung der Dignitdt oder der histogenetischen Klassifikation
eines neoplastischen Geschehens abzugeben. Allein der Histologie und der Zytologie
bleiben der verldssliche Nachweis bosartiger Neubildungen und deren
Malignitédtsgrading (Bestimmung des Differenzierungsgrades der Tumorzellen)
vorbehalten.

Mehr als 50 verschiedene Krankheiten konnen zu einem Erguss fithren. Meist
erfolgt darauthin eine diagnostische Punktion oder eine therapeutische Drainage. In ca.
45% der Fille sind bosartige Zellen enthalten, und in 45% dieser tumorzellpositiven
Ergiisse liefert eine zytologische Untersuchung den ersten Hinweis auf einen
Primértumor (Bedrossian, 1994). Die wichtigste Aufgabe der Zytologie ist dabei die
Differenzierung zwischen Malignitdt und Benignitit der Zellen in Ergussfliissigkeiten.
Zudem konnen, im Falle eines tumorbedingten Ergusses, Aussagen zum Tumortyp und
zur Organzugehorigkeit (ursdchlicher Primértumor) getroffen werden. Ist der die
Fliissigkeitsansammlung verursachende Tumor bekannt, ist ein Grading und Staging
moglich. Des Weiteren werden therapeutische Optionen und evtl. das weiterfiihrende
diagnostische Vorgehen durch die Zytodiagnostik beeinflusst, denn die Therapie kann
an das entsprechende Tumorstadium angepasst werden und die Effizienz einer
therapeutischen MaBnahme kann {iberpriift werden. Daher hat die treffsichere

zytologische Abkldrung von Ergiissen eine grof3e klinische Bedeutung.

1.2 Pathogenese der Ergussbildung

Vielfiltige Mechanismen tragen zur Entstehung eines Ergusses bei (Classen,
1994): Abweichungen des hydrostatischen oder onkotischen Drucks, der
Kapillarpermeabilitit oder Interzellular-Kohdrenz, eine renal bedingte Natrium-
Wasser-Retention oder eine Verlegung der Lymphabflussbahnen (z.B. durch maligne

Zellen) bedingen die vermehrte Flussigkeitsansammlung. Erkrankungen, die die
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Dynamik/das Gleichgewicht von Fliissigkeitssekretion und —absorption storen, gehen
mit einer Ergussbildung einher. Die Pleura kann dabei auch mit Entziindungen,
Verklebungen und Gewebszunahme reagieren. Die primédren und sekunddren
pathologischen Verdnderungen der Pleura gehen hierbei in der Regel mit einer
Verinderung der Zusammensetzung der sezernierten Fliissigkeit einher. Klinisch und
kausalpathogenetisch wird unterschieden zwischen Transsudaten, Exsudaten und
neoplastisch bedingten Erglissen serdser Korperhohlen.

1. Eine Erhohung des hydrostatischen Druckes in den Kapillaren, z.B. bei

kardialer Dekompensation oder

2. die Erniedrigung des onkotischen Druckes aufgrund von Hypoproteindmie,

z.B. bei nephrotischem Syndrom oder Leberinsuffizienz sowie

3. eine Abnahme des intrapleuralen Druckes (bei Totalatelektase eines

Lungenfliigels, Lungenembolie)
fuhren aufgrund einer lokalen oder systemischen Stauung zu einem eiweillarmen
Transsudat. Diese meist zellarme, vorwiegend lymphozytire Fliissigkeit weist
laborchemisch einen niedrigen Eiweifgehalt (<30g/I) und ein geringes spezifisches
Gewicht (<1,015g/1) auf.

Ruft ein entziindlicher Prozess eine pathologische Fliissigkeitsansammlung
hervor (32-36% der Fille), entsteht ein Exsudat (Van Haam, 1977). Im Falle einer
Entziindung ist das Exsudat bedingt durch eine Permeabilititsstorung der
splanchnischen Gefi3e, die zur Exsudation fiihrt. Durch

4. eine erhohte Kapillarpermeabilitdt fiir Fliissigkeiten, Zellen und Eiweil3
(Pleuritis bei Pneumonie, Infektionen mit Bakterien, Viren, Pilzen, Tuberkulose,
Urdmie, Strahlen, rheumatische Erkrankungen)
kommt es zu einem eiweil3- und zellreichen (Leukozyten, Lymphozyten) Exsudat. Der
vermehrte Eiweillgehalt (>30g/1) ist durch den Austritt von Akut-Phase-Proteinen und
Antikorpern bedingt. Das spezifische Gewicht liegt bei mehr als 1,015g/1.

Trans- oder Exsudate enstehen durch

5. eine verminderte Lymphdrainage wegen Tumorzellen oder aber durch

6. Aszitestibertritt tiber diaphragmale Lymphbahnen oder Zwerchfelldefekte.

Die Entstehung eines Aszites bei Lebererkrankungen ist ein noch nicht
vollstandig aufgeklartes, multifaktorielles Geschehen, welches in Zusammenhang mit

einem Ungleichgewicht von Starlingkriften steht. Dabei spielen neben lokalen auch
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systemische Mechanismen wie die renale Natrium-Retention und die Aktivierung des
Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems eine Rolle (Classen, 1994).

Die Behinderung des Lymphabflusses durch Tumorzellen ruft bei
Peritonealkarzinosen ein Exsudat hervor. Insgesamt liegt der Anteil neoplastisch
bedingter Exsudate bei mehr als 40%. Als Sekundirtumor ist besonders die Pleuritis
carcinomatosa zu erwidhnen. Diese wird hiufig durch primire Lungentumoren
(besonders Adeno- und kleinzellige Karzinome), gefolgt vom Mammakarzinom und
malignen Primirtumoren von Ovar, Uterus, Prostata, Magen-Darm-Trakt, Pankreas,
Niere und Leber verursacht. Die Metastasierung erfolgt auf lymphogenem oder
hidmatogenem Wege, oder aber per continuitatem. Die eher seltenen Primértumoren
der Pleura konnen sowohl maligne als auch benigne sein. Auch sie rufen Exsudate

hervor.

Haufigkeit der Pleuraergiisse (nach Hausheer und Yarbro, 1985)

39 2%1% 5%

10%
45%

22%

12%

O Maligne Tumoren: Metastasierende Karzinome (am haufigsten: Méanner: Bronchialkarzinome, Frauen:Mammakarzinome),
metastasierende Sarkome, maligne Mesotheliome, maligne Ly mphome

B Herzinsuffizienz: Rechtsherzinsuffizienz, Linksherzinsuffizienz

O Infektiés (Pneumonie, Pleuritis): Tuberkulose (10%), Bakteriell (9%), Viral (1%), Empyem (1%), Fungal (<1%), Parasitar
(<1%)

0O Unbestimmt

B Lungeninfarkt/-embolie

O Leberzirrhose

| Kollagenosen

O Andere: Niereninsuffizienz, Rheumatismus, Trauma, Asbestose, Pankreatitis

Abb. |.1: Atiologie der Pleuraergiisse
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Die Unterscheidung zwischen Trans- und Exsudaten ist insofern fuir die Klarung
der Atiologie wichtig. Dazu dient die Bestimmung von GesamteiweiB, spezifischem
Gewicht, Zellgehalt und Laktatdehydrogenase. Bei Nachweis eines Transsudates kann
unter Umstdnden auf eine weiterfithrende Diagnostik verzichtet werden, sofern das
klinische Gesamtbild fiir eine extrapleurale benigne Grunderkrankung spricht (z.B.
Herzinsuffizienz, = Nierenerkrankungen,  Lebererkrankungen) und  keinerlei
Tumorverdacht besteht. Exsudate hingegen sprechen eher fiir eine pleurale Ursache
und bediirfen weiterer differentialdiagnostischer MaBnahmen (Light, 1997).
Laborchemisch ergeben sich somit Anhaltspunkte fiir die Dignitédt des Ergusses, der
Nachweis von Malignitit ist allerdings nicht méglich. Bei der Untersuchung maligner
Ergussfliissigkeiten ist zudem eine histogenetische Klassifikation (Aufdecken der
Primérlokalisation eines Tumors) und eine Bestimmung des Differenzierungsgrades
der Zellen (Malignititsgrading) moglich. Dadurch kann der behandelnde Arzt die

Therapie gezielt an das entsprechende Stadium und den entsprechenden Tumortyp

anpassen.

Biochemie Quantitative Analyse
Spezifisches Gewicht Flowzytometrie (Oberflichenmarker, DNA-Ploidie)
Gesamt-Eiweil3 ( Trans- oder Exsudat) Morphometrie
LDH Bild-Analyse
pH AgNOR-Zzhlung
Glukose Mikrobiologie
Amylase Kulturen
Gesamt-Fette Gram-Firbung
Cholesterol Immunologie
Ammoniak

Rheuma-Faktoren
Hyaluronsdure

CEA, ACE, C3-C4, etc.

Komplement
Antinukledre-Antikdrper

Zytologie Andere
Zytologische Untersuchung (Papanicolau, Diff-Quick)

Zellzdhlung und Differentialbild (Giemsa)

Zytogenetik

Spezialfarbungen
Immunzytochemie

Elektronenmikroskopie

Tab. I.1: Laboruntersuchungen von Erglissen seréser Kérperhdhlen
Quelle: Bedrossian (1994)
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1.3 Atiologie

Etwa 10% der internistischen Patienten entwickeln im Krankheitsverlauf einen
Pleuraerguss. Hinweise auf die Atiologie kénnen Anamnese, klinische Symptomatik,
bildgebende Verfahren sowie Zytologie und klinisch-chemische Analysen der
Ergussprobe geben. Primér pleuropulmonale Erkrankungen, aber auch extra- und
intrathorakale sowie systemische Erkrankungen, die sekundir einen Erguss erzeugen,
sind Ursache einer pathologischen Fliissigkeitsansammlung.

Eine kardiale Stauung ist mit 30-40% die haufigste Ursache, gefolgt von
pneumonischen  (30%) und  neoplastischen  (15%)  Primédrerkrankungen.
Lungenembolien und Infarkte (11%), Leberzirrhose, Erkrankungen des rheumatischen
Formenkreises, Tuberkulose und die Asbest-assoziierte Pleuritis rufen Pleuraergiisse
hervor. 30% der Ergiisse entstthen im Rahmen von Entziindungen. In
pneumologischen Kliniken sind derzeit sogar 40% der Ergiisse malignombedingt.
Sekundédr metastatische Tumoren der Pleura sind etwa 20-mal hiufiger als primire
Pleuratumoren (Miiller, 1997). Ein Pleuraerguss tritt in 80% der Fille bei Vorliegen
eines primdren Pleuratumors auf und ist somit dessen wichtigstes Leitsymptom. Sogar
bei 90% der metastatischen sekundédren Pleuratumoren entwickelt sich ein Erguss,
wobei dieser in 40% zugleich auch die Erstmanifestation des malignen Geschehens ist
(Whitaker und Shilkin, 1984 und Loddenkemper, 1994). Bei etwa 30-80% der
Patienten mit unklarem Erguss kann schon durch die alleinige Anwendung der
Zytologie dessen maligne Atiologie festgestellt werden. Bei weiteren 15-20% ergeben
sich hochgradige Verdachtsmomente fiir Bosartigkeit (Gatzemeier und Magnussen,
1988, Light, 1997). Die Ausbildung eines Ergusses im Rahmen eines malignen
Geschehens hat unterschiedliche Entstehungsmechanismen. Maligne Erglisse sind
Folge einer direkten Tumorinvasion in die Pleura, wohingegen indirekt induzierte
Ergiisse (Begleitergiisse) einen zytologisch benignen Charakter aufweisen, weil sie
ohne zwingenden direkten Tumorkontakt entstehen.

Am hiufigsten werden Pleuraergiisse zytologisch untersucht. In 45% dieser
Fidlle werden Tumorzellen gefunden. Bei Ménnern stammen diese meist von Filiae
eines Bronchialkarzinoms, bei Frauen von Brustkrebsmetastasen (Hausheer und
Yarbro, 1984).

Aszitesuntersuchungen werden etwas seltener veranlasst. Hierbei sind

Leberzirrhose und Herzinsuffizienz die hdufigsten &tiologischen Mechanismen, geben
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aber aufgrund ihrer klinischen Eindeutigkeit seltener Anlass zur zytologischen
Abkléarung. Die tumorbedingten Fille (10%) entfallen auf
Gastrointestinalmetastasierung bei Ménnern und Ovarialfilialisierung bei Frauen
(Bedrossian, 1994). Daneben kommen Endometrium- und Mammakarzinome vor,
sowie gastrointestinale und hepatozelluldre Karzinome (Hentrich und Hartenstein,
1997).

Perikardergiisse machen weniger als 1% aller untersuchten Ergiisse aus. Knapp
die Halfte ist durch eine Neoplasie hervorgerufen. Hierbei sind 80% der ursidchlichen
Tumoren Bronchialkarzinome, Mammakarzinome, maligne Lymphome oder
Leukdmien (Wilkes et al., 1995). Des Weiteren fithren Herzinfarkte, Peri- und

Myokarditis Ergilisse des Herzbeutels herbei.

1.4 Klinisches Vorgehen

Der Verdacht auf das Vorliegen eines Ergusses ergibt sich aus Anamnese und
klinischer Symptomatik. AnschlieBend versucht der Arzt, diesen durch eine
korperliche Untersuchung zu untermauern. Der genaue Nachweis einer pathologischen
Flissigkeitsansammlung gelingt dann mit Hilfe von Rontgenaufnahmen, Sonographie,
Computer- und Kernspintomographie.

Therapeutische (z.B. wegen Behinderung der Atemmechanik) und diagnostische
Punktionen werden bei Vorhandensein eines Ergusses vorgenommen. Bei operativen
Eingriffen besteht die Moglichkeit, mittels Aspiration, Biirstung oder einer Lavage
Ergussfliissigkeit zu gewinnen. Falls die erzielte Menge zu gering ist, kann bei
sogenannten ,second look“-Operationen nach Tumorresektionen mit der
Lavagetechnik noch ein ausreichend grof8es Volumen erzielt werden (Ziselman et al.,
1984). Auch per Endoskopie oder aus Drainagen und Dialysaten konnen
Ergussfliissigkeiten gewonnen werden. Der Nachweis eines Ergusses gelingt mittels
Sonographie bei Pleuraergiissen schon ab einem Volumen von 10ml (ReuB3, 1992), bei
Aszites ab 10-15ml (Schliimerich, 1992). Konventionelle Rontgenaufnahmen oder in
seltenen Fillen die Computertomographie dienen ebenfalls dem primiren Nachweis

und der Quantifizierung einer pathologischen Fliissigkeitsansammlung.
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Die diagnostische Treffsicherheit der Ergusszytologie ist abhingig von der
Menge des Untersuchungsmaterials bzw. der Zellkonzentration (Motherby, 1999).
Dabher ist es erforderlich, neben der Aspiration eines hinreichend groBBen Volumens
(mindestens 50-100 ml) die Punktion am tiefsten Punkt der Korperhohle vorzunehmen,
da die Zellen dorthin sedimentieren.

Der Versand des Ergusses sollte moglichst ziigig erfolgen, da die Zellen nur
einen Zeitraum von zwei bis drei Tagen bei Raumtemperatur ohne morphologische
Schiden iiberdauern. Kann diese Frist nicht eingehalten werden, kann der Erguss vor
Ort zentrifugiert werden (340g/5min). Die vom Sediment angefertigten Ausstriche
konnen anschlieBend dem Labor zugesandt werden. Hinweisend kann schon das
makroskopische Aussehen der Fliissigkeit sein: klar, purulent, chylos oder
hdmorrhagisch. Bei eventuell im Erguss befindlichen Prézipitaten oder
Gewebspartikeln werden gefirbte Schnitte angefertigt.

In Abhéngigkeit von der diagnostischen Fragestellung stehen dem Arzt weitere
Untersuchungsmoglichkeiten bei Ergiissen zur Verfligung: Im Labor  werden
biochemische, mikrobiologische, immunologische sowie zytologisch-morphologische
Parameter bestimmt. Das Anlegen einer Zellkultur oder die Anwendung der
Zytogenetik kann ebenfalls hilfreich sein. Daneben ist mittels Spezialfarbungen und
Immunzytochemie eine gezielte Suche nach Tumorzellen durchfithrbar. Die DNA-
Bild-Zytometrie als quantitativ-analytisches Verfahren kommt ebenso zur Anwendung
wie die AgNOR-Analyse.

Weitere notwendige Informationen wie Anamnese, klinische Befunde und
(Verdachts-) Diagnosen sowie die diagnostische Fragestellung sollten durch den
Kliniker mitgeteilt werden, da sie flir den Zytopathologen eine korrekte Interpretation
seiner mikroskopischen Befunde unter Umstédnden erst ermdglichen. Die Auskunft
seitens des Klinikers iiber Grunderkrankungen des Patientens (z.B. Entziindungen,
portale Stauung, Herzinsuffizienz, Primirtumor) gibt dem Zytopathologen wertvolle
Hinweise auf die mogliche Genese des Ergusses. Auch durchgefiihrte therapeutische
MaBnahmen wie Strahlen- oder Chemotherapie sollten unbedingt erwidhnt werden, da
diese Zellveranderungen bedingen, welche in der zytomorphologischen Diagnostik zu

Verwechslungen mit Krebszellen fithren konnen.
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1.5 Therapie von symptomatischen Ergiissen

Vor allem die Verbesserung der Lebensqualitédt des Patienten steht im Vordergrund der
klinischen Therapie, da die Ausbildung eines malignen Ergusses meist auf eine
lediglich palliative Behandlungsmoglichkeit im Rahmen einer fortgeschrittenen
Tumorerkrankung hinweist. Besteht kein kuratives Therapieziel, erfolgt auch keine
Behandlung wenn der Erguss asymptomatisch ist. Eine einfache Punktion der
Ergussfliissigkeit ist mit einer Rezidivquote von bis zu 97% innerhalb eines Monats
verbunden (Anderson et al., 1974). Zudem steigen bei wiederholten Punktionen die
Infektionsgefahr und die Wahrscheinlichkeit der Entstehung eines gekammerten
Ergusses. Im Gegensatz dazu gelingt bei symptomatischen, rezidivierenden
tumorbedingten Pleuraergiissen mit einer Pleurodesebehandlung mittels Mitoxantron,
Bleomycin und Tetrazyklin (Groth et al., 1991; Walker-Renard et al., Ruckdeschel et
al., 1991; Bjermer et al., 1995) die langfristige fibrose Verklebung beider Pleurablitter
miteinander.

Die intraperitoneale Instillation von Zytostatika wie Cisplatin oder Mitoxantron
wird kontrovers diskutiert (Parsons et al., 1996). Ist eine hepatische Filialisierung
Ursache des Aszites, ist eine diuretische Therapie mit Spironolacton oder Furosemid
zweckmiBig (Pockros et al., 1992). Nur bei Patienten mit therapierefraktirem Aszites
und deutlich eingeschrinkter Lebenserwartung ist die operative Anlage eines
peritoneovendsen Shunts trotz der damit verbundenen hohen Komplikationsrate
(Shuntverschliisse, Infektionen, Gerinnungsstorungen) indiziert (Gough and

Balderson, 1993).

2 Das maligne Mesotheliom

Als Mesotheliome bezeichnet man die primdren Tumoren der serésen Hiute:
Pleura, Peritoneum und Perikard, seltener auch der Hodenhiillen. Als Ursache eines
Ergusses sind sie derzeit in Deutschland von besonderer klinischer  und
epidemiologischer Bedeutung (Woitowitz, 1987, Miiller und Kusmann, 1996).
Inzidenz und Mortalitit des malignen Pleuramesothelioms sind seit Jahren ansteigend.

Derzeit sterben in Deutschland pro Jahr etwa 800 Menschen am malignen

10
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Mesotheliom. Die Betroffenen sind in der Mehrheit Personen, die beruflich
Asbeststaub ausgesetzt waren. Zu dieser Entwicklung trug hauptsidchlich die
Expansion der asbestverarbeitenden Industrie, vor allem Ende der siebziger Jahre, bei
(McDonald et al., 1989). In dieser Zeit war Asbest in der Bundesrepublik in tiber 3000
Produkten enthalten. 1989 wurde er in die Gefahrenstoffklasse 1 eingeordnet.
Wenngleich die berufliche Asbestexposition bereits seit 1975 stark abgenommen hat,
wird der Zenit neu aufgetretener maligner Pleuramesotheliome in Deutschland fiir
2017 erwartet (S. Sohrab und N. Konietzko, 2002).

Schon 1938 wurde der Zusammenhang zwischen der Entstehung -eines
Mesothelioms und der Asbestexposition am Arbeitsplatz von Teutschldnder erkannt
(Zit. in Wedler, 1943). 1977 wurde schlieBlich das durch Asbest verursachte maligne
Mesotheliom in die Liste der Berufskrankheiten aufgenommen. Studien zur Dosis-
Wirkungsbeziehung belegen ein deutlich erhohtes Erkrankungsrisiko schon bei
geringen Faserkonzentrationen von 0,1 bis 370 x 10°%g (Tuomi et al., 1990).
Ergebnisse einer bundesdeutschen Studie sprechen fiir ein erhohtes Mesotheliomrisiko
bereits bei einer durchschnittlichen Umweltexposition. Als mogliche Ursachen fiir die
Entwicklung eines Mesothelioms wurden auch Talkum (Rodelsperger et al., 1990)
und kiinstliche Mineralfasern (Woitowitz et al., 1993) diskutiert. Da zwischen der
anamnestisch angegebenen Asbestfaserbelastung und dem Auftreten der ersten
Symptome eines malignen Mesothelioms im Mittel 35 Jahre liegen (Battifora und
McCaughey, 1994), ist mit einem Anstieg der jahrlichen Mesotheliominzidenz (derzeit
ca.600) zu rechnen (Raithel, 1996). Das erwartete Maximum der als Berufskrankheit
(BK-Nr. 4105) anerkannten Neuerkrankungen wird auf ca. 1.000 Falle im Jahre 2010
geschitzt. 1999 wurden in Deutschland 600 neue Fille als Berufskrankheit anerkannt.
Es werden bis zu 20 Mesotheliomerkrankungen auf 100 Todesfille bei
Asbestexponierten beschrieben (Woitowitz, 1987). Der Altersgipfel der Erkrankung
liegt zwischen dem 50. und 60. Lebensjahr. Diese Tatsache und die unterschiedlich
lange Latenzzeit (20 bis 50 Jahre) zwischen Staubexposition und Tumorentstehung
haben sowohl zeitliche als auch differentialdiagnostische Schwierigkeiten zur Folge
(Brockmann et al., 1990).

Erst im fortgeschrittenen Stadium fiihrt das Mesotheliom zu klinischen
Symptomen. Im Krankheitsverlauf treten Thoraxschmerzen, Luftnot bei korperlicher
Belastung, trockener Reizhusten, rezidivierende Fieberschiibe und B-Symptomatik zu

spat auf, um den Patienten rechtzeitig zu einem Arztbesuch zu bewegen. Héaufig
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kommt es spdter zusitzlich zu Komplikationen wie Schluckbeschwerden,
Hornersyndrom, Perikardtamponade oder obere Einflussstauung (Chrétien und
Letournex, 1983).

Oft ist als Leitsymptom ein grofer Pleuraerguss radiologisch sichtbar (Raithel et
al., 1996). Bei 91% der unbehandelten Mesotheliompatienten finden sich laut Yilmaz
et al. (1998) Pleuraergiisse. Der Befund eines Ergusses fiihrt dann meist zu
weiterfiihrender invasiver Diagnostik in Form von Computertomographie, MRT,
Feinnadelaspirationsbiopsie und Thorako- bzw. Laparoskopie mit Biopsie. Die
bildgebenden Verfahren sind aber erst dann erfolgreich in der Beurteilung des Tumors,
wenn dieser bereits ein raumforderndes Stadium erreicht hat. Dabei ist diese Art der
Untersuchung aufgrund der Geritetechnik kostspielig und aufgrund der
zeitaufwendigen Aufnahmetechnik oftmals unangenehm fiir den Patienten. Auerdem
wird der Patient bei der Untersuchung mit Rontgenstrahlung belastet.

Die  Diagnosesicherung  der  diffusen  Pleuramesotheliome  gelingt
bedauerlicherweise in tiber 90% aller Fille erst im fortgeschrittenen Stadium (> T1)
(Raithel et al., 1996). Eine kurative Therapie ist dann wegen des ausgedehnt
infiltrierenden, diffusen Wachstums duBerst selten erfolgreich. Therapie und Prognose
der Mesotheliomkranken sind daher meist infaust. Die mittlere Uberlebensrate liegt bei
4-18 Monaten (S. Sohrab und N. Konietzko, 2002). In einer Studie von Ribak und
Selikoff (1992) an 457 asbestexponierten Mesotheliomerkrankten zeigte sich eine
signifikante Differenz in der Uberlebenszeit pleuraler (11,4 Monate) und peritonealer
(7,4 Monate) Mesotheliome. Nur in fritheren Stadien kann eine Heilung oder
zumindest langjdhrige  Remission  gelingen, und zwar durch radikale
Pleuropneumonektomie unter Mitnahme aller infiltrierten Teile von Diaphragma,
Perikard und Interkostalmuskulatur in Kombination mit adjuvanter Radio-
Chemotherapie (Sugarbaker et al., 1995). Auch die Kombination von operativer
Tumorentfernung und lokaler Interferoninstillation ist in diesem Stadium noch
aussichtsreich (Boutin und Rey, 1993). Als Palliativtherapie wird eine Pleurektomie
vorgenommen oder aber eine analgesierende Bestrahlung. Mit dem Ziel einer
Teilremission kann versuchsweise eine Chemotherapie durchgefiihrt werden (Schiebe
et al, 1994). Auch {iber die Tumorresektion kombiniert mit intraoperativer
hyperthermer Peritonealperfusion mit Cisplatin wird berichtet (Ma et al., 1997). Die
Pleurodesebehandlung bei malignen Pleuraergiissen stellt die wichtigste lokale

MaBnahme zur Prophylaxe eines Rezidivergusses und bei Unmdglichkeit einer
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systemischen Therapie dar (Light, 1990). Trotz intensiver Diagnostik- und
Therapiebemiihungen ist der Krankheitsverlauf rasch letal: Die Uberlebenszeit fiir die
Patienten liegt im Median bei 10 Monaten (Hillerdal, 1983). Eine spezifische
Friihtherapie existiert derzeit noch nicht.

Folglich ist die Frithdiagnostik derzeit der wirkungsvollste Ansatz zur
Verbesserung der Therapieoptionen des malignen Mesothelioms. Neben dem
Screening Asbestexponierter ist also vor allem die zytologische Frith- und
Differentialdiagnostik ~ des  erstmanifesten = Ergusses  entscheidend  und
prognoseverbessernd (Renshaw et al., 1997), da dadurch die Heilungsaussichten fiir
die Betroffenen durch den fritheren Einsatz adiquater Therapien ansteigen. Uberdies
ist erst nach der Diagnosestellung eines asbestverursachten Mesothelioms durch ein
berufsgenossenschaftliches Gutachten die finanzielle Absicherung der Betroffenen
durch eine Minderung der Erwerbsfahigkeit von 100% gesichert (Raithel et al., 1996).

Bisher spielte die zytologische Untersuchung von Ergiissen serdser
Korperhdhlen nur eine untergeordnete Rolle bei der Verifizierung eines
Mesotheliomverdachtes. Eine histologische Abkldarung war notwendig, um im
berufsgenossenschaftlichen Gutachten den bereits manifesten Tumor belegen zu
konnen. Obwohl serdse Ergiisse in bis zu 90% der Fille lange der radiologischen,
klinischen oder histologischen Nachweisbarkeit vorausgehen (Mohrmann, 1996),
waren sie bisher ein verkanntes Untersuchungsgut. Renshaw et al. (1997) beobachtete
an der Gesamtheit ihrer Mesotheliomerkrankten jeweils wenigstens einen Erguss.
Allerdings lag die von ihnen beschriebene Sensitivitdt der zytologischen Befundung
bei nur 32%, weshalb sie eine darauffolgende histologisch-bioptische Abkldrung
befiirworteten. Folglich wurde die gezielte Biopsie als bedeutsamstes diagnostisches
Mittel angesehen (Averbach und Sugarbaker, 1996).

Mittlerweile ist es aber moglich, mittels ergusszytologischer adjuvanter
Verfahren, ein malignes Mesotheliom zu diagnostizieren und es von sekundéren,
metastatischen Tumoren differentialdiagnostisch abzugrenzen. In dieser Arbeit wurde
durch die Kombination der nicht invasiven Methoden eine Verbesserung der
diagnostischen Treffsicherheit angestrebt.

Die erzielbaren Heilungserfolge sind abhidngig vom Zeitpunkt und der Sicherheit
der Detektion, von der prazisen Klassifikation des Tumortyps und von der validen
Einstufung seines Malignitdtsgrades. Die (Friih-) Diagnostik ist der klinische Ansatz,

der leichter und effektiver als die Therapie verbessert werden kann. Vielmehr bildet
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die Frithdiagnostik unspezifischer oder asymptomatischer Ergiisse von Pleura und
Peritoneum die Voraussetzung fiir den Erfolg kurativer Therapieansitze mittels
radikaler chirurgischer und radiologisch-chemotherapeutischer Schritte.

In der Pathologie bzw. Histologie werden groere Mengen an
Untersuchungsmaterial auf eine invasive und flir den Patienten schmerzhafte Art und
Weise gewonnen und anschlieBend untersucht. Mit der Zytopathologie dagegen ist
eine Form von ,sanfter Krebsdiagnostik moglich, die nicht nur eine friithzeitige
Befunderstellung erlaubt und zudem preiswert ist, sondern ferner durch ihre unblutige
Durchfiihrbarkeit eine flir den Patienten angenehme und fiir die Kostentriger giinstige
ambulante Diagnostik ermoglicht. Die Compliance und Akzeptanz seitens der
Patienten steigt aufgrund der fast schmerzfreien und nahezu komplikationslosen
Entnahme des Untersuchungsmaterials.

Die Entnahme nur geringer Mengen an Untersuchungsmaterial sollte eine
ethische Forderung der Medizin sein. Bisher stellte sich in der Zytopathologie aber das
Problem der eingeschrinkten diagnostischen Moglichkeiten an derart wenig
Zellmaterial der Verfolgung dieses Ziels entgegen. Die Rate an (aufgrund zu geringer
Zellzahl) unzureichenden Proben fiihrte zur Ablehnung von Priparaten. Gleichzeitig
zeigte sich eine niedrige Treffsicherheit bei Prdparaten mit einer nur minimalen
Zellzahl .

Mit dieser Arbeit wird hierfiir ein LoOsungsansatz geboten: Durch die
kombinierte Anwendung bereits erprobter und wissenschaftlich anerkannter adjuvanter
zytologischer Methoden ist es nun mdoglich, eine hohere diagnostische Treffsicherheit
zu erreichen. Es konnen mehr Proben ausgewertet werden, da selbst eine geringe
Anzahl an Zellen diagnostisch ausreichend ist. Uberdies kann an wenigen Zellen mehr
Information gewonnen werden.

Um einen hohen Qualitétsstandard sicherzustellen und aufrechtzuerhalten, muss
zudem die Reproduzierbarkeit der Diagnostik gegeben sein, da sonst im Rahmen der
Validierung des zytologischen Befundes weitere, unter Umstinden mit
Komplikationen verbundene diagnostische und therapeutische MaBnahmen durch den
Kliniker eingeleitet werden miissten. Unnéotige und kostspielige Kontrollbiopsien und
Operationen finden statt, die dem Patienten die Entscheidung fiir eine primére

zytologische Abklarung seiner Erkrankung sehr fragwiirdig erscheinen lie3en.
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3 Zytologische Diagnostik

Grundsétzlich finden sich in der Ergussfliissigkeit folgende Zelltypen:
Granulozyten, Lymphozyten, Makrophagen, Mesothelzellen und im Falle eines
malignen Geschehens auch Tumorzellen. Eine morphologische Konkordanz zwischen
der urséchlichen Erkrankung der serésen Hohlen und den zelluldren Bestandteilen der
Ergussfliissigkeiten gibt es aber nicht. Die bedeutsamste Aufgabe der diagnostischen
Zytologie von Ergiissen ist infolgedessen der Tumorzellnachweis. Neben den
iblicherweise durchgefiihrten Routinefirbungen stehen bei speziellen Fragestellungen
auch immunzytologische Farbungen zur Verfligung.

Bei der zytologischen Befundung von Ergiissen serdser Korperhohlen existieren
11 unterschiedliche Gruppen morphologisch-diagnostischer Kriterien mit etwa 80
verschiedenen Aspekten, die unterschieden werden. Folgende Merkmale werden
differenziert: Zellkerne, Nukleolen, Chromatin, Kern-Kern-Beziehungen, Zytoplasma
(-vakuolisierung), Pigmentierung, Zellform, Kern-Plasma-Relation, Zell-Zell-

Verbindungen und Zellarrangement.

Zellkern Zytoplasma Arrangement
Zellkerne: Zytoplasma: Zellform:
e VergroBerung e  Strukturlos e Rund
e Anisonukleose e Vakuolisiert e Oval
e Mikrokerne e  Granuliert e Kubisch
e Polymorphie e Strihnig-wabig e Zylindrisch
e Kernmembran-UnregelmaBigkeit e  Fibrillar e Dreieckig
e Kernmembran-Verdickung e Scheckig e Polygonal
e Dicht o Zipflig
e Transparent e  Geschwinzt
e Polymorph
e Rechteckig begrenzt
e (latt begrenzt
e Polyzyklisch begrenzt
Nukleolen: Zytoplasma-Vakuolisierung: Zell-Zell-Verbindungen:
e VergroBerung e Kleine Vakuolen e Interzellularspalten
e GroBenvariabilitit e Grofle Vakuolen o Interzellularbriicken
e Vermehrung e Grofenvariable Vakuolen e Zellgrenzen
e Polymorphie e Seifenschaumartige Vakuolen o Interzelluldre Fenster
e Kernmembranstindigkeit e Apikale Vakuolen e Interzelluldre Lumina
e Intrazelluldre Lumina
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Zellkern

Chromatin:

Feinkornig
Grobkérnig
Hyperchromasie
Anisochromasie
Irreguldre Verteilung

Kern-Kern-Beziehungen:

Zytoplasma

Pigmentierung:
o QGalle
Lipofuszin
Hamosiderin
Melanin
Anthrakotisch

Kern-Plasma-Relation:

Arrangement

Zell-Zell-Lagerung:
e FEinzeln

Gruppen

Verbénde

Synzytien

Einschichtig

Mehrschichtig

Hexagonal

Zwiebelschalenartig

Azini

Driisen

Papillen

Trabekel

Kugeln

Nuclear moulding
Nuclear crowding

Vergrofert
Verkleinert
Variabel

Dachziegelartige Uberlagerung
Fischzugartige Lagerung
Kreuzende Kernachsen
Rosettenartig

Perlschnurartig

Palisadenartig

Tab. 1.2: Diagnostische Kriterien der Ergusszytologie. Aus: Motherby

(1998c)

Anhand dieser Kriterien wird die zytologische Diagnose, abhidngig von der

Wahrscheinlichkeit, nach der maligne Zellen vorliegen, in eine Kategorie der

,Diusseldorfer Nomenklatur eingeordnet (Bocking, 1998). Sind keine malignen Zellen

feststellbar,

so lautet die Diagnose ,negativ®,

ist das Vorhandensein nicht

auszuschliefen, ,,zweifelhaft®, ist es wahrscheinlich, ,,dringend verdédchtig®, und falls

Tumorzellen sicher nachweisbar sind, ,,positiv*.

Unzureichend Negativ Zweifelhaft Dringender Positiv
Verdacht
Fiir eine Bosartige Zellen | Bosartige Zellen | Bosartige Zellen | Sicher mit bosartigen
zytologische sind nicht sind nicht sind Zellen
Diagnostik nicht nachweisbar auszuschliessen | wahrscheinlich (p (p=100%)
hinreichend (p =0%) (p ca. 30%) ca. 70%)
erhaltene oder
repréisentative
Zellen

,Dusseldorfer Nomenklatur®, Bocking und Freudenberg (1998a)

16



Kapitel I Einleitung

Zytologisch spezifische Diagnosen sind solche, die sich allein aufgrund

morphologischer Kriterien stellen lassen, ohne dass klinische Informationen mit in die

Befunde eingehen. Dabei wird nach benigner und maligner Dignitét unterschieden.

Benigne Dignitiit

zytologisch angegeben)

(entspricht nicht tumordsen, spezifischen Grundkrankheiten, wie

Maligne Dignitit

(entspricht der Metastasierung durch spezifische Primértumoren

oder malignen Mesotheliomen, wie zytologisch angegeben)

o  Unauffilliger Erguss

o  Stauungserguss

o  Héamorrhagischer Erguss

o  Chronisch-entziindlicher Erguss
o  Akut-entziindlicher Erguss

o  Eitriger Erguss

o Tuberkultser Erguss

o  Chyloser Erguss

o

(e]

(0]

o

Karzinom o.n.A.
Adenokarzinom o.n.A.
schleimbildendes/siegelringzelliges
Plattenepithelkarzinom
Kleinzelliges Karzinom
Undifferenziertes Karzinom
Malignes Mesotheliom
Malignes Lymphom
Hodgkin-Lymphom
Non-Hodgkin-Lymphom o.n.A.
hochmalignes/niedrig malignes
Sarkom

Malignes Melanom

Tabelle 1.3:
Koérperhohlen. Aus: Motherby (1998c)

Zytologisch spezifische Diagnosen

in Erglussen seréser

Des Weiteren gibt es zytologisch bedingt spezifische Diagnosen, bei denen

ebenfalls eine gutartige und eine bosartige Dignitdt differenziert werden.

Benigne Dignitiit Maligne Dignitit
Vereinbar mit nicht tumordsen, spezifischen Vereinbar mit Metastasierung durch spezifische

Grundkrankheiten Primértumoren

e Herzinsuffizienz e Rheumatismus Karzinosen Leukiimien und

e Portale e Niereninsuffizienz e Speicheldriisenkarzinome | Lymphome

Hypertension e Dialysat e Schilddriisenkarzinome e Lymphatische

e Herzinfarkt e Asbestose e Bronchialkarzinome Leukémien

e Pneumonie e Trauma e Osophaguskarzinome ® Myeloische

e Pleuritis e Pneumothorax e Mammakarzinome Leukémien

e Pankreatitis e Fremdkorperreaktion | o Gallengangskarzinome ¢ Hodgkin-

e Peritonitis e Meigs-Syndrom ¢ Pankreaskarzinome Lymphome

e Perikarditis e Mesenterialinfarkt e Dickdarmkarzinome ¢ Non-Hodgkin-

¢ Myokarditis e Strahlenreaktion e Nierenzellkarzinome Lymphome

* Mykose e Zytostatikareaktion e Urothelkarzinome * hochmaligne

e Parasitenbefall e Hodenkarzinome * niedrigmaligne
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Benigne Dignitiit Maligne Dignitit
Vereinbar mit nicht tumordsen, spezifischen Vereinbar mit Metastasierung durch spezifische
Grundkrankheiten Primértumoren
Kollagen- e Ovarialkarzinome Sarkomatosen
Krankheiten e Endometriumkarzinome e Leiomyosarkome
Lungeninfarkt e Cervix-uteri-Karzinome e Rhabdomyosarkome
Sarkoidose e Pseudomyxoma peritonei e Fibrosarkome
e Liposarkome
e Osteosarkome
e Chondrosarkome

Tabelle 1.4: Zytologisch bedingt spezifische Diagnosen. Aus: Motherby (1998c).

3.1 Treftsicherheiten

Die Diftferenzierung zwischen entziindlich alterierten und hyperplastischen oder
neoplastischen Mesothelzellen oder abgesiedelten Zellen eines Adenokarzinoms ist
oftmals wegen ihrer zytomorphologischen Gleichartigkeit nahezu aussichtslos (Salerno
et al., 1990). Die morphologischen Erscheinungsbilder reaktiv verénderter Zellen und
metastatischer Adenokarzinomzellen weisen unter Umstéinden groBe Ahnlichkeiten auf
(Boon et al., 1984; van de Molengraft et al., 1981). Aktivierte Mesothelzellen weisen
z. T. eine erhebliche Zell- und Kernpolymorphie auf, die eine Abgrenzung zum
Mesotheliom erschweren (Miiller, 1997). Sherman und Mark (1990) gelang bei der
Untersuchung von 89 Pleuraergiissen aufgrund von Mesotheliomen in nur 53% der
Fille ein Nachweis maligner Zellen und in nur 37% die spezifische Diagnosesicherung
des Mesothelioms. Weitere Schwierigkeiten ergeben sich insbesondere bei der
sicheren Differentialdiagnostik zwischen Karzinosen (metastatische Adenokarzinome)
und malignen epithelialen Mesotheliomen.

Wegen der daraus erwachsenden gutachterlichen, aber auch therapeutischen
Konsequenzen ist gerade in diesen Fillen eine sichere Unterscheidung erforderlich.
Zudem erschweren Zelldegeneration und Zellarmut eine treffsichere zytologische
Diagnosefindung, so dass héufig eine eindeutige Dignititsbeurteilung allein aufgrund
zytologischer Kriterien nicht moglich ist. Die schwierige Abgrenzung zwischen
Makrophagen, Mesothelzellen und Tumorzellen sowie stark h@morrhagische,

entziindliche Begleitreaktionen stellen weitere Erschwernisse dar. Zellatypien durch
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Bestrahlungen, vorangegangene Chemotherapien, mehrfache Punktionen oder einen
Pneumothorax, konnen einen malignen Erguss vortduschen (Grundmann, 1984). Ist die
Zahl entarteter Zellen inmitten einer benigne proliferierten Mesothelzellpopulation
sehr klein, ist eine definitive Tumordiagnosestellung nicht gerechtfertigt. Eine
zweifelsfreie Dignitdtseinschdtzung anhand von zytologischen Bewertungskriterien
gelingt oft nicht aufgrund von Mangel an Qualitdt (schlechter Erhaltungszustand) oder
Menge des eingesandten Untersuchungsmaterials. Daher lautet die zytologische
Diagnose aus technischen Griinden dann ,,zweifelhaft” oder ,,dringend verdichtig auf
das Vorliegen von Tumorzellen (Bocking, 1998 b). In der Routinediagnostik liegt der
Anteil an diagnostisch zweifelhaften Féllen bei etwa 6% (Bocking, 1998 b). Die
Beurteilung lautet ,,Dringender Verdacht auf das Vorliegen von Tumorzellen® bei
durchschnittlich bei 2,9- 5,8% der peritonealen Proben und bei 1,8-7,7% der pleuralen
Fliissigkeiten, mit einem Durchschnitt von 5,6% fiir alle Félle (Motherby, 1998 ¢).

Die Sensitivitdt der konventionellen zytologischen Diagnostik fiir die Erkennung
von Tumorzellen in Ergiissen der serdsen Hohlen betrégt nur etwa 58% (Durchschnitt
aus einer Literaturiibersicht iiber mehr als 6.000 Fille aus sechs Studien, Spriggs und
Boddington, 1989). Folglich ergibt sich eine Rate unentdeckter Tumoren (falsch
negative Diagnosen) von 42%. Prakash und Reimann (1985) berichten iiber eine
Sensitivitdt der zytologischen Diagnostik von 48%. Die Spezifitit betrdgt ca. 97%,
was mit einer mittleren Rate falsch positiver Befunde von 3% einhergeht. Positiver
und negativer Préadiktionswert werden mit 99,3% bzw. 80% beziffert. FEine
Optimierung der diagnostischen Treffsicherheit, speziell der Nachweisrate
(Sensitivitét), ohne Verlust von Spezifitit (Koss, 1992), ist daher unerldsslich. Die zum
Teil erhebliche Schwankungsbreite der  Treffsicherheit, betreffend die
Dignitétsbeurteilung von 40-87%, wird von zwei Faktoren besonders beeinflusst: dem
Tumortyp und der Erfahrung des Zytologen (Light, 1997).

Zur Steigerung der Effektivitit der zytopathologischen Diagnostik gibt es
diverse Zusatzuntersuchungen. Neben der (statischen und Flow-) DNA-Zytometrie
und der AgNOR-Analyse, auf die spiter noch ndher eingegangen wird, stechen dem
Zytopathologen noch Methoden wie die Immunzytochemie, das Magnetic Activated
Cell Sorting (MACS), die Atomic Force Microscopie (AFM), die klassische
Zytogenetik, die Interphase-Zytogenetik (FISH) und die Elektronenmikroskopie zur
Verfluigung.
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gesamt mit [|Zytologie Zytologie Zytologie gesamt ohne|Zytologie Zytologie Zytologie Sensitivitat

Autoren Erguss Falle gesamt|Malignom positiv unklar negativ Malignom positiv unklar negativ in %
Ceelen
(1964) peritoneal 159 72 59 5 8 87 1 2 84 81
Lopez
Cardozo 1248 546 339 29 178 702 2 62 638 62
(1966) pleural
Lopez
Cardozo 344 199 144 16 39 145 (0] 4 141 72
(1966) peritoneal
Johnson
(1966) pleur. &perit. 766 345 131 69 145 421 o] 15 406 37
Spriggs&Bo
ddington 1746 640 349 31 260 1106 3 (0] 1103 54
(1968) pleural
Spriggs&Bo
ddington 452 321 207 3 101 131 (0] 0 131 64
(1968) peritoneal
Mouriquand
et. al. (1977)|pleural 1039 296 200 30 66 743 4 7 732 67
Martensson
et. al. (1985)|pleural 247 139 60 16 63 108 0 3 105 43
Spriggs&Bo
ddington 6001 2558 1489 209 860 3443 10 93 3340 58
(1989) Metaanalyse
Salerno et.
al. (1989) peritoneal 127 32 7 X 25 95 0 X 95 22
Bueno et. al.
(1990) pleural 401 189 99 X 90 212 0 X 212 52
Giazza et.
al. (1990) pleural 200 105 63 X 42 95 1 X 94 60
Nance et. al.
(1991a) pleural 385 109 77 9 23 276 2 274 71
Pinto (1996) |pleur.&perit. 111 56 43 0 55 55 76
Kuaban et.
al. (1995) pleural 336 54 36 X 18 282 X X X 67
Oliva et. al.
(1995) pleural 104 87 48 X 39 17 0 X 17 55
Motherby et.
al. (1998¢) pleural 291 88 44 13 31 203 2 4 197 50
Motherby et.
al. (1998c) peritoneal 293 93 58 9 26 200 0 4 196 62

Tab. I.5: Diagnostische Treffsicherheit der Ergusszytologie: Angaben aus der Weltliteratur seit 1964 bis 1998
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3.2 DNA-Bildzytometrie

Sowohl maligne als auch benigne Neoplasien weisen von den ibrigen
Korperzellen abweichende numerische und/oder strukturelle
Chromosomenaberrationen auf. Diese treten nicht in normalen oder reaktiv
verdnderten Zellen auf (Sandberg, 1990). Priméire Aberrationen erscheinen frith und
sind gelegentlich spezifisch fiir den auslosenden Tumor. Im Zuge der
Tumorprogression kommen gelegentlich noch sekundidre und tertidre Aberrationen
hinzu, welche oft eine Verschlechterung der Prognose bedeuten (Heim und Mitelman,
1995). Daher erlaubt die Chromosomenanalyse nicht nur die Detektion und
Identifizierung von Tumorzellen (eventuell schon vor der klinischen Manifestation:
Hansteen et al., 1993), sondern auch eine Analyse der malignen Potenz des Tumors
(Fiizesi et al., 1993). Im Moment ist die Anwendung der konventionellen Zytogenetik
aber fiir den routineméBigen Einsatz in der Diagnostik noch zu kostspielig und
aufwendig. Als logische Alternative ist der Nettoeffekt der chromosomalen
Aberrationen in Form des DNA-Gehalts der Zellkerne messbar. Dieser kann somit als
mikroskopisch erfassbarer diagnostischer Marker dienen.

DNA-Aneuploidie ist das quantitative zytometrische Aquivalent chromosomaler
Aneuploidie (Bocking et al., 1994). Als DNA-Aneuploidie bezeichnet man eine DNA-
Verteilung in einer Zellpopulation, die statistisch signifikant von der einer gesunden
Population (ruhende, proliferierende oder polyploide Zellen) abweicht (Bocking et al.,
1997). Nur in Tumorzellen ist der DNA-Gehalt um mehr als ein Zehntel der
Chromosomenmasse verringert oder vermehrt. Gleichsam entspricht ein Nachweis
von DNA-Aneuploidie dem Nachweis von Tumorzellen. Da der Gesamtmessfehler
der DNA-Zytometrie +/-10% betrdgt, kann erst eine groBere Abweichung des DNA-
Gehalts der untersuchten Zellen den neoplastischen Ursprung der Zellen beweisen.
Nur ein gewebsspezifisches Ma3 an DNA-Aneuploidie gilt als Malignitétskriterium,
da in einigen Geweben, wie z.B. der Schilddriise, aneuploide DNA-Verteilungen auch
in gutartigen Tumoren gefunden wurden. Liegt keine Aneuploidie vor, so ist es
dennoch nicht ausgeschlossen, dass Malignitét vorliegt; denn je nach Typ weisen 5-
20% der Tumoren derart geringe chromosomale Aberrationen auf, dass diese DNA-
zytometrisch nicht belegbar sind.

Prinzip der statischen DNA-Zytometrie: Die DNA der Zellkerne wird

stochiometrisch mit speziellen Farbstoffen angefirbt. Dann wird das absorbierte Licht

21



Kapitel I Einleitung

pro Zellkern photometrisch gemessen. Es erfolgt eine Kalibrierung mit Zellen
bekannten DNA-Gehaltes. SchlieBlich wird die Héaufigkeitsverteilung der DNA-
Gehalte der Zellkerne in Form von Histogrammen graphisch dargestellt.

Im Gegensatz dazu werden bei der Durchflusszytometrie (Flowzytometrie) die
angefirbten Zellen unter Hochdruck durch eine Kapillare gepresst und die Emission
des Fluoreszenzlichtes mittels Photodioden ermittelt.

In unserem Fall haben wir das Verfahren der so genannten Bildzytometrie
angewendet. Mit Hilfe eines TV-Bildanalysesystems wurden dabei die Werte der
integrierten optischen Dichten (IODs) der auf Objekttrigern fixierten Zellen
gemessen.

Die diagnostische ZweckmaBigkeit der DNA-Zytometrie bei der Identifizierung
von neoplastischen Zellen und Mesotheliomzellen in Ergussproben wurde bereits mit
einigen Studien dokumentiert (u.a. Spriggs et al., 1989; Kapusta et al., 1991; Salet-van
der Pol, 1994; Dejmek et al., 1992; Isobe et al., 1995). In der Literatur wurde die
geringste Sensitivitdt flir die Flow- und statistische DNA-Zytometrie mit 48%
angegeben (Salet-van der Pol, 1994). Andere Studien erreichten mittels statischer
DNA-Zytometrie indessen Werte von 89-100% bei der Verwendung von DNA-
aneuploiden Stammlinien als Malignitdtsmarker.

Vor allem bei Proben, deren zytologische Diagnose allenfalls als ,,zweifelhaft*
oder ,.dringend verdichtig* eingestuft werden kann, ist die Anwendung dieses Systems
vorteilhaft und Erfolg versprechend. Die Rate diagnostisch unklarer Ergiisse, die
zytologisch untersucht werden, liegt laut einer Studie von Spriggs und Boddington
(1989) bei etwa 6%. ,,.Dringend verdédchtig auf das Vorliegen von Tumorzellen® sind
zwischen 2,9% und 5,8% der Peritonealergiisse und zwischen 1,8% und 7,7% der
Pleuraergiisse, laut Motherby et al. (1998). In diesen zytologisch zweifelhaften Fillen
liegt die Pravalenz von DNA-Aneuploidie zwischen 12,5% und 60% (Croonen et al,
1988; Matter-Walstra und Kraft, 1996; Fischler et al., 1994; Joseph et al., 1995).

DNA-Aneuploidie wurde von Freni et al. (1971) in 49% der durch Tumoren
verursachten Erglisse festgestellt. Hohere Werte fiir die Prévalenz von DNA-
Aneuploidie wurden zwar von Schneller et al. (1987) mit 73% , von Banks et al.
(1994) mit 77% und von Kapusta et al. (1991) mit 100% erreicht; jedoch sank dadurch
thre Spezifitit (bei Kapusta et al. 15% falsch positive Ergebnisse). Dennoch lag die
Priavalenz von DNA-Aneuploidie stets hoher als die von denselben Autoren erzielten

Ergebnisse bei der Flow-Zytometrie. Bei der Anwendung der DNA-Bildzytometrie
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fanden Dejmek at al. (1992) und Hafiz et al. (1988) aneuploide DNA-Ergebnisse bei
59% bzw. 89% der tumorzellhaltigen ser6sen Ergiisse. Eine Untersuchung von
zytologisch unklaren Ergiissen mit dem Ziel der diagnostischen Abkldrung wurde nur
von wenigen Wissenschaftlern vorgenommen. lhre Resultate mit Einsatz der
Bildzytometrie lagen bei 12,5 bis 60% (Freni et al., 1971, Fischler et al., 1994, Matter-
Walstra et al., 1996). Dabei gab es keinen Fall mit benignem follow-up, der ein
aneuploides DNA-Histogramm aufwies. Die starke Schwankung dieser Ergebnisse war
unter anderem begriindet in nicht standardisierten Farbetechniken oder Messgeréten.
Dennoch kann DNA-Aneuploidie als hinreichend sensitiver und hoch spezifischer
Marker fiir die Erkennung von Tumorzellen in zytologisch unklaren Ergiissen beurteilt
werden.

Mehrere Faktoren beeinflussen die Identifikationsrate von DNA-Aneuploidie in

Tumorzellen:

e das Ausmal}, in dem sich der DNA-Gehalt der untersuchten Zellkerne vom

normalen 2c-Gehalt unterscheidet

e die Messprizision der Bildzytometrie (Sanchez et al., 1990, Kindermann et

al., 1994, Haroske et al., 1995 und 1996, Thunissen et al., 1997)

e die Algorithmen, mit denen die diagnostische Interpretation der Messdaten und
die Identifikation von DNA-Aneuploidie im DNA-Histogramm vorgenommen

werden
e die Anzahl der Zellen, die gemessen wird

Durch den heutigen, deutlich verbesserten Stand der Messtechnik und die
Anwendung von, im ,,Europdischen Consensus Report* (Bocking et al., 1995, Giroud
et al., 1998 und Haroske et al., 2001) festgelegten, standardisierten Messprotokollen,

wurde eine vereinheitlichte und diagnostisch sicherere DNA-Zytometrie moglich.
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3.3 Qualitiitssicherung in der DNA-Zytometrie

Im Rahmen der Gewihrleistung von Qualitdt, Standardisierung und
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse des Systems wurden die Messungen gemél3 den
Empfehlungen der ESACP durchgefiihrt (Fourth updated ESACP consensus report on
diagnostic DNA image cytometry, Haroske et al., 2001, 1997 ESACP consensus report
on diagnostic DNA image cytometry, Part 1, Haroske et al., 1997 und Part 2, Giroud et
al., 1997, Consensus report of the ESACP task force on standardization of diagnostic
DNA image cytometry, Bocking et al., 1995). Um eine Uniformitit und Reliabilitdt der
diagnostischen Ergebnisse sicherzustellen, miissen neben der Materialaufarbeitung,
den Farbebedingungen, der Auswahl der Analysezellen, dem Skalierungsprozess und
der Interpretation der Messergebnisse auch die densitomerischen Messungen
qualitdtskontrolliert und standardisiert ablaufen. Im Zuge dieser Bestrebung wurden
DNA-Messungen an Objekttrigern mit Rattenhepatozyten vorgenommen. Die
Messungen an diesen biologischen Testprdparaten geben Information {iber die
Materialaufarbeitung und die Qualitdt der Messungen. Sie gestatten insofern die
Qualititskontrolle des gesamten Ablaufs von der Feulgen-Férbung bis zur IOD-

Messung.

3.4 Nukleolos Organisierende Regionen

Die AgNOR-Analyse dient auch zur Unterscheidung zwischen reaktiven und
neoplastischen Zellen in Ergiissen seroser Korperhohlen. Eine besondere Indikation ist
die Identifizierung von Tumorzellen in diagnostisch zweifelhaften Féllen.

Als ., Nukleolos Organisierende Regionen “ (NORs) werden
Chromosomenabschnitte bezeichnet, auf denen die ribosomalen Gene (rDNA) liegen.
Es handelt sich dabei um die kurzarmigen Abschnitte der akrozentrischen
Chromosomen 13 — 15, 21 und 22. Sie regulieren unter Kontrolle der RNA-
Polymerase (Transkriptase), sowie einer Reihe spezifischer NOR-assoziierter Proteine
die Synthese ribosomaler RNA (Busch et al., 1982). Das Transkriptionsprodukt der
NORs — die RNA- dient als Baustein fiir die Herstellung von Ribosomen. NORs sind
folglich zentrale Schaltstellen in der Regulation der Proteinbiosynthese (Fakan und

Hernandez-Verdun, 1986). Entscheidende Funktionen der non-Histon-Proteine
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(Nukleoplasmine) sind die  Zusammenfithrung der rDNA  bzw. die
Chromatinorganisation im Nukleolus (Reimer et al., 1987 und Sato, 1988) und die
Regulation der RNA-Synthese (Jordan, 1987).

Durch eine Fdrbung mit Silbernitrat konnen mit der rDNA verbundene non-
Histon-Proteine markiert werden. Diese sind dann als braun-schwarze Punkte in den
Zellkernen dargestellt und werden als AgNOR (argyrophilic staining of NORs)
bezeichnet. Sie sind iiberwiegend als Substrukturen in den Nukleolen sichtbar. Die
AgNORs liegen im Zellkern in zwei Formationen vor: in kleineren oder grofleren
Gruppen als sog. Cluster (entsprechend Nukleolen) oder als einzelne, verstreute Punkte
aullerhalb der Nukleolen, als sog. Satelliten. Da die AgNOR-Reaktion an Proteine
gebunden ist, welche nur mit entspiralisierten, aktiv transkribierenden NOR-Genen
verbunden sind, kann so die Proliferationstendenz einer Zelle auf molekularer Ebene
demonstriert werden (Ferraro und Prantera, 1988). Der Aktivitdtszustand der rDNA
(NORs) wird dabei durch die Argyrophilie der Proteine widergespiegelt (Riischoff,
1990). Lewin deckte bereits 1987 auf molekulargenetischer Ebene die zentrale
Funktion der NORs in der gesamten zelluldren Proteinbiosynthese auf. Derenzi et al.
(1989, 1990 a und b) zeigten auf, dass Interphasekerne einen erhohten Gehalt an
AgNORs zeigten. AgNOR-Zahl und -Flache auf Chromosomen korrelieren dabei aber
nur locker mit den im Interphasekern gefundenen Werten. Anzahl und GréB3e sind von
der Zellzyklusphase und -dauer, der Ausreifung der Zelle sowie vom Ploidiestatus der
Zelle abhingig (Rischoff, 1990,1992; Carillo et al., 1994; Trevisan et al., 1993;
Sujathan et al., 1996).

Die Anzahl der AgNORs im Interphasekern ist abhéngig von drei Mechanismen:

e Chromosomale Aneuploidie (Schwarzacher et al., 1988)

e rDNA-Amplifizierung (Roberts et al., 1987)

e Anderung der NOR-Anordnung im Raum (Zatsepina et al., 1988 und
Derenzini et al., 1989)

Die Anzahl der gefarbten AgNORs korreliert mit der Zellzyklusphase (Bigras et
al., 1996; Zoeller, 1994). Je nach Phase weist eine normale Zelle dabei ein (S-Phase),
drei (G1) oder bis zu sieben (G2) AgNORs auf. Unmittelbar vor und nach der Mitose
ist die grofite Anzahl sichtbar (Zoeller, 1994). Zusammenfassend lésst sich sagen, dass
die Silberreaktion verkniipft ist mit zahlreichen biologischen Einfliissen wie dem

Zellzyklus, dem Reife- und Proliferationsgrad sowie der Dignitdt einer Zelle. Die
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AgNOR-Zihlung dient der Unterscheidung von gut- und bosartigen Zellbildern und
damit der Dignitétsbeurteilung (Crocker, 1990).

Die Anwendbarkeit der AgNOR-Analyse wurde bereits an Ergussmaterial
demonstriert. Derenzini et al. (1989) beschrieben an 105 Erglissen eine gute
Trennschirfe zwischen normalen und reaktiv entziindlich verdnderten Mesothelzellen
einerseits sowie zwischen Zellen von metastatischen Karzinomen und
Mesotheliomzellen andererseits. In der Arbeit von Ayres et al. (1988) wurde eine
signifikant hohere AgNOR-Zahl bei malignen Zellen gemessen. AuBerdem
unterschieden sich normale und reaktiv verdnderte Pleurazellen signifikant
voneinander. Vor allem undifferenzierte neoplastische Zellen wiesen eine
aullergewohnlich hohe mittlere NOR-Zahl auf. Auch Colecchia et al. (1992) konnten
gutartige von bosartigen Ergussproben anhand der AgNOR-Zahl separieren. Martin et
al. (1992) untersuchten die mittlere AgNOR-Zahl und NOR-Fliche von 37
Pleuraergiissen. Sie konnten eine Korrelation zwischen hoherem Malignitétsgrad und
Zunahme der AgNOR-Zahl und —Gesamtfldche feststellen, wohingegen die Grof3e der
individuellen NORs umgekehrt proportional sank. Huang et al. (1994) untersuchten 71
Ergussproben. Sie fanden durchschnittlich 12,57 (+/- 3,64) AgNORs pro Zelle bei
maligner Genese und 3,96 (+/-1,39) bei benigner Genese des Ergusses. Die
Untersuchungen von Bethwaite et al. (1995) ergaben fiir reaktive Proben einen Wert
von 3,68 (95%CI: 3,17-4,19) und fiir maligne Proben 5,10 (95%CI: 4,35-5,84) bei der
mittleren AgNOR-Zahl. Sowohl Lin et al. (1994) als auch Antonangelo et al. (1994)
konnten beim Vergleich von malignen und benignen Ergussproben mit Hilfe der
AgNOR-Zahl-Analyse zwischen malignen und benignen Proben differenzieren.
Pomjanski et al. (2001) machten einen Schwellwert von 4,5 (Summe aus Clustern und
Satelliten) aus, mit Hilfe dessen sie eine Detektionsrate fiir Tumorzellen von 97,5%
erzielten. Motherby et al. (1999) ermittelten sogar eine Spezifitdt von 100% und eine
Sensitivitdt von 97,1% fir die AgNOR-Analyse zum Zweck der Identifizierung
maligner Zellen.

Dagegen fand die Arbeitsgruppe um Carillo et al. (1994) bei der Korrelation von
AgNOR-Zahlen mit den Ergebnissen der konventionellen Zytologie und der Flow-
Zytometrie keine statistisch signifikante Differenz der AgNOR-Anzahl in malignen
und benignen Ergiissen. Auch eine statistische Beziehung zwischen der AgNOR-Zahl
und der DNA-Ploidie war nicht feststellbar. Huang et al. (1994) fanden indessen in

Pleuraergiissen hohere Werte in malignen als in benignen Zellen und hohere in
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aneuploiden als in diploiden Tumorzellen. Bei malignen Ergiissen stellten sie zudem
eine Korrelation zwischen der mittels DNA-Flowzytometrie ermittelten S-Phase-
Fraktion und der durchschnittlichen AgNOR-Zahl pro Nukleus fest.

Es hat sich gezeigt, dass nicht nur die Anzahl der AgNORs, sondern auch deren
Grofse, Farbintensitit und Verteilung in den Zellkernen ein Mall fir die
Proliferationstendenz der untersuchten Zellpopulation sind. Diese Parameter spiegeln
den Aktivitdtsgrad der Zelle wider. Arbeiten, die sich mit dem AgNOR-Verhalten bei
Zellreifung und —differenzierung beschiftigten (Reeves et al., 1984, Smetana und
Likowsky, 1984), zeigten , dass die Anzahl der Silberniederschlidge im Bereich der
Nukleolen mit zunehmender Zellreifung zwar sinkt, die Partikelfliche selbst aber
zunimmt. Derenzini et al. (1989) untersuchten Pleuraergusszellen mit Hilfe der
AgNOR-Analyse und einer automatischen Bildanalysetechnik.

Ziel der Arbeit war es, quantitative Unterschiede in der Gesamtfliche der
AgNORs in Hinblick auf die Dignitdt aufzudecken. Ergebnis war, dass die mittlere
AgNOR-Flache bei Mesotheliomen und Adenokarzinomen signifikant hoher war als
bei reaktiv verdnderten Mesothelzellen. Zudem stellte sich heraus, dass neoplastische
Zellen eine hohere Anzahl von AgNORs pro Zellkern (<11 nicht neoplastisch,
>54neoplastisch) und eine groBBere Variabilitdt, die Groe und Verteilung betreffend,
aufwiesen. Laut Riischoff (1992) ist in zytologischen Ausstrichen die Bestimmung
der Gesamt-AgNOR-Fliche im Zellkern der einfachen Auszdhlung der einzelnen
AgNOR-Partikel tiberlegen. Fiir die Schilddriise wurde in neusten Untersuchungen
diese Beobachtung bestitigt (Riischoff et al., 1993, Shechtman et al., 1998). Die
Ubertragbarkeit dieser Beobachtung soll in der vorliegenden Arbeit auch fiir

Ergussmaterial iiberpriift und bewertet werden.
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4 Vor- und Nachteile der bisherigen Untersuchungs-

techniken

Die grundsitzlichen Vorteile der einzelnen etablierten adjuvanten Methoden sind
offensichtlich:

In den Ergussfliissigkeiten, die in 90% der Fille im Frithstadium eines malignen
Mesothelioms auftreten, finden sich meist vom Tumor abgeschilferte Zellen. Diese
stehen flir die zytologische Untersuchung zur Verfiigung. Die Entnahme des
Untersuchungsmaterials ist kaum mit Unannehmlichkeiten oder mit Schmerzen
verbunden. Per Feinnadelaspirationsbiopsie (FNAB) ist eine bis auf Smm zielgenaue
Punktion moglich, bei der weder mit Blutungen noch mit Infektionen gerechnet
werden muss. Ein akzidentelles Setzen von Metastasen wurde ebenfalls nicht
beobachtet (Ravetto et al., 2000).

Die etablierten Untersuchungstechniken weisen zum Teil hohe Spezifititen
(sicherer Krebsausschluss) oder hohe Sensitivitdten (hohe Tumordetektionsquote) auf,
geniigen jedoch niemals beiden Forderungen.

Die konventionelle Zytodiagnostik erkennt allerdings nur 32% der malignen
Mesotheliome, wohingegen die Anwendung moderner adjuvanter Methoden wie der
DNA-Zytometrie und der AgNOR-Analyse eine Steigerung der Treffsicherheit auf
95% erlauben (Pomjanski et al., 2001). Bis zu 100% der metastatischen
Karzinomzellen kénnen so in den Ergiissen detektiert werden (Pomjanski et al., 2001).
Vielversprechende Daten liegen auch fiir die Brauchbarkeit als Mittel der
Erstdiagnostik vor: in 45% der malignen Ergiisse liefert die Zytodiagnostik den ersten
Hinweis auf das Vorliegen eines bosartigen Tumors. In 73% konnen Mesotheliome
vor allen anderen Methoden und in 47% schon im Stadium T1 diagnostiziert werden
(Bocking et al., 2000). Mit Hilfe der DNA-Zytometrie konnen Krebszellen um
mehrere Monate bis Jahre frither als mit der subjektiven mikroskopischen
Untersuchung alleine erkannt werden (Motherby et al., 1998, Bocking et al., 2000,
Pomjanski et al., 2001 und Grote et al., 2003).

Der breite Einsatz dieser Verfahren wird jedoch durch eine Reihe von

Nachteilen und Unvollkommenheiten stark eingeschrinkt:
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¢ Konventionelle morphologische Begutachtung:

Das Vormustern der Priparate ist vor allem Aufgabe von Zytologisch-
Technischen Assistentinnen (CTA). Durch SchlieBung fast aller CTA-Schulen ist es in
diesem Aufgabenbereich zu einer enormen Fachkrifteverknappung gekommen. Eine
umfassende konventionelle lichtmikroskopische Analyse der Préparate erfordert zum
einen das Expertenwissen eines erfahrenen Zytopathologen. Zum anderen stellt die
Dauer der Untersuchung einen nicht unerheblichen Kostenfaktor dar. Uberdies ist die
Treffsicherheit der auf diese Art gewonnenen Diagnosen nicht immer ausreichend.
Zudem sind die qualitativen Aussagen einer visuellen Auswertung subjektiv und inter-
und intra-individuellen Schwankungen unterworfen.

e Statische DNA-Zytometrie:

Ohne apparative Unterstiitzung ist auch der Einsatz der DNA-Zytometrie zu zeit-
(ca. 30 Minuten pro Prdparat), personal- (speziell geschulte CTAs und
Zytopathologen) und materialaufwendig (Farbung, bendtigte Soft- und Hardware).
Geschultes Personal, das die teuren und speziellen Gerdte bedienen kann, ist in der
heutigen Zeit der Kostensenkung kaum finanzierbar. Ein Einsatz in der
Routinediagnostik ist somit bisher nicht rentabel.

e AgNOR-Analyse:

Bisher ist der Aufwand fiir die Anwendung der AgNOR-Analyse zu grof3. Der
hohe Zeitaufwand fuir die Durchfiihrung dieser Technik (ca.60 Minuten pro Préparat)
und die Subjektivitdt, mit der diese vorgenommen wird, begrenzten deren Anwendung.
Die Tatsache, dass einige Wissenschaftler auch die Fliche der AgNORs anstelle der
Anzahl fiir diagnostisch aussagekriftiger erachten, fithrte dariiber hinaus zu einer
gewissen Verunsicherung unter den (potentiellen) Anwendern.

Keine dieser Begutachtungsmethoden erfiillt fiir sich genommen die
notwendigen Anforderungen an Sensitivitit bzw. Spezifitit fur eine prézise
Diagnostik. Fiir die betroffenen Patienten hat dies zur Folge, dass erst sehr spit eine
Diagnose gestellt werden kann durch weitere, oft iiberfliissige, invasive und
kostenintensive ~ Untersuchungsmethoden.  Inaddquate  oder  unterbliebene
Therapieversuche verschlechtern ebenfalls die Prognose des Patienten. Eine Steigerung
der diagnostischen Treffsicherheit der Ergusszytologie ist daher dringend erforderlich.
Die Genauigkeit der zytopathologischen Ergebnisse ist dabei von dem untersuchten
Ergussvolumen, der Priparation und Farbung, der Erfahrung des Untersuchers sowie

der Anwendung adjuvanter Methoden abhéngig.
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5 Ziel dieser Arbeit

Mit der hier vorliegenden Arbeit wurde nun ein Versuch unternommen, die
Treffsicherheit zur Detektion von Tumorzellen in serdsen Ergilissen durch die
computerunterstiitzte multimodale Kombination der Anwendung  verschiedener
adjuvanter zytodiagnostischer Methoden zu verbessern.

Diese Zusammenfiihrung komplementérer zytologischer Analysen ist ein Beitrag
dazu, die Unzuldnglichkeiten der einzelnen Methoden nicht nur auszugleichen,
sondern auch zu einer bisher nicht erreichten Treffsicherheit zu fiihren.

Werden die adjuvanten Verfahren an denselben Zellen angewendet, ist es
moglich, eine Diagnose an einer geringeren Zellzahl als der bisher erforderlichen zu
stellen. Da mehr Information am selben Material gewonnen werden kann, kann die
ohnehin schon geringe Menge an Untersuchungsmaterial noch weiter reduziert
werden. Bei einer flir den Zytopathologen zweifelhaften Morphologie des untersuchten
Priparates ist es moglich, durch die Kombination der Analysemethoden zu einer
diagnostisch verwertbaren Entscheidung zu kommen.

Intention dieser Arbeit ist

odie Beschreibung des Systems der Multimodalen Zellanalyse (MMZA) und der
Beweis der Funktionsfihigkeit des Prinzips dieser Methode

odie grobe Evaluation einer fiir die Krebsfrithdiagnostik und fuir die praventive
Tumordiagnostik hinreichenden Treffsicherheit am Beispiel des Ergusses im
Vergleich mit den derzeitigen Standards

odie Untersuchung der Messqualitdt und deren Vergleich mit den derzeitigen

Standards in Form einer Gegeniiberstellung mit einem bekannten, etablierten

System (AutoCyte QUICK-DNA Workstation) in Diisseldorf und mit den

Performancestandards der ESACP

odie Demonstration der Messgenauigkeit der MMZA bei der DNA-Messung und
der AgNOR-Analyse

odie Demonstration der Machbarkeit einer automatischen AgNOR-Auswertung
mittels einer neu entwickelten Software

odie Uberpriifung der Gebrauchstauglichkeit der MMZA in der klinischen

Routine

30



Kapitel I Einleitung

In dem neuen hier vorgestellten diagnostischen Ansatz der Multimodalen
Zellanalyse (MMZA) werden nun hochspezifische mit hochsensitiven
Analyseverfahren in einer Art Diagnosekaskade kombiniert. Diese Kaskade beginnt
mit der hochsensitiven MGG-Féarbung der Proben. Diese Féarbung dient der
morphologischen Analyse und Klassifikation der untersuchten Zellen. Durch die
Auswahl auftilliger, eine atypische Morphologie aufweisender Regionen werden
verddchtige Zellen selektiert und angereichert. Nach der Entfirbung und einer
neuerlichen Féarbung nach Feulgen (hochspezifisch) findet die DNA-Analyse statt.
Kann immer noch keine zuverldssige Diagnose gestellt werden, folgt noch die
Umfiarbung mit einer Silbernitrat-Farbung. Hiermit konnen dann die Nukleolus-
organisierenden Regionen (AgNORs) in den Zellkernen sichtbar gemacht und
messtechnisch erfasst werden.

Durch diese methodische Adaptation der einzelnen etablierten Methoden in
Form von aufeinanderfolgenden analytischen Schritten ist eine stufenweise und
gezielte Reduktion des diagnostisch unsicheren, zweifelhaften Sektors erreichbar.
Lediglich die problematischen, diagnostisch fraglichen Proben werden dem nichsten,
aufwendigeren Untersuchungsabschnitt zugefiihrt, um weitere differenzierende
Merkmale feststellen zu konnen. Eine erneute Einbestellung des betreffenden Patienten
ist nicht notig, da die Untersuchung am selben Préparat vorgenommen werden kann.
Die schrittweise Verringerung der Anzahl zu untersuchender Proben und die
Wiederverwertbarkeit der Priaparate fiir die eventuell folgenden Analysen stellen einen
groBen Vorteil hinsichtlich der Wirtschaftlichkeit und der Akzeptanz seitens der
Patienten dar.

Die untersuchten Zellen werden in den aufeinanderfolgenden Schritten immer
wieder relokalisiert und koregistriert (punktgenau zur Deckung gebracht). Auf diese
Weise konnen komplementidre Merkmale an den einzelnen, als diagnostisch relevant
erachteten Zellen korreliert werden.  Durch die sukzessive Anwendung der
Untersuchungsverfahren und die dadurch erzielte Multimodalitdt der Auswertbarkeit
der gewonnenen Informationen potenzieren sich die Beitrdge zur Verbesserung der

Treffsicherheit.
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II Material und Methoden

1 Materialauswahl

Aus dem Archiv des Institutes fiir Zytopathologie der Heinrich-Heine Universitét
in Diisseldorf wurden 35 Ausstrich-Priparate anhand ihrer bekannten Diagnosen
ausgewdhlt. Untersucht wurden 27 Sediment-Ausstriche von Pleuraergiissen und 8
Aszitesproben von 35 Patienten. Die Pleuraergiisse stammten von 9 Frauen (33%) im
Alter von 50 bis 79 Jahren (Durchschnitt 64,2 Jahre) und 18 Ménnern (66%) im Alter
von 47 bis 82 Jahren (Durchschnitt 67,7 Jahre). Die Aszites-Proben stammten von einer
Frau im Alter von 77 Jahren und 7 Ménnern im Alter von 52 bis 74 Jahren
(Durchschnitt 64,6 Jahre). Die zytologischen Erstdiagnosen der Pleuraergiisse und der
Aszites-Fliissigkeiten wurden in den Jahren 1998 bis 2003 am Institut fiir
Zytopathologie in Diisseldorf gestellt. Die Patienten stammten aus der
Universitétsklinik in Diisseldorf und aus Krankenhdusern der Umgebung.

Die zytologische Diagnose der untersuchten Préparate wurde dabei validiert
durch das histologische follow-up. Konnte keine histologische Begutachtung in den
eingesehenen Patientenakten gefunden werden, galt das klinische follow-up als
ausreichender Hinweis fiir die Existenz oder das Fehlen eines malignen Primér- oder
Sekunddrtumors der serdsen H&ute. Dabei wurden die Ergebnisse von etablierten
Untersuchungsmethoden, wie z.B. Rontgen, Computertomographie oder Laparoskopie,
retrospektiv als aussagekriftig gewertet.

Die Tumorzell-negativen Fille (n=11) wurden in die Studie einbezogen, um zu
zeigen, dass die Methode die gesunden Proben als solche identifiziert und keine falsch-
positiven Diagnosen liefert.

Die Tumorzell-positiven Félle (n=13) wurden bearbeitet, um zu demonstrieren,
dass das System keine falsch negativen Ergebnisse erzielt.

Die zweifelhaften Proben (n=11) schlieBlich sollten die Féahigkeit der MMZA,
die Treffsicherheit der Diagnostik zu verbessern, unter Beweis stellen.

Die Gruppe der Tumorzell-positiven Ergiisse setzte sich zusammen aus 11
Proben mit Zellen von Priméartumoren des Mesothels (Mesotheliome) und aus 13 Proben
mit metastatischen Zellen von Sekundirtumoren (Karzinosen) der Pleura oder des

Peritoneums. Die Diagnose eines malignen Mesothelioms wurde an 7 Pleuraergiissen

32



Kapitel IT Material und Methoden

und 4 Aszites-Fliissigkeiten gestellt. Die Patienten, deren Ergussfliissigkeiten (9
Pleuraergiisse und 4 Aszites) Zellen von Karzinosen enthielten, wiesen laut
Krankenakten folgende Primdrtumoren auf: 2 Magenkarzinome, 2 Ovarial-Karzinome,
7 Bronchial-Karzinome, 2 Pankreas-Karzinome. 11 Priparate wurden als Tumorzell-
negativ eingestuft. Darunter waren 11 Pleuraergiisse und kein Aszites. Die folgenden
Grundkrankheiten ~waren Ursache Tumorzell-negativer  Ergiisse:  chronische
Pleuritis/Silikose (2), Staphylokokken-Sepsis (1), Herzinsuffizienz (2), kardiale Stauung
(2), Pleuropneumonie (2) und unspezifische Ergussbildungen (2).

Tumorzell-positive Ergiisse wurden als richtig positiv eingestuft, wenn die
zytologische Diagnose durch Krankenaktendaten (Klinik oder Histologie) bestitigt
werden konnte. Die Diagnose galt als richtig negativ, wenn keine Widerspriiche
zwischen den Archivdaten und der negativen zytologischen Diagnose vorhanden waren.
Gab es dagegen Diskrepanzen zwischen den Patientendaten und der zytologischen

Beurteilung, wurden die Fille als falsch positiv bzw. falsch negativ gewertet.

2 Arbeitsschritte und Fiarbungen

Die einzelnen Schritte der Multimodalen Zellanalyse erfolgten an gefirbten
Ausstrichprdparaten  von pleuralen oder peritonealen FErguss-Sedimenten. Um
Ergussfliissigkeiten mikroskopisch untersuchen zu konnen, muss die im Vergleich zu
dem gewonnenen groBlen Fliissigkeitsvolumen geringe Menge der darin enthaltenen
Zellen erst einmal konzentriert werden. Dazu wurden aus den Ergusspunktaten
Sedimente hergestellt, indem die vom Kliniker eingesandte Fliissigkeit mit 340g fiir
Smin. zentrifugiert und der Uberstand dekantiert wurde. Mit einer Pipette wurde ein
Tropfen dieses Sedimentes (mit etwas Fliissigkeit aufgeschwemmt) auf einen
Glasobjekttrager aufgebracht. Mit einem zweiten Objekttriger wurden  durch
Gegeneinanderstreichen der beiden Objekttriger zwei Pridparate hergestellt.
AnschlieBend wurden die Proben luftgetrocknet. Diese Lufttrocknung bietet wegen der
im Vergleich zur Alkoholfixation ausbleibenden Zellschrumpfung den Vorteil der
besseren Beurteilbarkeit der Zellen.

Die erste Farbung, der die Proben unterzogen wurden, ist die May-Griinwald-
Giemsa-Fdarbung (MGG = Farbung nach Pappenheim): Einwirken in May-Griinwald-
Losung fiir Smin., zwei Mal Waschen in gepuffertem Aqua dest., danach Firbung in

Giemsa-Losung fiir 15 min., zweimaliges Waschen in gepuffertem Aqua dest..
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AbschlieBend werden die Priparate mit Entelan® eingedeckelt. Durch die MGG-
Farbung kommen besonders gut die Zellkerne und die Zytoplasmastrukturen zur
Darstellung. AuBerdem ist bei derart gefiarbten Préparaten eine Differenzierung von
Mesothelzellen, Makrophagen und Epithelzellen leichter moglich, wenngleich eine
eindeutige Unterscheidung nicht immer erzielbar ist. Zur morphologischen
Begutachtung der Zellen ist die MGG-Firbung wegen der oben genannten Vorteile sehr
geeignet. Sie dient der Identifizierung verddchtiger Zellen auf dem Objekttriger.

Zuerst wurden die Préparate (erneut) nach allgemein akzeptierten diagnostischen
Kriterien (Bedrossian, 1994, Koss, 1992, Bibbo, 1991) von Herrn Prof. Dr. med.
Bocking, einem erfahrenen Zytopathologen, beurteilt. Bezirke auf dem Objekttréager, die
diagnostisch relevante, verddchtige Zellgruppen enthielten, wurden mit einem
Filzschreiber auf dem Deckglas umfahren. Am Lehrstuhl fiir Bildverarbeitung (LfB) in
Aachen (Direktor Prof. Meyer-Ebrecht, Mitarbeiter Torsten Klein und Alexander
Schega) wurden Zellszenen aus den so markierten Bezirken mit einem 63er Objektiv
(numerische Apertur 1,30) nach moglichst optimaler Einstellung der Bildqualitit von
Mikroskop und CCD-Kamera fotografiert. Die Auswahl der Zellen erfolgte innerhalb
der markierten Bezirke nach dem Zufallsprinzip. Je nachdem um welche diagnostische
Kategorie es sich bei dem untersuchten Prédparat handelte, wurden Aufnahmen von
Tumorzellen, von verdédchtigen Zellen oder von gesunden Zellen gemacht. Die
Aufnahmen wurden dabei automatisch an eine Datenbank weitergeleitet, aus der sie
jederzeit wieder abgerufen werden konnte. Nun wurden Fotokopien der Objekttriiger
zur Dokumentation gemacht, um die Filzschreiber-Markierungen nach der Umfirbung
wieder auf das neue Deckglas auftragen zu konnen. Des Weiteren wurden die
entstandenen Bilddaten auf eine CD gebrannt und an Dr. med. Nguyen Huy, einen
vietnamesischen Gynikologen und Stipendiaten (Diisseldorf Enterpreneurs-Foundation)
des Instituts fiir Zytopathologie in Diisseldorf, weitergeleitet. So war es moglich, in
Diisseldorf zu einem spédteren Zeitpunkt eine DNA-Messung an denselben Zellregionen
vorzunehmen, die schon am LfB untersucht worden waren.

Dann wurden die Prdparate an das Institut fiir Zytopathologie in Diisseldorf
zuriickgeschickt, um sie fiir die spezifische Darstellung der nukleiren DNA nach
Feulgen (Feulgen und Rossenbeck, 1924) zu firben. Diese Farbung ermoglicht die
quantitative Analyse des zelluldiren DNA-Gehalts jedes einzelnen Zellkerns. Vor der
Umfirbung wurden die Proben in Xylol (mindestens 72 Stunden) entdeckelt und 60
min. in einem Methanolbad zwecks Entfirbung gewaschen. Dann wurde die Feulgen-

Féarbung (Chatelain et al., 1989) mit dem Temperatur-kontrollierten Farbeautomaten

34



Kapitel IT Material und Methoden

Varistain 23-4 der Fa. Shandon durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um eine einstiindige
saure Hydrolyse (HCl) bei 27,5°C mit nachfolgender einstiindiger Féarbung in
Schiftf’schem Reagenz gemil3 den Empfehlungen der ESACP (Haroske et al., 2001).
Mit dieser Fiarbung lassen sich besonders die Zellkerne und deren Chromatinstruktur
gut darstellen. Die darin enthaltene DNA wird dabei spezifisch und stéchiometrisch
angefdrbt. Zweck der DNA-Messung mittels dieser Farbung war die Identifizierung und
Quantifizierung von DNA-Aneuploidie, um so die Bosartigkeit und das maligne
Potential (grading) der Zellen beurteilen zu kénnen.

Die umgefirbten Préparate wurden entsprechend den Fofokopien erneut mit
Filzschreiber markiert und zuriick nach Aachen gebracht. Unter dem Mikroskop wurden
mittels einer computergesteuerten Repositionierung des Mikroskoptisches anhand der
abgespeicherten Koordinaten diejenigen Positionen aufgefunden und angefahren, von
denen bereits in der MGG-Farbung Aufnahmen gemacht worden waren. Demzufolge
konnten Aufnahmen derselben Zellgruppierungen wie in der MGG-Farbung nun in der
Feulgen-Farbung gemacht werden. Die DNA-Messung konnte somit an den identischen
Zellen der ersten Féarbung durchgefiihrt werden. Nach einer computergestiitzten
automatischen Vorsegmetierung wurden die gefundenen Kernkonturen klassifiziert.
Diese Klassifikation erlaubte es, die Zellen als Analyse- oder Referenzzellen
einzuordnen. Dabei gehorten, je nach Diagnosekategorie, zu den Analysezellen
Mesothel-, Mesotheliom- oder Karzinosezellen. Die Referenzzellpopulation setzte sich
aus Lymphozyten oder Granulozyten zusammen.

Nun wurde die integrale optische Dichte (I0D) der Kerne von 300 Analyse- und
von 30 Referenzzellen berechnet. Die Referenzzellen dienten der internen Kalibrierung
der densitometrischen Messungen. Diese Zellen sind fiir eine Eichung geeignet, da ihr
DNA-Gehalt unabhéngig von einer ablaufenden malignen Grunderkrankung diploid
(DNA-Gehalt des doppelten Chromosomensatzes) ist. Deren mittlere integrierte
optische Dichte wurde somit als 2c-Gehalt festgelegt. Der Variationskoeffizient des
DNA-Gehalts der Referenzzellfraktion darf dabei, gemél den Forderungen der ESACP
(Haroske et al., 2001), die 5%-Marke nicht iiberschreiten.

Die gespeicherten Bilder der Zellszenen in der Feulgen-Firbung wurden
anschlieend auf eine CD gebrannt und zusammen mit den Proben an Dr. med. Nguyen
Huy in Diisseldorf geschickt. Er hatte die Aufgabe, nach Moglichkeit dieselben Zellen
auf dem jeweiligen Objekttriger mit dem dort angewendeten System AutoCyte QUICK-

DNA—Workstation wiederzufinden und an diesen eine DNA-Messung durchzufiihren.
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Nach der Messung wurden die Priparate entdeckelt und entfirbt, um
anschlieBend die Silberfirbung (AgNOR) durchfiihren zu konnen. Mit dieser
Silberfirbung lassen sich aktive Nukleolar Organizer Regions (NORs) anfirben. IThre
Anzahl, Fliche und Verteilung ermoglichen Schlussfolgerungen, betreffend die
Intensitét der Proteinsynthese und somit die Zellproliferation.

Die Féarbung erfolgte bis auf wenige Modifikationen nach der Methode von
Ploton et al. (1986), Crocker et al. (1989) und Riischoff et al. (1992).

Die Proben werden dabei in einer absteigenden Alkoholreihe gewaschen.
AnschlieBend werden sie mit Aqua bidest gespiilt und mit einer Silbernitrat-Gelatine-
Ameisensdure-Losung in einer dunklen, feuchten Kammer fiir 35-37 min. inkubiert.
Danach werden die Proben erneut mit Aqua bidest gespiilt, fiir 10 min in 10%iges
Natriumthiosulfat getaucht, erneut gespiilt und in einer aufsteigenden Alkoholreihe
gewaschen. SchlieBlich werden die Préparate in Xylol eingestellt und eingedeckelt.

Dann wurden die Proben nach Aachen zuriickgeschickt. Am LfB wurden erneut
Aufnahmen der nun AgNOR-gefiarbten Zellen gemacht, von denen bereits Bilder in der
Feulgen- und MGG-Firbung existierten. AnschlieBend wurden 100 der 300
Analysezellen ausgewdhlt, erneut relokalisiert und gemif den
Auswertungsempfehlungen von Crocker et al. (1989) mit einem 100er-Ol-Objektiv
(numerische Apertur 1,30) fokussiert. Fiir jeden dieser 100 Zellkerne wurde die Anzahl
der Cluster und Satelliten subjektiv bestimmt und in eine interaktiv aufruftbare Tabelle
manuell eingetragen. Am Ende der Auszihlung wurde vom Computer die mittlere
Anzahl sowohl der Cluster als auch der Satelliten pro Prédparat errechnet. Gegen Ende
der Auswertungszeit war es moglich, die AgNOR-Zahl und -Fldche durch eine in
Aachen neu entwickelte Software automatisch berechnen zu lassen (Aschenborn, 2004;

Schega, 2004).
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2.1 Zytologische Begutachtung in MGG

In der visuellen Farbung wurden bei der Selektion diagnostisch relevanter
Zellen, je nachdem um welche diagnostische Kategorie es sich handelte, vornehmlich
diejenigen Zellszenen fotografiert, die nach den allgemeinen Regeln der zytologischen
Krebsdiagnostik malignititsverdichtig waren oder aber gesund aussahen.

Als allgemeine zytomorphologische Malignitdtskriterien gelten vergroBerte,
entrundete oder lobulierte Kerne mit undulierter Membran, eine vergroflerte Kern-
Plasma-Relation, hyperchromatisches und grobkorniges Chromatin, vergroferte und
entrundete Nukleolen und das Vorhandensein von Mikrokernen oder atypischen
Mitosen. Fiir eine sichere Malignitdtsdiagnose sollten drei der oben genannten Kriterien
vorhanden sein. Des Weiteren sollte, aufler beim Mesotheliom, eine zweite,
morphologisch differente Zellpopulation ohne Ubergiinge vorliegen.

Eine zytologische Typisierung ist unter Anwendung verschiedener zytologischer
Kategorien moglich:

. Fiir das Vorliegen eines malignen Mesothelioms sprechen vor allem eine
erhohte Zellzahl, maulbeerformige Zellverbande mit polyzyklischen Zellgrenzen, eine
erhohte NukleolengréBe und das Vorhandensein nur vereinzelter Entziindungszellen
(Bedrossian, 1994). Desweiteren sind halbmondférmige, interzelluldre Fenster,

atypische Doubletten, Mehrkernigkeit und uniforme, kleine zytoplasmatische Vakuolen

charakteristisch.
= Karzinosen weisen folgende Merkmale auf:
. Liegt ein Adenokarzinom vor, sind weniger maulbeerféormige Verbiande

sichtbar, das Zytoplasma ist im Gegensatz zum Mesotheliom gleichmdBig gefirbt, und
die Vakuolen sind groBenvariabel. Eine azinidre Lage der Zellen und eine zelluldre
Polaritét sprechen ebenfalls dafiir.

. Plattenepithelkarzinome weisen interzelluldre Liicken und Briicken, ein
dunkles Zytoplasma ohne Vakuolen sowie eine periphere Palisadenstellung der Kerne
auf.

. Kleinzellige Karzinome stellen sich als kleine Zellen mit sparlichem
Zytoplasma und kleinen, eventuell eingedellten Kernen dar.

- Bei Sarkomen befinden sich die spindelzelligen, undifferenzierten Zellen
nur in loser Anordnung.

= Die einzeln gelegenen, runden Zellen eines malignen Lymphoms haben

eine variable Grof3e und ein meist sparlich ausgeprigtes Zytoplasma.
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= Reaktiv verdnderte Mesothelzellen dagegen zeigen eine Lagerung als
Einzelzellen, Doubletten oder Quartetts oder liegen einschichtig in Rosetten, Reihen
oder Pseudoazini vor. Interzelluldire Fenster, zelluldares Moulding und eine
zwiebelschalenartige Anordnung kommen ebenfalls vor. Pseudosiegelringzellen,
typische Mitosen und Mehrkernigkeit belegen ebenfalls den benignen Charakter der
Zellpopulation. Bei einem Stauungserguss zeigen sich nur wenige degenerative kleine
Lymphozyten und unauffillige Mesothelzellen. In einem hidmorrhagischen
Ergusspréparat siecht man wenige, z. T. regressive Erythrozyten und Makrophagen. Akut
entziindliche Ergiisse zeichnen sich durch eine vermehrte Anzahl von Granulozyten und
Lymphozyten sowie einige aktivierte Mesothelzellen und Makrophagen aus. Bei
chronisch entziindlichen Proben liegen dagegen vorwiegend aktivierte Lymphozyten
und Makrophagen, aber nur wenige Granulozyten und aktivierte Mesothelzellen vor.
Bei einem lymphozytenreichen Zellbild mit nur wenigen Granulozyten und aktivierten
Mesothelzellen sollte eine Tuberkulose differentialdiagnostisch ausgeschlossen werden.
Ein eitriger Erguss ist erkennbar an den zahlreichen nekrotischen Granulozyten und
aktivierten Mesothelzellen.

Gemifl der Diisseldorfer Nomenklatur werden Proben als ,,unzureichend*
bezeichnet, die nekrotische, autolytische, heterolytische oder osmotisch geschidigte
Zellen aufweisen. Aus technischen Griinden ,,zweifelhaft oder ,,dringend verdichtig*
werden Préparate eingestuft, wenn nur sehr wenige Zellen zur Verfiigung stehen, diese
schlecht erhalten oder aber dysplastisch sind.

Entsprechend der morphologischen Begutachtung wurden die zytologischen
Diagnosen in folgende Kategorien eingeteilt:

= ,hegativ bei Proben, in denen keine malignen Zellen nachweisbar
waren. Es liegen ausnahmslos normale und/oder proliferierte und/oder reaktiv
(entziindlich  oder  degenerativ)  verinderte Zellen (Mesothelzellen oder
Entziindungszellen) vor.

. wzweifelhaft in Fallen, bei denen maligne entartete Zellen nicht sicher
auszuschlieBen sind. Hier sind nur wenige atypische Zellen (abnorm aktivierte oder
proliferierte Mesothelien oder wenige stark degenerierte Tumorzellen) zu erkennen. Die
Wabhrscheinlichkeit fiir das Vorliegen einer malignen Neoplasie liegt bei ungefiahr 30%.

= ,dringend verddchtig® bei Prdparaten, bei denen die diagnostischen
Kriterien fiir eine sichere Annahme von Malignitdt nicht ausreichend ausgeprigt sind.

Oder aber die Anzahl der Tumorzellen ist zu gering, um eine sichere Diagnose stellen

38



Kapitel IT Material und Methoden

zu konnen. Die Wahrscheinlichkeit fiir das Vorliegen eines Tumors liegt hier bei
ungefihr 70%.

. ,»positiv, wenn das Préiparat eindeutig maligne entartete Zellen enthielt.
Es wurde dabei zwischen einem Mesotheliom oder aber einem metastasierten Tumor
unterschieden. Waren Zellen einer solchen Karzinose im Erguss vorhanden, wurde

soweit moglich der Tumortyp spezifiziert.

2.2 Interpretation der DNA-Messdaten

Die Messdaten wurden gemill den Empfehlungen und Anforderungen des
,»Consensus Report of the European Society for Analytical Cellular Pathology
(ESACP)* (Bocking et al., 1995, Giroud et al., 1998 und Haroske et al., 1998, 2001)
interpretiert. DNA-Aneuploidie wurde angenommen, wenn

» der Modalwert der Stammlinie (STL) <0,925 >1,075 oder <1,80 >2,20 oder
<3,60 >4,40 betrug (Bocking et al., 1995, Giroud et al., 1998 und Haroske et al.,
1998, 2001) (,atypische Stammlinie*). -Eine Stammlinie wurde als solche
gewertet, wenn es sich dabei um einen Héufigkeitsgipfel in einem Histogramm
handelte, vorausgesetzt, es lagen auch Messwerte im Verdoppelungsbereich
dessen Modalwertes vor.-

» Zellen mit einem DNA-Gehalt > 9¢ (9¢c exceeding events (,,9cEE®)) vorhanden
waren (Chatelain et al., 1989), oder

Die Ergebnisse der DNA-zytometrischen Messungen wurden in Form eines
Histogramms dargestellt, wobei die errechneten DNA-Werte bzw. die 10D der
einzelnen Zellkerne gegen die Anzahl der gemessenen Zellkerne aufgetragen wird.
Um Fehldeutungen der Ergebnisse von DNA-Messungen zu vermeiden, muss
Folgendes beachtet werden: Um das resultierende DNA-Histogramm beziiglich des
qualitativen =~ Nachweises von  DNA-Aneuploidie im  Rahmen einer
Dignitédtsbewertung interpretieren zu konnen, miissen jegliche den DNA-Gehalt der
Zelle beeinflussende Faktoren miteinbezogen werden. Dabei werden physiologische
von unphysiologischen Einfliissen unterschieden. Zu den letztgenannten gehoren
morphologisch nachweisbare Virusinfektionen (HPV, CMV, HSV, HIV), Radio-
und Chemotherapie sowie VitaminB;,-Mangel (Bocking, 1995, Sandberg, 1990). Zu
den erstgenannten gehoren regelhafte Vervielfachungen des Chromosomensatzes,

genannt ,.euploide Polyploidisierung®. Eine solche Polyploidie ist in einigen
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Geweben, darunter auch im Mesothel, physiologisch (Bocking et al., 1994;
Biesterfeld et al., 1994). Diese Vervielfachungen stellen sich als ganzzahlige
Potenzen des 2c-Wertes (2"¢) dar. Somit sind Mesothelzellen mit einem Wert von
bis zu 8c aufzufinden, ohne dass damit Malignitit verbunden ist. Daher kann erst die
Diagnose einer Neoplasie bzw. Aneuploidie gestellt werden, wenn Zellen mit
einem DNA-Gehalt von mehr als 9¢ (9c exceeding events) in einem Préparat
vorhanden sind.

Histogramme von Tumorzell-negativen bzw. reaktiven Ergiissen weisen eine
Stammlinie bei etwa 2,0c auf, wohingegen Mesotheliom-bedingte Proben oftmals
weitere Stammlinien bei 4,0c und 8,0c sowie vereinzelte Zellkerne mit einem DNA-
Gehalt >9c zeigen. Bei einem Erguss aufgrund einer Karzinose sind meist atypische
Stammlinien zu finden (Werte zwischen den ganzzahligen Vielfachen von 2) sowie

ebenfalls vereinzelte Kerne mit einem DNA-Gehalt >9c.

2.3 Auswertung der AgNOR-gefirbten Priparate

Wenn auswertbar, wurden pro Prédparat 100 Zellkerne untersucht. Dabei
wurden in diesen die AgNORs gezihlt. Die haufenférmig zusammen gelagerten
Silbernitratniederschldge wurden als ein Cluster gewertet. Die auferhalb von
Nukleolen gelegenen Satelliten wurden jeweils einzeln gezdhlt. Der Computer
errechnete abschliefend den Durchschnitt der Summe aus Clustern und Satelliten
pro Préparat.

Mit dem am LfB entwickelten Algorithmus zur automatischen Detektion von
AgNORs konnte anschlieBend aufler der Kernflache und der Zahl auch die relativen
und absoluten AgNOR-Fliachen bestimmt werden.
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3 Methode : Die Multimodale Zellanalyse (MMZA)

3.1 Technische Umsetzung

Aus Griinden der Standardisierung der Methode stimmt das folgende Kapitel

mit den Dissertationen von Frau Nadja Nietzke und Frau Astrid Metzger {iberein.

In enger Kooperation mit dem Institut fiir Cytopathologie ist am Lehrstuhl
fiir Bildverarbeitung der RWTH Aachen ein Laborsystem einer Mikroskopie-
Workstation entstanden, das in den durchgefithrten ersten Studien die
messtechnischen und diagnostischen Moglichkeiten der neuen Diagnosemethode
belegen sollte. Das hieraus gewonnene Datenmaterial liefert eine solide Basis fiir
kommende Weiterentwicklungen der Einzelkomponenten des Systems.

Vor allem die Bedienbarkeit wurde auf die Probe gestellt, und
Verbesserungsvorschldge der Autorin dieser Arbeit flossen direkt in den
Entwicklungsprozess ein.

Das Fundament dieses neu entwickelten Systems bilden robuste digitale
Bildverarbeitungsalgoritmen, die den Pathologen die Arbeit erleichtern und diese
neue diagnostische Methode in der Routine mdglich machen sollen.

Die technischen Merkmale sind im Folgenden zusammengestellt:

* Robuste Bildverarbeitungsalgorithmen tragen der Variationsbreite des
Zellmaterials Rechnung.

* Sichere Speicherung von grofen Datenmengen (sowohl Bilder als auch
Ergebnisse).

* Integration von Bildaufnahme, Steuerung des Mikroskops und Interaktion
mit dem Benutzer in eine graphische Benutzeroberfldche.

* Extraktion von Messwerten aus den einzelnen Modalititen.

 Korrelation der Daten verschiedener Auswertungen und Bilder einzelner

Modalititen.
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Abb. I1.1: Ansicht des Labormusters mit Mikroskop, CCD-Kamera und Computer

Im Folgenden werden die Komponenten im Einzelnen beschrieben, wobei

eine Unterteilung in Hard- und Software vorgenommen wird.

3.2 Komponenten

Das System fiir die Multimodale Zellanalyse besteht aus vielen
Komponenten, deren einwandfreie Zusammenarbeit eine wichtige Voraussetzung
fiir den Erfolg darstellt.

In Abb. I1.2 sind die Komponenten schematisch dargestellt.

'
L

Bilder —0
———
¢ Parametrisierung
\ Position
Status .
Position Koordianten Videodarstellung GUI
m
ﬁ | e e

Datenbank

Aufnahmestation Arbeitsstation

Abb. 11.2: Komponenten des Systems
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3.2.1 Hardware

Mikroskop / Kamera / Digitalisierer

Die Analyse der zytologischen Prédparate erfolgt in einem
Durchlichtmikroskop.

Zur Verfiigung stand das DM-LA-Mikroskop von Leica mit den Objektiven
5x/0.15, 10x/0.30, 20x/0.70, 40x/0.75, 63x/1.32 und 100x/1.35, wobei fiir die
Aufnahmen das 63x-Objektiv verwendet wurde. Wesentliche Komponenten wie
XYZ-Positionierung, Objektivwechsel, Aperturblenden und Lichtintensitdt sind
durch einen Computer zu steuern. Gleichzeitig konnen alle diese Einstellungen auch
manuell durch den Benutzer iiber ein externes Steuergerdt (Satellit) vorgenommen
werden. Wihrend des Betriebs hilt der Computer dann alle Anderungen der
Parametrisierung des Mikroskops nach. Die Kommunikation erfolgt iiber eine
serielle Schnittstelle (RS232) per Programmbibliothek (SDK) von Leica.

Die benotigten Farbinformationen liefert eine Kamera mit 3-Chip-
Technologie. Fiir die Entwicklung dieses Systems wurde die 3-Chip-CCD-Kamera
CV M-90 von JAI eingesetzt, die mit dem PAL Standard (Bildgréfe ca. 800 mal
600 Pixel) arbeitet. Fiir die Messungen der intergrierten optischen Dichten (IODs)
mit Pararosanilin-gefirbter Zellkerne zum Zweck der DNA-Zytometrie wurde kein
Interferenz-Filter benutzt, da dieser nach internen Vergleichstests keine hohere
Messgenauigkeit einbringt.

Um die analogen Videosignale in ein digitales Bild umzusetzen, wird ein
Framegrabber benotigt, hier das Matrox Meteor-II-Board, der u.a. die Moglichkeit
einer Live-Darstellung des Videosignales anbietet und per Matrox Imaging Library
(MIL), einer C-Bibliothek, gesteuert wird, die kompatibel zu allen gingigen
Matrox-Grabberkarten ist.

Computer

Die Computer fiir die Aufnahmestation und auch die Arbeitsstationen sind
normale PCs in einem Netzwerk. Der Rechner der Aufnahmestation verfiigt
zusitzlich tber einen zweiten Monitor fiir die Darstellung des Videobildes der
CCD-Kamera und eine Grabberkarte zum Digitalisieren der Mikroskopaufnahmen
(s. Abb. 2.1). Seine Eckdaten sind: AMD-Prozessor Athlon XP 1600+, Festplatte 80
GB, Grafikkarten (zwei flir zwei Monitore): Asus AGP V7700 pro, Matrox
Millenium II PCI, CD-Brenner, Microsoft Windows 2000, Microsoft Visual Studio
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6.0 Professional. Als Betriebssystem wurde Microsoft Windows 2000 gewihlt, da
sowohl die Software fiir die Matrox-Karten (MIL) als auch das SDK von Leica nur
fiir diese Umgebung zur Verfligung stehen.

Vom Datenbank- und Fileserver wurden keine hohen Rechenleistungen
gefordert, aber er sollte geniigend Festplattenspeicher fiir die groen Datenmengen

zur Verfligung stellen (>> 100 GB -Festplatte).

3.2.2 Software

Hierzu gehoren die grundlegenden Komponenten wie Datenbankanbindung
und Ansteuerung des Mikroskops, des Digitalisierers bis hin zur graphischen
Benutzeroberflache, die die Befehle des Anwenders annimmt und die Ergebnisse
préasentiert. Entwickelt wurde die Software mit dem Microsoft Visual C++ Compiler

6.0.

Klassifikation

‘ Segmentierung H Features ‘
‘ Slide Représentation ‘ ‘ Koreg. H AC H Regionen ‘ Algorithmik
ControlMIL | LMWidget LfMImLib Schnittstelle

ODBC Open CV
Leica SDK || JAI SDKf| MIL Light [ QT - _ LibJPEG {| LibTiff Bibliotheken

| DMLA | C€CD || Meteorll || PC | Hardware

Abb. 11.3: Ebenen der Softwarekomponenten und der Hardware

Abb. I1.3 zeigt die drei verschiedenen Ebenen der verwandten Softwarekomponenten,

die auf die beschriebene Hardware aufsetzte:

Bibliotheken:

Zur Ansteuerung der Hardwarekomponenten werden Entwicklungspakete
(Leica SDK, JAI SDK, MIL Light) der Hersteller benotigt. Auch fiir die Anbindung
an die Datenbank (MySQL, ODBC) und die Darstellung der

Benutzerinterfaceelemente (Qt) wird auf Softwarebibliotheken zuriickgegriffen.
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Ebenso stammen elementare Grafikroutinen aus diversen Bibliotheken (IPP,

OpenCV, LibTiff, LibJPEG).

Schnittstellen:

Zur eigentlichen Anwendung wurden Schnittstellen implementiert, die die
bendtigten Funktionalitdten der Bibliotheken auf das System anpassen (ControlMIC,
Control-MIL, ControlJAI). Spezielle Darstellungselemente werden auch in einem
Interface abgelegt (LfMWidget). Die Basis aller hoheren Bildverarbeitungsroutinen
bildet eine weitere Bibliothek (LfMImLib).

Algorithmik:
An oberster Stufe steht die Reprisentation des Objekttragers (Slide

Representation) mit allen Informationen iiber Positionen und Eigenschaften der
Zellen.

Dieses virtuelle Abbild ermoglicht einen einfachen Zugriff auf alle Daten der
Probe. = Ebenso  befinden sich in  dieser  Ebene  komplizierten
Bildverarbeitungsalgorithmen fiir die Repositionierung und Segmentierung der

Bilddaten.

Anwendung:

Zusammengefasst werden all die beschriebenen Funktionalititen in einer
Anwendung (im Diagramm nicht dargestellt), die mit einer grafischen

Benutzerschnittstelle die Bedienung ermdoglicht.

Im folgenden Abschnitt wird vor allem auf die Komponenten eingegangen,
die den Rahmen des Systems bilden und die Anwendung der ,,Multimodalen
Zellanalyse® im klinischen Alltag ermdoglichen. Die zentralen Algorithmen der

Bildverarbeitung sind im Abschnitt 3.3.1 detaillierter erldutert.

Datenbank

Fir die Erstellung von Diagnosen mittels der Multimodalen Zellanalyse
fallen groBe Mengen an Daten an. Dies sind neben den digitalisierten Aufnahmen
der Mikroskopbilder auch Positionsdaten sowie Mikroskop- und Kamera-Parameter.

Diese Datenmengen werden mittels einer MySQL-Datenbank verwaltet. Die
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Datenbank befindet sich auf dem zentralen Server, der gleichzeitig auch als
Fileserver fungiert, da die digitalen Mikroskopbilder nicht in der Datenbank
abgelegt werden. Die Computer kommunizieren iiber die ODBC-Schnittstelle (Open
Database Connectivity) mit der SQL-Datenbank. Somit kann von allen
Arbeitsstationen, die tiber ein lokales Netzwerk miteinander verkniipft sind, auf die
Daten zugegriffen und mit ihnen gearbeitet werden.

Die Ordnungskriterien der Datenbank passen sich an die Anforderungen der
Multimodalen Zellanalyse an. Jede Probe erhilt beim Eingang in das zytologische
Labor eine eindeutige Kennzeichnung, die sich wie folgt zusammensetzt: Zuerst ein
groBes C, anschlieBend eine fortlaufende Nummerierung und als letztes eine
zweistellige Jahreszahl, z.B.: C5660-98 (zytologische Probe Nr. 5660 in Jahre
1998). Diese sogenannte C-Nummer ist das oberste Ordnungskriterium.

Die néchste Ebene sind die verschiedenen angefahrenen Positionen auf dem
Objekttrager, die untersucht werden. Sie werden als durchlaufende Nummerierung
gespeichert und bilden das zweite Ordnungskriterium.

Fiir jede dieser Positionen sind Aufnahmen in verschiedenen Férbungen
moglich. Die Farbungen werden als MGG (May-Griinwald-Giemsa), PAP
(Papanicolaou) , FEU (Feulgen), AGN (Siberfarbung) etc. abgekiirzt und stellen das
dritte Ordnungskriterium dar.

Dartiber hinaus ist das benutzte Objektiv das unterste Kriterium.

Es sind Aufnahmen an beliebig vielen angefahrenen Positionen (POS) in
beliebigen Farbungen (STA) mit unterschiedlichen Objektiven (OBJ).

Fiir jede Probe wird also ein Datenkubus mit den Koordinaten POS, STA
und OBJ gefiillt. Mit verschiedenen ,,Schnittebenen® durch diesen Kubus konnen

dann verschiedene tabellarische Ansichten der Daten erzeugt werden.

Die aus der Segmentierung der Zellkerne hervorgegangenen
Zellkernkonturen und die Klassifikation der Zellen werden ebenfalls in der
Datenbank als sogenannte Zellobjekte gespeichert. Sie sind einer Position auf einer
Probe zugeordnet, so dass fiir jedes dieser Objekte auch die Ursprungsbilder in den
verschiedenen Farbungen dargestellt werden konnen. Die Koordinaten der
Segmente beziehen sich nur auf eine Firbung, so dass bei der Uberlagerung der
Konturen auf andere Férbungen die Bilder vorher noch transformiert werden

miissen.
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Zur Dokumentation ist es mdglich, noch Zusatzinformationen wie
Herkunftsmaterial der Probe, ggf. histologische Diagnose und beliebige weitere
Kommentare zu speichern. Des Weiteren kann jede einzelne Position mit einem
Kommentar versehen werden.

In Abb. 11.4 ist ein Teil des Informationsflusses fiir die Visualisierung der
Ergebnisse dargestellt. Die Kommunikation zwischen der Datenbank und der
Arbeitsstation erfolgt tiber eine ODBC-Schnittstelle. Nachdem feststeht, auf welche
der Farbungen die Ergebnisse projiziert werden sollen, wird das passende Bild mit
den erforderlichen Parametern transformiert, damit die Koordinaten der Konturen
korrekt sind. In das Bild konnen nun wahlweise die Zellkernkonturen, die
Messergebnisse fiir die einzelnen Zellen, ein kalibrierter Mallstab und, wenn

vorhanden, weitere Beschreibungen zu der Probe eingeblendet werden.

Original Bilddateine Gespeicherte Werte
auf zentralem Server in Datenbank

Wa'_hl c!er Fé(bung ‘ Masstab aus
fdr die Ansicht Aufnahmeparameter
Konturen der
Transformation fur Zellobjekte
genaue Uberlagerung
e
Circle 34,
100
I yor o Messwerte aus

DNA Auswertungen

Material: Erguss

Diagnose: Mesotheliom ¢ .
Kommentar: sehr viele lytische Zellen mit Dokumentation
netzartigem Chromatin und VVakuolen

Abb. 11.4: Informationsfluss zur Darstellung der Ergebnisse

Benutzeroberfldche / Benutzerfithrung

Fiir die Umsetzung der Oberfliche wurde das Entwicklungspaket Qt der
Firma Trolltech gewidhlt. Die Aufgaben der Benutzeroberflache lassen sich in
mehrere Untergruppen einteilen, die sich auch in der Anordnung der Elemente auf
dem Bildschirm widerspiegeln (s. Abb. IL.5).

Abhingig vom Zustand des Systems sind verschiedene Aktionen und
Abldaufe moglich oder sinnvoll. Der Benutzer wird durch die Anpassung der

Oberflache gefiihrt, um einen reibungslosen Ablauf zu gewéhrleisten.
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Neue Aufnahmen konnen z.B. erst gemacht werden, wenn die C-Nummer
der Probe unter dem Mikroskop in die Oberfliche eingegeben wurde. Die einzelnen
Aktionen konnen iiber Schaltflichen (Buttons) ausgefiithrt werden, wobei diese

Steuerelemente in einer logischen Reihenfolge untereinander angeordnet sind.

Visualisierung Benutzerfuhrung
o iy 9 eg 4 Al wain |Eegmem | Mitrascope | Agror | Fracess |
— ) Change Slide |
& T,
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!{j :.ae. O¢ h” ] [Tatlo -
Relocats (F5) |
“" *’“ ". . .‘. Compare
i 2o ! 3 Le Adiust
= | s R0 Sl 4 ' '@ ¢ Grah (F3) |
r " i ] L] f
A Lk " - Grab New (F2) |
e o 2 o0 SetROl |
f g‘ﬂ'@‘.ﬁe 4 ' ‘. _'.ﬁ | Remava last ROI |
= ® \ P [ q Mave Diown 7 Up (F4) |
2 L EXIT |
- e | [
@ « | om v
= am —IA
] o
2 o o ; ——
5 R - o7 - AGN 15
e} e FEL 15
§ 5; L. - oo 5
Q Siide Infa Postion Inf)
[ %3203 .82 I W25 W 202 Tv: 165 %
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Abb. I1.5: Einteilung der Benutzeroberflache

Einstellungen des Mikroskops oder der CCD-Kamera sind in verborgenen
Dialogen untergebracht und stéren somit nicht den normalen Ablauf der
Anwendung. Durch diese geringe Schachtelungstiefe der Befehle ist eine

ibersichtliche und schnelle Steuerung des Systems moglich.

Visualisierung

Je nach Anwendung sind verschiedene Darstellungen der Daten nétig. Um
einen Uberblick der in der Datenbank vorhandenen aufgenommenen Zellbilder zu
erhalten, ist eine tabellarische Ansicht mit verkleinerten Bildern vorgesehen

(Bildergalerie).

48



Kapitel IT Material und Methoden

Ausgewertete Daten und der Vergleich von identischen Zellen in
verschiedenen Firbungen erfordert das Ubereinanderlegen von Einzelaufnahmen
mit Einblendung der zusdtzlichen Eigenschaften der Zellen.

Diese Darstellungen erfolgen alle im linken oberen Teil der
Benutzeroberfldche.

Gleichzeitig werden die Positionen der Aufnahmen auf einer ,Karte* der
Objekttragers mit seiner C-Nummer links unten dargestellt, wobei die aktuelle
Position der gewidhlten Aufnahme markiert ist und die Position des
Mikroskoptisches auch eingeblendet wird.

Die Anzahlen der vorhandenen Aufnahmen in den verschiedenen Farbungen

sind unterhalb der Navigationselemente dargestellt.

Navigation

Fir die Repositionierung des Mikroskops oder die Durchsicht des
vorhandenen Bildmaterials muss der Benutzer jederzeit die Moglichkeit haben,
Referenzfirbungen oder Positionen auf dem Objekttrager auszuwéhlen. Im unteren
rechten Teil der Oberfliche konnen diese Einstellungen vorgenommen werden. Die
Wahl von Referenzfirbung und Position erfolgt iiber diese Elemente, wihrend der

Wechsel des Objektives nur tiber das Mikroskop moglich ist.

Ablauf einer Aufnahmesequenz

In diesem Abschnitt wird der Ablauf einer multimodalen Auswertung
exemplarisch an der Farbesequenz MGG-Feulgen-Silber dargestellt (s. Abb.I1.6).

Die Sequenz beginnt mit dem Einlegen eines Objekttrégers in der visuellen
Féarbung (in diesem Falle MGG). Zuerst werden Mikroskop und CCD-Kamera auf
optimale Bildqualitét eingestellt. Dabei wird der Wei3-Abgleich bei eingelegtem
leeren Objekttrager durch das Programm automatisch durchgefiihrt. Anschlieend
werden diese Parameter (Beleuchtung und Aperturblende des Mikroskops,
Verstirkung der R-, G- und B-Kanile der Kamera etc.) in der Datenbank
gespeichert.

Der Benutzer sucht sich nun Positionen auf der Probe aus, die durch eine
multimodale Analyse untersucht werden sollen, und nimmt Bilder dieser Positionen
auf. Parallel zu den digitalen Bildern werden auch die XYZ-Koordinaten des
Mikroskops in die Datenbank {ibernommen. Hierbei ist es jederzeit moglich, durch

die automatische Repositionierung schon erfasste Positionen abermals anzufahren.
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Dies ermoglicht eine nachtrigliche Begutachtung der ausgewihlten Zellen nicht nur
anhand der gespeicherten Bilder, sondern auch an den Originalproben durch das
Mikroskop.

Fiir weitere Verarbeitungsschritte werden vergleichbare Grauwertbilder der
Farbaufnahmen benétigt. Unter anderem arbeitet der Repositionierungsalgorithmus
mit diesen Grauwertbildern, die durch eine adaptive Grauwerttransformation (s.
Abschnitt 3.3.1) erzeugt werden. Die aus dieser Transformation hervorgehenden
Koeffizienten werden ebenfalls in der Datenbank gespeichert.

Es folgt nun der Umfirbeprozess zur Feulgen-Farbung.

Nach dem Einlegen werden die Einstellungs-Parameter abermals
gespeichert. Zum Auffinden der zuvor erfassten Zellen fihrt das System den Tisch
des Mikroskops an die gleiche Stelle wie in der ersten Farbung. Da durch
mechanische Ungenauigkeiten beim Einlegen der Probe in der Verankerung auf
dem Tisch und eventuelle Verschiebung der Zellen durch den Umfarbeprozess die
gesuchte Position nicht exakt repositioniert werden kann, muss der Benutzer eine
grobe manuelle Korrektur der Position vornehmen. Die Feinjustierung der Position
erfolgt durch ein in Abschnitt 3.3.2  beschriebenes Verfahren. Anschlieend
errechnet das System aus der Differenz von Soll- und Ist-Position (Soll: Position
aus erster Farbung, Ist: Position des Tisches nach Feinjustage) einen
Translationsvektor, mit dessen Hilfe globale Verschiebungen der Probe eliminiert
werden und die nachfolgenden Positionen genauer aufgefunden werden. Nun
werden die digitalen Bilder der Zellen gespeichert.

Mit den daraus adaptiv erzeugten Grauwertbildern ist es nun moglich, eine
pixelgenaue Koregistrierung der ersten beiden Bildsequenzen durchzufiihren.
Hierbei wird ein zur Repositionierung dhnlicher Algorithmus angewandt, der jedoch
iber eine hohere Genauigkeit verfiigt und um einen Rotationsfreiheitsgrad erweitert
ist. Die errechneten Parameter dieser Transformation werden ebenfalls in der
Datenbank abgelegt. Von diesem Moment an ist es moglich, die Ansicht der Zellen
in den zwei ersten Féarbungen darzustellen, um z.B. zu den morphologischen
Informationen aus der visuellen Farbung noch die Struktur des Chromatins in der

Feulgen-Fiarbung hinzuzuziehen.
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1. Farbung
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Abb. 11.6: Ablauf einer Aufnahmesequenz mit angedeutetem Informationsfluss.
(Die Extraktion von Messwerten in der Feulgen- und Silber-Farbung ist nicht dargestellt)

Da sich die Feulgen-Féarbung durch ihren hohen Farbkontrast hervorragend
fur die Segmentierung des Zellkerns eignet, wird an dieser Stelle bereits eine
Vorsegmentierung durchgefiihrt. Die gefundenen Kernkonturen werden dargestellt
und der Benutzer kann diese noch verfeinern oder verwerfen sowie die Zellen nach
Typ und Aufgabe in der DNA-Zytometrie klassifizieren (s. Kaptitel 3.3.4 — 3.3.5).
In der Datenbank werden die Zellobjekte mit ihrer Kontur und Zugehorigkeit fiir die
weitere Verarbeitung abgelegt.

Durch die erwéhnte Client-Server-Architektur ist es ohne weiteres moglich,
nach der Aufnahme der zweiten Fiarbung alle weitergehenden Verarbeitungsschritte
(Segmentierung, Klassifikation, etc.) an einer anderen Arbeitsstation durchzufiihren.
Die Aufnahmestation mit dem Mikroskop ist wihrend dieser Zeit flir andere
Aufnahmesequenzen frei. Nach dem zweiten Umfirbeprozess zur Silber-Fiarbung
werden abermals die gleichen Positionen angefahren und die Aufnahmen der Zellen
genauso wie die Parameter von Mikroskop und Kamera gespeichert. Auch hier kann
nach erfolgter Grauwerttransformation eine exakte Koregistrierung mit den
Feulgen-Bildern erfolgen.
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Auf die hier ausgesparte Extraktion der Messdaten aus der Feulgen- und der

Silber-Farbung wird im Abschnitt 3.3.5 eingegangen.

3.3 Bildverarbeitung

Digitale Bildverarbeitungsverfahren ermoglichen die Durchfithrung der
MMZA-Messungen und die automatisierte Quantifikation von Messergebnissen. In
diesem Abschnitt werden die Algorithmen fiir die einzelnen Verarbeitungsschritte

dargelegt.

3.3.1 Vorverarbeitung

Das Ziel der Vorverarbeitung ist es, eine geeignete Transformation vom
RGB-Farbraum (Rot, Griin, Blau-Farbraum) in ein Grauwertbild zu finden. Die
Parameter der Transformation werden aus einer Aufnahmesequenz einer Probe
mittels einer Cluster-Analyse des RGB-Histogrammes errechnet, die radiale
Gaussverteilungen fiir Vordergrund und Hintergrund (bzw zusitzlich fiir Plasma)

zugrunde legt (s. Abb. I1.7).

Lon

Abb. I1.7: Ein originales MGG-Bild mit dem dazugehorigen RGB-Histogramm. Die
Auftrittswahrscheinlichkeit driickt sich im Durchmesser der Kugel aus. Ganz rechts ist
das Ergebnis des Clusterings dargestellt. Jede Verteilung entspricht einer groBen Kugel.
Die Farbe entspricht dem Zentrum und der Radius der Varianz dieser Verteilungen.

Aus diesen Verteilungen wird durch Anwendung der Fisher-Diskriminante
(Blake und Isard 1998) eine kontrastoptimierende Linearkombination der
Farbkanile ermittelt und damit das Grauwertbild erzeugt.

Der vorgestellte Algorithmus liefert aber noch weitere wichtige
Informationen. Jede Farbwertkombination (R, G, B) kann einer der gefundenen

Verteilungen zugeordnet werden, wobei nur zwischen Vordergrund-, Hintergrund-
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und Restclustern als Ganzes unterschieden wird. Jedem Farbbild konnen also drei
Maskenbilder (s. Abb. 11.8) zugeordnet werden, die schon eine grobe Partitionierung

in Zellkern und Hintergrund erméglichen.

Abb. 11.8: Zuordnung der Pixel durch ihre RGB-Werte zu Vordergrund- (rot) Hintergrund-
(grtin) und Restcluster (blau). Dargestellt als Farbbild und im RGB-Histogramm.

Diese Masken spielen auch bei der pixelgenauen Koregistrierung eine
wichtige Rolle.

Die Parameter der Transformation werden in die Datenbank gespeichert und
mit ihnen die verschiedenen Fiarbungen soweit angeglichen, dass sie fiir die exakte

Koregistrierung verglichen werden konnen (s. Abb. 11.9 und 11.10).

b R |

p @ €

Abb. 11.9: Originalaufnahmen (MGG, Feulgen und Silber von links nach rechts) vor der
Transformation

Abb. I1.10: Ergebnis der Transformation fiir Bilder in MGG-, Feulgen- und Silber-Farbung
derselben Region.
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3.3.2 Repositionierung und Koregistrierung

Identische Zellen in anderen Féarbungen wieder aufzufinden, ist eine der
Hauptaufgaben wihrend der Erfassung von multimodalen Zellaufnahmen.

Um eine multimodale Analyse praktisch einsetzen zu konnen, ist eine
Automatisierung unverzichtbar. Hierbei nimmt die digitale Bildverarbeitung eine
Schliisselrolle ein. Denn an dieser Stelle tibernimmt ein Optimierungsalgorithmus,
der die Verschiebung in X- und Y-Richtung korrigiert, die Steuerung des
Mikroskops. Der Ablauf ist schematisch in Abb. II.11 dargestellt.

P

B

~—— - )
Mikroskop Verarbeitung Datenbank

> Ansteuern < Position

v

Aktuelles Bild

GW-Transformation

‘ l— Vergleichsbild
(Grauwe rt)

‘ Vergleich

A4

‘{ Korrektur

‘ Weiter Schritte

Abb. II.11: Ablaufschema der Repositionierung

Erhdlt das System den Auftrag, eine schon in einer fritheren Firbung
aufgenommene Position anzufahren, werden die in der Datenbank gespeicherten
Koordinaten an das Mikroskop weitergegeben und der Tisch des Mikroskops
bewegt sich dort hin. Aufgrund von Ungenauigkeiten, die durch die Mechanik des
Tisches oder das Einlegen des Objekttragers in die Halterung entstehen, kann die
exakte Position nicht mit der benétigten Genauigkeit angesteuert werden.

Im Datenbestand befindet sich die Aufnahme der gesuchten Zellen aus der
vorangegangenen Farbung. Mithilfe dieser Information wird die Position des
Mikroskoptisches noch weiter verfeinert. Hierzu werden das aktuelle Bild der CCD-
Kamera und das Bild aus der vorhergehenden Firbung verglichen. Die zwei
Farbbilder werden mit dem aus Abschnitt 3.3.1 beschriebenen Verfahren in
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Grauwertbilder transformiert und mit einem Optimierungsverfahren {ibereinander
gelegt.

Diese Korrektur wird an die Steuerung des Mikroskops weitergegeben und
somit die Positionierung verbessert. Auch bei der Korrekturbewegung des Tisches
spielt die mechanische Ungenauigkeit eine Rolle. Aus diesem Grund wird das
Verfahren mehrfach angewandt. Wird die ndétige Verschiebung kleiner als eine
einzustellende Schwelle, dann wird die Korrektur der Positionierung beendet.

Durch mehrere Durchldufe dieser Regelschleife kann erreicht werden, dass
die Korrektur in der GroBBenordnung der Ausdehnung eines Pixels liegt. Bei der hier
benutzten Kombination aus CCD-Kamera und 63x-Objektiv liegt die Pixelgrof3e bei
ca. 0,1um.

Durch diese ,,optische* Riickkopplung ist es somit moglich, mit einem
mechanisch relativ ungenauen Mikroskoptisch sub-pm-Genauigkeit in der
Positionierung zu erreichen.

Zwar sind die Positionsfehler beim Anfahren der Probe zum
Wiederauffinden der zuvor gespeicherten Positionen durch eine Korrektur in X-
bzw. Y-Richtung korrigiert worden, jedoch erschwert eine weitere Eigenschaft des
mechanischen Aufbaus des Mikroskops die endgiiltige Lagekorrektur: Die
Fixierung der CCD-Kamera auf dem mittleren Tubus des Mikroskops ist drehbar
und besitzt keinen Anschlag fiir die Nullposition. D.h. die Rotation der Kamera
kann zwischen den einzelnen Aufnahmesequenzen leicht variieren, auch wenn sie
bei jeder Neumontage durch eine Testprobe in ihrer Position kalibriert wird. Die
Rotationsabweichungen konnen bis zu einem 1° betragen. Aus diesem Grund muss
der Optimierungsalgorithmus fiir die endgiiltige Uberlagerung der Bilder um den
Rotationsfreiheitsgrad erweitert werden.

Der Schritt, die Aufnahmen der Zellen in den verschiedenen Férbungen
pixelgenau zu iiberlagern, wird als Koregistrierung bezeichnet. Er ist nétig, um bei
der folgenden Weiterverarbeitung mittels bildverarbeitender Methoden auf die
Informationen aus allen  Féarbungen gleichzeitig zugreifen  und
Auswertungsergebnisse von einer Farbung auf eine andere projizieren zu konnen.
Aus diesem Grund wird bei der Koregistrierung ein etwas groBBerer Rechenaufwand

in Kauf genommen, um exakte Ergebnisse zu erzielen.
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3.3.3 Segmentierung

In dieser Arbeit wurden zwei konkurrierende Wege eingeschlagen, um zu
einer Segmentierung der Zellkerne zu gelangen: FEine vollautomatische
Segmentierung mittels eines Regionenwachstumverfahrens auf Pixelbasis und eine
interaktive Segmentierung auf Basis eines Wasserscheidenalgorithmus. Beide
Ansdtze arbeiten mit den aus der adaptiven Grauwerttransformation

hervorgegangenen Informationen und setzen auf den Grauwertbildern auf.

Regionenwachstum:

Die Parametrisierung dieses Algorithmus erfolgt durch zwei Werte. Wenn
der Grauwert eines Pixels iiber einem Schwellwert liegt, wird dieses Pixel als ein
Startpunkt des Algorithmus betrachtet.

AnschlieBend werden alle Nachbarpixel dieses Startpixels gepriift und dem
Selektionsbild hinzugefiigt, wenn die Abweichung ihres Grauwerts zu dem des
Startpixels innerhalb eines gewissen Toleranzbereiches liegt. Dieser Vorgang wird
rekursiv wiederholt, bis keine neuen Pixel hinzukommen. Die Ho6he des
Schwellwerts und der Prozentsatz an Grauwertvariation legen dabei die gesamte
Parametrisierung des Algorithmus fest. Mittels morphologischer Operationen
(Locher fillen, Randobjekte und zu kleine Objekte entfernen, Konturen glétten)
wird das (bindre) Ergebnisbild anschlieBend ,,gesdubert”. Beschreibungen dieser
Konturen werden in der Datenbank abgelegt und stehen anschlieBend zur

Verfiigung.

Abb. I1.12: Die einzelnen Schritte des Regionenwachstums: (von links nach rechts)
Ausgangsbild, gefundene Regionen, nach morphologischer Glittung und Fiillung der
Locher, endgiiltige Kontur im original Farbbild
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Wasserscheidenalgorithmus:

Bei der anschlieBenden Klassifikation der Zellen wird vom Benutzer auch
die Qualitdt der Segmentierung liberpriift. Ist sie nicht korrekt oder zu ungenau,
wird als interaktives Segmentierungsverfahren der Wasserscheidenalgorithmus
gestartet.

Im Finzelnen werden folgende Verarbeitungsschritte durchgefiihrt: Das
Ergebnis eines Gradientenoperators (z.B. der Sobel-Operator) interpretiert der
Wasserscheidenalgorithmus als ,,Gebirgslandschaft, in der ein Wasserspiegel
ansteigt und so ,,Seen“ wachsen. Dadurch werden Wasserscheiden identifiziert (s.
Abb. I1.13), die das Bild in — zunichst sehr viele — Regionen unterteilen. Dem kann
schon durch einfache Gléttungsoperatoren und eine Mindestgrofe der Bassins
begegnet werden (vgl Abb. I1.14 mit II.15). Zusidtzlich werden alle aus der
Clusteranalyse hervorgegangenen Vordergrundbereiche als einzelne Regionen

gesetzt (s. Abb. 11.16).

/F ,// N\
/ /
/ \ /N / \
/ \ VAN * \
[ h - N 7/ \
N \
/7 ,// N\
/ . /
\ * /N * / \
/ N 7 \
/ \ / \

Abb. I1.13: Der Wasserscheidenalgorithmus:(Von links nach rechts) Entstehung des ersten
»Sees™ in einem Minimum, Entstehung des zweiten ,,Sees* in einem hoher gelegenen
Minimum, Errichten eines ,,Damms® zur Trennung der beiden ,,Seen®. Die ,,Seen*

aulerhalb des Gebirges sind nicht dargestellt.

Die Aufgabe des Benutzers besteht nunmehr aus dem Hinzufiigen oder
Loschen der einzelnen Regionen, um das Gebiet innerhalb eines Zellkerns zu
selektieren. Auch hier zeigt sich, dass eine geschickte Kombination aus durch den

Computer vorausberechneten Werten, hier die Regionen, und Benutzerinteraktionen
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den  Arbeitsablauf  schneller ~und  sicherer  macht. Der  gleiche
Konturfindungsalgorithmus wie beim Regionenwachstum wandelt die Objekte aus
dieser Selektion dann in eine Konturbeschreibung um, die ebenfalls in der

Datenbank abgelegt wird.

(a) Original

(¢) Gradient (d) Ergebnis
Abb. I1.14: Anwendung des Wasserscheidenalgorithmus

Nach pixelgenauer Koregistrierung kénnen nun die Segmentierungen der
Zellkerne auch auf die anderen Farbungen projiziert werden. Bereits in diesem
Stadium bietet sich eine vollig neue Sicht auf die Zellen, da sie nun wahlweise in
einer der vorliegenden Farbungen betrachtet werden konnen, je nachdem, welche

Eigenschaften der Zelle interessieren.

(a) Vordergrundpixel (b) Ergebnis
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Abb. II.15: Reduzierung der Anzahl der Regionen durch Einbeziehung von

Zusatzinformationen

(a) Wasserscheide
Abb. I1.16: Auswahl von Regionen

3.3.4 Klassifikation

(b) Selektierte Regionen (hell)

Die zunidchst noch manuelle Klassifikation verschiedener Zelltypen fiir die

nachfolgenden Auswertungen wird mittels

einer einfach zu bedienenden

Benutzeroberfliche durchgefiihrt. Das System zeigt dem Benutzer die Aufnahmen

mit den aus der Segmentierung gewonnenen Kernkonturen (s. Abb. II1.17). Jeder

Kontur kann ein Zelltyp aus einer vorgegebenen Liste zugeordnet werden, wonach

sie mit einem griinen Kreis markiert werden. Zusétzlich kann die Zelle als Mess-

oder Referenzzelle fiir die DNA-Auswertung gewihlt werden. Hierbei ist es

moglich, die Zellen jederzeit auch in den anderen Farbungen zu betrachten.

Segmentierungsparameter
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}
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Abb. I1.17: Benutzerschnittstelle fiir die manuelle Klassifikation der Zellen
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3.3.5 Auswertung der DNA-Zytometrie

Nachdem nun die Zellen als einzelne klassifizierte Objekte mit ihren
Konturen vorliegen, miissen noch die flir die Diagnose relevanten Daten extrahiert
werden. Eine der aussagekriftigsten adjuvanten Methoden der diagnostischen
Zytopathologie ist die DNA-Analyse.

Die primédre Messgrof3e ist hierbei die integrale optische Dichte (IOD) einer
Zelle. Durch die Messung von Referenzzellen wird mit Hilfe ihres mittleren IOD-
Wertes der DNA-Gehalt ruhender normaler Zellen von 2¢ festgelegt (c= content).
Aus der Messung von 30 Referenzzellen in jedem Priparat ergibt sich der euploide
2c-Wert als interner Referenzwert (Mittelwert der integrierten optischen Dichte
IOD). Zur Qualitdtssicherung muss der Variationskoeffizient (CV) einer
Referenzzellpopulationkleiner 5% sein (Bocking et al. 1995b, Haroske et al. 1998).

Zunichst werden hier die technischen Aspekte, die die DNA-Messung

ermdglichen, dargestellt:

Berechnung der optischen Dichte

Die optische Dichte OD eines durchleuchteten Objektes ist wie folgt

definiert:
OD =-log10(T) 2.1
mit dem Transmissionskoeffzienten T = I1 / 10 , wobei TO die

Lichtintensitdt vor dem Objekt und I1 die Intensitédt hinter dem Objekt ist (s. Abb.

I1.18(a)).
Objekttrager, Medium
Objekt |

— R

] ] o |
— > — > Zelle —%»

(a) Die Intensitit IO des einfallenden | (b) Wihrend die Intensitit IR des
Strahls wird zur Intensitét [1 gedampft Referenzstrahls nur von der optischen Dichte
des Objekttrigers und des Mediums der Probe
abhidngt, beeinflusst die Dichte der Zelle den
Strahl mit der Intensitit [Z noch zusitzlich

Abb. 11.18: Zur Definition der optischen Dichte
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Die Messung der OD von Zellen unter dem Mikroskop ist etwas
komplizierter, da weder die Eingangsintensitit 10 noch die OD des Objekttrigers
und des die Zelle umgebenden Mediums bekannt sind. Durch eine Referenzmessung
der OD in der nahen Umgebung der zu vermessenden Zelle konnen diese Einfliisse
kompensiert werden.

Es ergibt sich nach Abb. 2.18(b):

Tges = 12/10; TR = 1IR/10; TZ = 1Z/IR

=> TZ =Tges/ TR =(Z/10)/ (IR /10)=1Z /1R

Hieraus kann dann die IOD der Zelle

IOD =Xi -loglO(li / IR) (2.2)

mit den Intensitdten der Pixel innerhalb der Zelle Ii und dem Mittelwert der
Referenzintensitét IR auBlerhalb der Zelle bestimmt werden.

Gemill dem Absorptionsmaximum des Feulgen-Farbstoffes werden die IOD-
Werte aus einer Linearkombination des Griin- und des Rotkanales im Verhéltnis 7:3
berechnet. Die Intensititen ergeben sich aus den Grauwerten der betrachteten Pixel.
Weitere Einfliisse miissen jedoch noch beachtet werden, um die Messung der IOD

korrekt durchzufiihren.

Streulicht

Gleichung 2.2 geht von parallelen Lichtstrahlen aus. In der Realitdt werden
aber Lichtstrahlen abseits der zu vermessenden Zelle in der Probe gestreut, so dass
die Intensitdt hinter der Zelle hoher ist, als sie aufgrund der Dichte sein diirfte (s.
Abb. 2.20(a)). Um dies zu korrigieren, muss der prozentuale Anteil des Streulichtes
bei der Messung ermittelt werden (Kindermann und Hildgers 1994).

Hierzu werden am besten Objekte vermessen, die vollstdndig opaque sind,
also einen Transmissionkoeffzienten von 0 haben. Es bieten sich kleine Partikel
Aktivkohle an, die auf die gleiche Art verarbeitet und fixiert sind wie die Zellen.
Aus den Messungen ergibt sich dann eine von Null abweichende Transmission. Da
in diesem Fall die korrekte Transmission Null wire, ist dieser ,,falsche
Transmissionswert gleichzeitig die Korrektur der gemessenen Transmission, und die

optische Dichte ergibt sich dann zu:

oD = -10g10( (Igemessen— Istreu ) /(IReferenz — Istreu)) (23)
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Beugung

Die betrachteten Objekte sind so klein, dass in dieser GroBenordnung bereits
Beugungseffekte eine Rolle spielen. An der Kante des Zellkerns wir das zum
groBten parallel verlaufende Licht in Richtung des Kerns gebeugt (s. Abb. I1.19(b)).

Somit erscheint der Rand der Zelle heller als er sich eigentlich abbilden
sollte. Um diesen Effekt zu kompensieren, werden in der Randregion nicht die
Werte der einzelnen Pixel fiir die Berechung der 10D herangezogen, sondern sie

werden auf den mittleren Wert aus dem Inneren der Zelle gesetzt.

e L

D

(a) Streuung der Lichtstahlen in der gesamten (b) Beugung der Lichtstrahlen Probe
am Rand der optisch dichteren Zellen

Abb. I1.19: Storeftekte bei der Berechnung der optischen Dichte der Zellen

Der Zellkern wird fiir die Bestimmung des 10D in drei Regionen eingeteilt
(s. Abb. 11.20): Ein duBBerer Rahmen fiir die Bestimmung der Referenzintensitét IR,
der innere Rand fiir die Korrektur der Beugung und schlieBlich der innere Rest des

Zellkerns fiir die Berechnung der 10D.

Referenz

Beugungskorrektur
Abb. 11.20: Einteilung der Zellen in verschiedene Regionen fiir die Bestimmung der IOD
Fiir die Beurteilung der Messung ist auch die Flache A der Zellkerne von
Bedeutung. Die Flache der Zellen in Abhéngigkeit der IOD aufgetragen, gibt
Aufschluss iiber eine erfolgreiche Korrektur der Beugung. Je kleiner die Objekte
sind, desto groBer ist der Einfluss der Beugung auf das Ergebnis der IOD. Bei nicht

korrigierten Aufnahmen verschiebt sich die IOD von Zellen mit kleiner Ausdehnung
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Wird die Beugung durch das beschriebene Verfahren korrigiert, verschwindet dieser
Effekt.
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Abb. I1.21: Beugungskorrektur einer [OD-Messung

DNA-Messung

Nachdem all diese storenden Effekte eliminiert bzw. kompensiert wurden,

kann nun der DNA-Gehalt der einzelnen Zellen angegeben wird und somit die
DNA-Verteilung in der untersuchten Zellpopulation errechnet werden. Diese wird in
einem DNA-Histogramm dargestellt. Dieses offenbart die Haufigkeitsverteilung der
integrierten optischen Dichte der spezifisch mit DNA-Farbstoffen (Feulgen-
Féarbung) gefirbten Zellkerne in der Einheit ¢ (1c entspricht der DNA-Menge eines
einfachen Chromosomensatzes). Pro Priparat wurden, wenn moglich, 300
Analysezellen und 30 Referenzzellen gemessen. Nekrotische, autolytische oder
tibereinander liegende Zellen wurden nicht gemessen.

Bei der Auswertung der Histogramme wird der Bereich der zu beurteilenden
DNA-Stammlinie durch den Untersucher festgelegt. Die Berechnung des
Modalwertes, der den hdufigsten Wert (Gipfel) eines DNA-Histogramms darstellt,
erfolgt bei der Berechnung des DNA-Histogramms. Diese geschieht in einem
separaten Rechenprozess nach Erstellen der Bildergalerie in der Feulgen-Férbung
mit der darauf folgenden Segmentierung und Klassifikation der Zellen durch den
Benutzer. Letzteres dient gleichzeitig der Qualitdtskontrolle, da die Messzellen und
Referenzzellen anhand der Bilder erst jetzt endgiltig klassifiziert und in die

Messung aufgenommen oder verworfen werden. Dabei kénnen zu jeder Zelle die
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jeweils entsprechenden Bilder in der Papanicolaou- oder May-Griinwald-Giemsa-
Farbung betrachtet werden. Es werden die zu messenden Zellkerne hierbei direkt
tiberpriift, sowie Artefakte aus der Messung ausgeschlossen (Miiller et al. 1994).
Anschliefend werden die DNA-Histogramme und weiteren DNA-zytometrischen
Daten ausgedruckt.

Die Benutzerschnittstelle des Systems erstellt fiir die Beurteilung der

Ergebnisse durch den Pathologen eine iibersichtliche Darstellung (s. Abb. 11.22).
Selektierte Zelle |OD in Abhangigkeit der Flache

~ Objects
Clore &, et 10, STay 24 N
Reading C9639-02, 260 Records : ' :
#WES 317 #REF 43 50
Mean Ref 1221.64 +. 74.25 CV 6 08% rSEM 0.93%) ol
E 4
g:ﬂ YRR ERR T A —
o i
" . |
0 ....L-I] e 5 "l
i e T T T I e ]
o 2 4 6 8 10 12
= o]
Reset Histogramm | Save Histogramm |
Statistische Werte DNA-Histogram

Abb. 11.22: Benutzeroberfliche fiir die DNA-Analyse

Rechts unten ist die Darstellung des DNA-Histogramms zu sehen. Zur
Orientierung sind rote Markierungen an den Stellen 2c, 4c und 8c angebracht. Um
ggef. Fehler in der Beugungskorrektur zu erkennen, sind nochmals in einem weiteren
Diagramm die FliachenmaBe aller Zellen tiber ihrem IOD eingezeichnet. Die
Messzellen sind blau und die Referenzzellen rot. Der Benutzer kann in dieser
Darstellung einzelne Zellen selektieren, die dann links daneben auf dem
Originalbild eingezeichnet werden.

Selbstversténdlich konnen dann auch die Bilder dieser Zellen in allen bereits

aufgenommenen Firbungen betrachtet werden.
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3.3.6 Nukleolus-organisierende Regionen

AgNOR-Zihlung

Da es sich bei der Silberfirbung um eine Ausfallreaktion und nicht um eine
Reaktion mit definierten Bindungspartnern handelt, unterliegt diese Farbung starken

Schwankungen, abhingig von der Probe und den Eigenschaften des Féarbebades.

Abb. I1.23: Aufnahmen in der Silbernitrat-Farbung in unterschiedlicher Qualitit.

Wegen der stark variierenden Firbeergebnisse und des geringen Kontrastes
zwischen Zellkern und NOR, erweist sich in manchen Fillen die Messung der Cluster
(zusammengelagerte AgNORs) und Satelliten (einzeln liegende AgNORs) sowohl in
der manuellen als auch in der automatischen Zdhlung als schwierig ( Abb I1.23). Durch
eine geschickte Gestaltung der Benutzeroberfliche ist es moglich, dem Anwender
geniigend Hilfestellung zu geben, um die Auswertung eines Silber-Préiparats in einer fiir
die Routineanwendung akzeptablen Zeitspanne durchzufiihren.

Zusitzlich zur Bedienung des Mikroskops muss derzeit noch die Anzahl der
Cluster und Satelliten manuell in das System eingeben werden.

Da das Prinzip der Multimodalen Zellanalyse auf der Auswertung identischer
Zellen in verschiedenen Farbungen beruht, wurden in der Silber-Farbung auch nur

Zellen ausgewertet, die bereits in vorherigen Férbungen betrachtet worden sind.
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Insbesondere werden Zellen untersucht, bei denen nach einer erfolgreichen
Segmentierung und Klassifikation ein Ergebnis der DNA-Analyse vorliegt.

Das System erfasst fiir diese Zellen die Anzahl der Cluster und Satelliten und
berechnet daraus die mittleren Anzahlen pro Zellkern.

Dem Benutzer wird bereits bei der Aufnahme der Bilder in der Silber-Farbung
die Moglichkeit gegeben, die Messwerte in die Datenbank einzutragen. Auf dem
Bildschirm mit der Benutzeroberfliche wird das aktuelle Bild in der Feulgen-Farbung
mit den Konturen der auszuwertenden Zellkerne dargestellt.

Die Werte fiir die Anzahl der Cluster und Satelliten werden dann in eine Tabelle
eingetragen, in der auch Daten der vorhergehenden Fiarbungen dargestellt sind
(Abb.I1.24(Db)).

Sowohl der Zelltyp als auch der errechnete DNA-Gehalt werden angezeigt.
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Abb. 11.24: Benutzerschnittstelle fiir die Eingabe der MeBwerte aus der Silber-
Férbung.

Das Ergebnis dieser Auswertung besteht dann nicht nur wie bei der
urspriinglichen Auswertungsmethode aus den Mittelwerten von Clustern und Satelliten
pro Zellkern, sondern jeder Zelle wird ein diagnostisch relevanter Wert zugeordnet.
Hierdurch sind Korrelationen z.B. zwischen dem DNA-Gehalt und der Anzahl von
NORs in Bezug auf individuelle Kerne moglich.

Nicht nur die Verbindung der einzelnen Ergebnisse der adjuvanten Methoden
erginzen sich durch die Anwendung der ,Multimodalen Zellanalyse®. Auch die
Ansichten der Zellen in den verschiedenen Férbungen tragen entscheidend dazu bei,

Fehler bei der Auswertung zu unterbinden.

66



Kapitel IT Material und Methoden

Die automatische AgNOR-Zihlung basiert auf demselben Algorithmus, der auch
zur AgNOR-Fldachenberechnung eingesetzt wird.

AgNOR-Flichenbestimmung

Die Berechnung der AgNOR-Fldche erfolgte nach einem Algorithmus, der
ebenfalls am L{B entwickelt wurde (Aschenborn 2004).

Folgende grundlegende Eigenschaften wurden fiir alle AgNORs in den
Aufnahmen vorausgesetzt:

1. AgNOR-Regionen sind dunkler als ihre unmittelbare Umgebung.

AgNOR-Regionen sind durch einen Gradienten umrandet.
Einzelne AgNORs besitzen eine homogene Féarbung.
Einzelne AgNORSs haben eine maximale Grof3e.
Einzelne AgNORs besitzen eine kreis- bzw. kugelformige Struktur.

Satelliten und Cluster sind vollstdndig im Zellkern enthalten.

o

Alle Objekte sind geschlossene Objekte.

Die AgNOR-Analyse beginnt mit einer Grauwerttransformation. Als
Farbraummodell wurde der HSV-Farbraum gewéhlt, der die Farben iiber den Farbton
(Hue [H]), Séttigung (Saturation [S]), und Helligkeit (Value [V]) definiert. Der
Helligkeitskanal bietet den besten Ansatz fiir das nachfolgende Gradientenbild, das mit
Hilfe eines optimierten Sobel-Operators, einem Gradientenoperator, erzeugt wird. Ein
Wasserscheidenalgorithmus reduziert die Gradienten zu ein-Pixel-breiten Kanten. Fiir
jeden Kantenpixel wird eine Profillinie in Richtung des lokalen Gradienten nach
Objektkanten abgesucht. Jedes Pixel zwischen den Grenzen wird als Objektpixel
bewertet. Das Ergebnis ist eine Pixelbewertungsmatrix, in der die Objektpixel durch die
hoheren Werte identifiziert werden konnen. Da die Transformation auf einem
Gradientenbild  basiert, bleiben die Ergebnisse von  fiarbungsbedingten
Hintergrundschwankungen unbeeinfluf3t. Ausgehend von Pixeln mit sehr hohen Werten
in der Pixelbewertungsmatrix werden nun mittels eines Wachstumsprozesses die
optimalen Segmente gefunden. Der Wachstumsprozess wird fortgesetzt, bis die
bestmdgliche Kombination von homogener Fliche und Umrandung erreicht ist. Eine
endgiiltige Klassifikation, die auf dem Mittelwert der Pixelbewertung beruht, trennt die
ungiiltigen Segmente aus dem Hintergrund von den eigentlichen AgNORs. Abb. 11.25
zeigt das Ergebnis der automatischen AgNOR-Erkennung.
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(a) (b)
Abb. I1.25: Silbernitrat-gefarbter Zellkern (a) mit detektierten AgNORs (b)

Anschliefend werden die AgNOR-Regionen in Satelliten oder Cluster
klassifiziert. Da Cluster ausschlieBlich in Nukleolen liegen, bietet sich zur
Clusteridentifizierung ein Nukleolenabgleich an. Dieser Schritt setzt eine
funktionierende Nukleolen-Detektion voraus. Sie wird in der Diplomarbeit von
Alexander Schega (2004) beschrieben und hier kurz dargestellt. Wie bei der AgNOR-
Erkennung, werden auch fiir die Nukleolen-Detektion gewisse morphologische
Eigenschaften der Nukleolen, diesmal in der Feulgenfirbung, als Ausgangspunkt
verwendet.

So ist ein Nukleolus:

1. ein anndhernd rundes Objekt, das aus mindestens einem Viertelkreis besteht,
heller als der Restkern ist,

eine homogene Flidche besitzt und

> »n

zu mindestens 50% von einem dunklen Rand umschlossen ist.

Zu Beginn wird eine geeignete Grauwerttransformation durchgefiihrt, die
relevante Bildinformationen hervorhebt und Stoéreinfliisse relativ dazu abmildert.
Mittels einer angepassten Hough-Transformation zur Detektion von Kreisstrukturen
werden anschlieend die in Frage kommenden Objekte lokalisiert und die Startpunkte
fiir eine genauere Segmentierung mit Hilfe aktiver Konturen ermittelt. Es lassen sich so
statistische Merkmale dieser Objekte extrahieren, anhand welcher entschieden werden

kann, ob es sich um einen Nukleolus handelt.
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In den Fillen, in denen die Nukleolen nicht detektierbar sind, zdhlt die raumliche
Nihe einzelner AgNORs zueinander als Unterscheidungsmerkmal. Liegen zwei oder
mehrere AgNORs geniigend dicht beisammen, kann von einem Cluster ausgegangen
werden (Prinzip der Formationserkennung).

Der letzte Schritt des AgNOR-Algorithmus besteht aus der quantitativen
Berechnung der AgNOR-Fliche.

Der Mehrwert der ,,Multimodalen Zellanalyse* gegentiber der klassischen
Auswertung einzelner Farbungen zeigt das enorme diagnostische Potenzial der neuen
Methode. Durch diese Umsetzung in ein funktionierendes System sind viele Vorteile
demonstriert worden. Mithilfe dieses Labormusters ist es moglich, ohne gro3en

Aufwand zytopathologische Probe multimodal auszuwerten.
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III Ergebnisse

1 Ablauf der Aufnahmesequenzen

Der Zeitaufwand fiir den im Abschnitt Material und Methoden beschriebenen
Ablauf der Aufnahmesequenz der Zellbilder betrug pro Farbung pro Priparat, bei
durchschnittlich ungefihr 160 Aufnahmen, ca. 2,5 Stunden. Die vergleichsweise
betrdchtliche Dauer war bedingt durch einen hohen Rechenaufwand des Computers
fur die Relokalisation und Koregistrierung der Bildpositionsdaten sowie die
notwendige Zeit fuir das Speichern der Aufnahmen in einer Bilddatenbank, die etwa 4
Sekunden dauerte. AuBBerdem war die automatische Repositionierung identischer
Zellbilder aus vorangegangenen Farbungen zunidchst derart ungenau, dass eine
manuelle Korrektur und ein visuell gefiihrter Feinabgleich regelhaft erforderlich

waren (s. Abschnitt II. 3.3.2).

Bei der Aufnahme der MGG-gefédrbten Zellszenen in den vorher von einem
erfahrenen Zytopathologen bei der Durchsicht am Mikroskop ausgewihlten und
Filzschreiber-markierten Regionen stellt sich die Moglichkeit, diese Markierungen
auch auf dem Computermonitor darzustellen, als hilfreich dar. Gleichzeitig werden
die Positionen der Aufnahmen auf einer ,,Landkarte” des Objekttrigers mit seiner C-
Nummer links unten auf dem Bildschirm dargestellt, wobei die aktuelle Position der
gewidhlten Aufnahme markiert ist und die Position des Mikroskoptisches ebenso
eingeblendet wird. So war es moglich, auch als unerfahrener Auswerter innerhalb
dieser Grenzmarkierungen zielgenau moglichst viele von den im Vorhinein vom
Zytopathologen als diagnostisch relevant eingestuften Zellen zu fotografieren.
AuBerdem war durch die Monitordarstellung das Verlassen der diagnostisch
interessanten Regionen auf dem Objekttrager sichtbar und konnte so verhindert

werden.
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1.1Qualitéit von Probengut und Firbungen

Die Qualitdt der Proben beziiglich des Zustandes der einzelnen Zellen variierte
trotz vorgeschalteten Aussortierens vollig unzureichenender Proben (s. Abschnitt
I.3). Es sollten mindestens 300 Analysezellen gemessen werden, um in der DNA-
Analyse ein repriasentatives Ergebnis zu erhalten. Bei elf Proben konnte dieser
Forderung aber wegen unzureichendem Zellmaterial nicht nachgekommen werden.
Bei diesen Priparaten wurden im Mittel 243 Messzellen (147 bis 293 Zellen) DNA-

zytometrisch untersucht.

Ein Zusammenhang zwischen einer bestimmten Férbung oder Priaparategruppe
und der Schadhaftigkeit der Zellen konnte nicht beobachtet werden. Nach den in
Kapitel I1.2.1 beschriebenen Kriterien fiir unzureichende Proben (Nekrose, Autolyse
etc.) wurden folglich entsprechend auffillige Zellen nicht in der Messung
beriicksichtigt. Aufgrund eines fiir den ungeiibten Untersucher moglicherweise
visuell nicht feststellbaren Defektzustandes der untersuchten Zellen ist gleichwohl
eine Ungenauigkeit der Ergebnisse sowohl in der DNA-Messung als auch in der

AgNOR-Zihlung vorstellbar.

Die wie in Kapitel 1.2 beschrieben durchgefiihrten Férbungen nach MGG,
Feulgen und AgNOR zeigten zum Teil erhebliche Qualitdtsunterschiede im
Féarbeergebnis der Préparate. Die Zeitangaben fiir die einzelnen Farbungen wurden
eingehalten und waren bei den einzelnen Préparaten identisch. Sie wichen nicht von
den Férbeprotokollen ab. Die drei untersuchten Préparategruppen zeigten

untereinander keine Unterschiede im Farbe- und Kontrastverhalten.

Die MGG-Fiarbung wies die geringsten Intensititsunterschiede auf. Die
morphologische Begutachtung wurde lediglich durch besonders dunkel oder hell

gefdrbte Priaparate etwas erschwert.

Bei der Farbung nach Feulgen traten groflere Differenzen in der Farbqualitit
auf. Es stellte sich heraus, dass der bei einigen Priparaten mangelhaft ausgeprigte
Farbkontrast zwischen Kern und Zytoplasma eine Fehlerquelle fiir den
Segmentierungsalgorithmus darstellte. So konnten Kernkonturen nicht als solche
exakt identifiziert und markiert werden. Die Kernmasken wurden zu klein

gekennzeichnet, es wurden dunklere Areale innerhalb des Zytoplasmas als Kern
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fehlidentifiziert oder es wurden dicht zusammen gelagerte Kerngruppen als ein
einzelner Kern erkannt. Die Moglichkeit, von der Software erkannte Kernkonturen
manuell zu korrigieren (wie in Abschnitt I1.3.3.3. beschrieben), stellte sich als sehr
hilfreich dar. So konnte durch den Wechsel der Darstellung des Fotos von der
Feulgen- in die MGG-Férbung die korrekte visuelle Erkennung der Randkonturen
der Zellkerne gewéhrleistet werden. Diese vorangegangene Farbung erlaubte namlich
durch den groBeren Farbkontrast zwischen Zytoplasma und Kern deren visuelle

Trennung bzw. Differenzierung.

Die Variabilitit der Farbintensitit zwischen den einzelnen Préparaten speziell
in der Feulgenfirbung verfélschte keineswegs die Ergebnisse der I0D-abhédngigen
DNA-Messung. Grund dafiir ist, dass die Auswertung auf der Berechnung des
Verhiltnisses der optischen Dichte der Messzellen zu den Referenzzellen beruht, die
den gleichen Farbebedingungen ausgesetzt waren. Da die Farbeintensitit auf dem
entsprechenden, identischen Objekttriger ebenfalls minimalen Schwankungen
unterworfen ist, wurden Analyse- und Referenzzellen gleichermaflen in den

umrandeten ROIs (regions of interest) ausgewéhlt und fotografiert.

Die Intensitdt der Farbung variierte besonders stark bei der AgNOR-Férbung .
Obwohl fiir alle Objekttrager stets dieselbe Firbezeit nach einem standardisierten
Férbeprotokoll veranschlagt wurde, gab es Félle, in denen keine argyrophilen

Regionen innerhalb des Zellkernes zu erkennen waren (Abb. II1.1 a) )

Abb. 1ll.1: AgNOR-Féarbung - Variabilitat

Andererseits gab es auch Priparate, die derart iiberfirbt waren, dass keine
Unterscheidung zwischen AgNORs und silbergefarbtem Schmutz bzw. Prizipitaten
moglich war (Abb. III.1 b) ). Daher konnten 14 Fille (2 Reaktive, 6 Karzinosen und
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6 Mesotheliome) nicht ausgewertet werden. Bei 4 Proben (C1489-99, C11270-00,
C13477-99, C11033-98) konnte nur eine geringere als die veranschlagte Anzahl von
100 Zellen ausgewertet werden (34 bis 98, Mittelwert 69 Zellen). Zudem war es bei
der manuellen Zghlung der Cluster und Satelliten gelegentlich fiir den Untersucher
schwierig zu entscheiden, wann eine silbergefiirbte Struktur, die sich innerhalb der

Kerngrenzen befand, oberhalb oder noch innerhalb der Zellebene lag.

Die Homogenitdt der Farbung innerhalb der gesamten Fldche des einzelnen
Objekttragers war in allen drei Farbungen gegeben. Eine augenfillig ungleichméBige
Anfiarbung von Zellen, die in verschiedenen Regionen des Objekttriagers lagen,

konnte nicht festgestellt werden.

Mit steigender Lagerungszeit war ein geringes Verblassen ausgehend vom
Objekttragerrand zu beobachten. Daher wurden ausschlieBlich Aufnahmen von
Zellen gemacht, die nicht unmittelbar am Rand des Prédparates lagen. Es stellte sich
heraus, dass das Ausbleichen besonders relevant war fiir die AgNOR-Auswertung,
da hierbei eine eventuelle Verfilschung der AgNOR-Zahlen nicht durch eine

Softwareanwendung zu korrigieren war.

1.2 Zellrelokalisation und Koregistrierung

Um das Wiederauffinden der Zellszenen, von denen bereits Aufnahmen in
einer anderen Fdrbung existierten, zu ermoglichen, fand eine computerunterstiitzte

Relokalisation statt.

Nach dem Einlegen des umgefarbten Objekttragers fuhr der Mikroskoptisch an
die gleiche Koordinatenposition, bei der in der vorhergehenden Férbung die erste
Aufnahme gemacht worden war. Wegen mechanischer Ungenauigkeiten beim
Einlegen der Probe und einer teilweise aufgetretenen Verschiebung der Zellen auf
dem Objekttrager beim Umfirbeprozess konnten diese Positionen aber nur ungenau

angefahren werden.
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Abweichungen fiir Bildposition Null
(Euklidischer Abstand)
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Abb [I1.2: Abweichung der ersten Bildposition

Die gesuchten Zellen waren nicht auf dem vom Computer gefundenen Bild der
CCD-Kamera zu sehen. Durch einen Blick durch das Okular war es aber meist
moglich, iiber einen visuellen Vergleich der Abweichungen des gespeicherten Bildes
aus der vorherigen Féarbung von dem aktuellen Mikroskopbild, die gesuchten
Zellszenen zu entdecken. In einzelnen Fillen war es allerdings erforderlich, manuell
den Mikroskoptisch in Kreisen um die zuerst angefahrene Position zu steuern, um die

gesuchten Zellen mit dem Okular auffinden zu kénnen.

Der Euklidische Abstand der ersten Position der MGG-Férbung von der ersten
Position der darauf folgenden Feulgen-Féarbung betrug im Median 131,84 um (28,16
um — 3373,42um). Dieser Abstand betrug zwischen der ersten Position der ersten
Féarbung (MGG) und der ersten Position der dritten Farbung (AgNOR) im Median
81,07 pm (4,71um — 3375,35um). Das auf dem Monitor sichtbare Bildformat betrug
74,2x55,2 pm, die Bilddiagonale 92,5 pum. Hieraus ist ersichtlich, dass im
Durchschnitt die Zellszene der ersten Bildposition der jeweils folgenden Farbung
nicht so exakt wieder angefahren werden konnten, dass sie auf dem Monitorbild
sichtbar waren. Im Median lagen die gesuchten Zellen bei der Aufnahme der

Feulgenbilder etwa 1,4 Bildschirmdiagonalen entfernt von der Position der Zellen in
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der vorangehenden MGG-Farbung. Um die umgefirbten Zellen zu finden, war es
daher erforderlich, diese auf dem Monitorbild durch ein manuelles Verschieben des

Mikroskoptisches aufzufinden oder mit Blick durch das Okular zu suchen.

Bei der Aufnahme der AgNOR-Bilder gelang die Repositionierung etwas
besser. In der Regel waren die Zellen des ersten Fotos hierbei direkt auf dem Monitor
sichtbar, sodass nur noch die computerunterstiitzte Feinjustierung vorgenommen
werden musste, um eine annihernd pixelgenaue Uberlagerung der Bildpositionen zu

erlauben.

Die grobe, von Hand eingestellte Lagekorrektur wurde mit dem Ziel
durchgefiihrt, das Bild der CCD-Kamera und das gespeicherte Bild annéhernd gleich
auszurichten. Die Feinjustierung der Position (Schaltfliche ,,Refine) erfolgte
anschlieBend iiber ein in Abschnitt 11.3.3.2 beschriebnes Verfahren. Hierbei wurden
die zwei Bilder iibereinander gelegt und deren Koordinaten miteinander verglichen.
Die errechneten Verschiebungsvektoren in x- und y-Richtung wurden an die
Mikroskopsteuerung weitergeleitet und dadurch die Position des Mikroskoptisches

verbessert.

Durch die wie beschrieben induzierte Korrekuturbewegung des Tisches gelang
bei mehrfachem Durchlaufen dieses Prozesses eine Genauigkeit der (Re-)
Positionierung in der GroBenordnung eines Pixels. Allerdings gelang die
Optimierung der Tischposition mittels der Bildiiberlagerung weniger gut bei
Aufnahmen, in denen sehr viele Zellen abgebildet waren, die Zellen unscharf
fotografiert worden waren oder bei denen aus priparatorischen Griinden die Kerne
vom umgebenden Zytoplasma nur schwer abzugrenzen waren. Hier musste die
Korrektur der Tischposition manuell anhand der sichtbaren Bilddifferenzen bis zu

einer subjektiv zufriedenstellenden Genauigkeit vorgenommen werden.

Das System errechnete nach jeder Repositionierung aus der Differenz von Soll-
und Ist-Position (Soll: Position aus erster Farbung, Ist: Position des Tisches nach
Feinjustage) einen Translationsvektor. Dieser, fiir jede Aufnahme einzeln
errechnete, Vektor war als X-Y-Punktwolkendiagramm auf der Benutzeroberfldache
sichtbar. Mit Hilfe des gespeicherten Vektors des ersten in der neuen Firbung
aufgenommenen Bildes konnten die nachfolgenden Positionen sehr viel treffsicherer
angefahren werden. Mit der steigenden Anzahl der durchgefiihrten Relokalisationen

wurde die Differenz zwischen Soll- und Ist-Position fortlaufend geringer.
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Die nach der ersten Aufnahme in der neuen Féarbung folgenden, vom Computer
zu relokalisierenden Positionen wurden nun so exakt angefahren, dass die gesuchten
Zellszenen nun auf dem Bild der CCD-Kamera sichtbar waren und nicht mehr mit
einem Blick durch das Okular und manuellem Umkreisen der fehlerhaften Position

aufgesucht werden mussten.

Auch die Koregistrierung, d.h. die pixelgenaue Uberlagerung der Bilder in
der Referenz- und der aktuellen Farbung, wurde im Verlauf der Messungen robuster
und genauer. Bis auf wenige Ausnahmen funktionierte der Algorithmus fehlerlos.
Allerdings war eine Abhéngigkeit zwischen der Farbintensitit der Zellaufnahmen
und der Korrektheit der Koregistrierung festzustellen. Fehler traten dann auf, wenn
die Kernkonturen wegen mangelnder Farbkontraste kaum erkennbar waren.
Grundsitzlich gelang die pixelgenaue Uberlagerung der Bilder, wurde aber wegen

des erhohten Zeitaufwandes (etwa Ssec pro Bild) kaum angewendet.

1.3 Segmentierung

Eine mehrstiindige vollautomatische Vorsegmentierung wurde wegen des
hohen Farbkontrastes an den Zellkernen der Aufnahmen in der Feulgenfirbung
vorgenommen. Die anfangs allein auf einem interaktiven
Wasserscheidenalgorithmus — basierenden Berechnungen resultierten in der
Darstellung, bei der die Zellkerne in sehr viele Regionen unterteilt waren. Anfangs
wurden in einem 1,5stiindigen Prozess vom Computer fiir jedes Bild Wasserscheiden
berechnet, welche die identifizierten Zellkerne in viele Regionen unterteilten. Dabei
war die GroBenbestimmung und Einteilung der Regionen noch sehr grob, so dass
zum Teil Randbezirke einzelner Kerne gar nicht als Region erfasst wurden oder die
Wasserscheide ein die Kernmembran tiberschreitendes Areal miteinbezog. Zudem
wurden bei der Selektion der fiir die spidtere DNA-Messung relevanten Regionen

(durch Anklicken) auch Areale markiert, die iiber die Kernbegrenzung hinausgingen.

Auch die nachfolgende, auf dem Algorithmus des Regionenwachstums
basierende Kerndetektion arbeitete anfangs noch sehr ungenau (zu grof3 oder zu klein
gezogene Umrisslinien), so dass sehr viele Konturen interaktiv am Monitor

verworfen oder verfeinert werden mussten.
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Abb.l11.3: Feulgen-Farbung — Variationen der Anféarbbarkeit der Zellen

Zum Teil wurden auch Strukturen im Zytoplasma oder dicht gelagerte
Kerngruppierungen zusammen als eine Kontur erkannt. Die Korrektheit der Masken
musste daher bei allen Préparaten tiberpriift werden. Besonders bei Proben, in denen
die Kern-Zytoplasma-Demarkation unscharf war, =zeigte die Kerndetektion
mangelhafte Umrisslinien an. Durch die insuffizienten Konturen wurde die DNA-
Messung der betroffenen Proben ungenau, da die integrierte optische Dichte zu einer
nur unzureichend genau detektierten Kernfliche in Beziehung gesetzt werden

musste.

Es war moglich, Messmasken mittels des Wasserscheidenalgorithmus (s.
Abschnitt 11 .3.3.3) subjektiv nachzubessern. Dabei konnten vom Computer
vorberechnete Regionen interaktiv selektiert und zu der bereits detektierten
Kernkontur hinzugefligt oder aus ihr herausgeloscht werden. Um eine bessere und
detailliertere visuelle Erkennbarkeit der Kernkonturen zu erreichen, war es moglich,
sich die Konturen auch in der morphologischen MGG-Féarbung anzeigen zu lassen.

Dies erleichterte die exakte manuelle Modifikation der Umrisse.

Zu Anfang dauerte die Segmentierung aufgrund der aufwendigen
Nachbesserung der ungenauen Konturvorschlige aus der automatischen
Vorsegmentierung ungefihr zwei Stunden pro Pridparat. Die Segmentierung der
Kernkonturen besserte sich aber im Laufe der Messungen aufgrund einer
nachgebesserten leistungsfihigeren Bildverarbeitungssoftware, so dass immer
weniger Kernumrisse manuell angepasst werden mussten und immer mehr dicht
zusammengelagerte Kerne automatisch voneinander getrennt werden konnten.
Ungenau detektierte Kernumrandungen konnten weiterhin  mithilfe des
Wasserscheidenalgorithmus manuell korrigiert werden. Die Verbesserungen in der

automatischen Zellkerndetektion bewirkten eine Reduktion des Zeitaufwands fiir
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diesen Arbeitsschritt auf etwa 45 Minuten pro Pridparat. Zudem konnte durch den
Fortschritt in der Erkennungsgenauigkeit eine Ursache fiir eine ungenaue IOD- bzw.
DNA-Messung minimiert werden. Der aktuelle Entwicklungsstand des
Segmentierungs-Algorithmus weist eine so groBBe Prizision auf, dass manuelle

Nachbesserungen nur in den seltensten Féllen erforderlich sind.

1.4 Klassifikation

Die manuelle Klassifikation der vermessenen Kerne in verschiedene Zelltypen
wurde subjektiv tber eine Benutzeroberfliche vorgenommen. Aus einer
vorgegebenen Liste konnte ein Zelltyp (Mesothelzelle, Lymphozyt, Granulozyt,
Makrophage) ausgewdhlt und durch einen Doppelklick mit der Maus der

entsprechenden Kern-Kontur zugeordnet werden.

Fiir die DNA-Messung wurden die Zellen zusédtzlich in Mess- (Mesothel- bzw.
Mesotheliom- bzw. Karzinomzelle) oder Referenzzellen (Lymphozyt oder
Granulozyt) eingeteilt. Hierbei war es ebenfalls moglich, jederzeit dieselben Zellen
auch in den Aufnahmen der anderen Férbungen zu betrachten und somit in den

visuellen Zuordnungsprozess einzubeziehen.

2 Benutzeroberfliche, Benutzerfiithrung, Visualisierung

und Navigation

Die Benutzeroberfliche und Benutzerfiihrung waren wie in Kapitel 11.3.2.2
beschrieben gestaltet. Fiir den Anwender stellten sie sich als hilfreich und
benutzerfreundlich dar. Durch eine iibersichtliche Anordnung der verschiedenen

Schaltfldchen war das Erlernen der Bedienung einfach und schnell moglich.

Die Darstellung der Bilddaten aus den verschiedenen Féarbungen in einer

tabellarischen Bildergalerie erleichterte die schnelle Durchsicht der Pridparate und
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ermoglichte die Identifikation von Firbeartefakten. Die einzelnen Bilder konnten
angeklickt und dann vergrof3ert dargestellt werden, so dass Details der Zellstrukturen
besser erkennbar waren. Zudem konnte anschlieBend diese vergroBerte Aufnahme
nacheinander in den verschiedenen Férbungen angesehen werden. Diese Option
erleichterte beispielsweise das visuelle Erkennen der Kerngrenzen und die manuelle
Korrektur der automatisch detektierten Segmente (Vergleich zwischen Feulgen- und
MGG-Aufnahme). Zudem wurde die Unterscheidung zwischen einem Cluster (im
Nukleolus gelegen) und einer Ansammlung von eigentlich verbindungslosen
Satelliten (auBerhalb der Nukleolen gelegen) erleichtert (Vergleich AgNOR- mit
Feulgenaufnahme). So konnten die fiir die verschiedenen Féarbungen spezifischen
Darstellungen der Morphologie einzelner Zellstrukturen optimal zur Ergédnzung

gebracht werden.

Die Visualisierung der Ergebnisse aus den einzelnen Arbeitsschritten konnte
noch nicht komprimiert wie in Abbildung I11.4 dargestellt werden. Zum Zeitpunkt
der Messungen erfolgte die Veranschaulichung der gesammelten Zellinformationen

wie in Abb. 111.4.
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Abb. Ill.4: Visualisierung der Ergebnisse (Screenshot): alle Farbungen und Zellpositionen
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Die Navigation zwischen den verschiedenen Ansichten und Farbungen gelang
reibungslos. Erforderliche Informationen konnten problemlos aufgefunden werden.
Das Wechseln zwischen den Registerkarten, die jeweils einen der Arbeitsschritte und

dessen Ergebnisse iibersichtlich darstellten, gestattete einen schnellen Uberblick.

3 Treffsicherheit der konventionellen morphologischen

Zytologie

Es wurden 27 Pleuraergiisse und 8 Aszites-Fliissigkeiten untersucht.

Von den 27 ausgewerteten Pleuraergiissen lag die Rate Tumorzell-negativ
eingestufter Félle bei 37 % (10). Kein Fall wurde aufgrund der morphologischen
Durchsicht als zweifelhaft beziiglich des Vorliegens von Tumorzellen bewertet. Ein
PleuraerguBl (3,7%) wurde als dringend verdichtig fiir das Vorhandensein von
neoplastischen Zellen eingeordnet. Somit lag die Rate zweifelhafter oder
verdichtiger Ergussproben bei insgesamt 3,7% (1). 16 Proben (59,3%) wurden

anhand morphologischer Kriterien als Tumorzell-positiv diagnostiziert.

Bei den 8 untersuchten Aszites-Proben wurde kein Fall als Tumorzell-negativ
bewertet. Eine Probe wurde als zweifelhaft fiir das Vorhandensein von
neoplastischen Zellen beurteilt (12,5%). Drei Proben (37,5%) wurden als dringend
verdédchtig fiir das Vorliegen von Tumorzellen eingestuft. Insgesamt konnten also
funf der 35 Proben (14,3%) anhand von morphologischen Kriterien nicht eindeutig
beziiglich der Dignitit beurteilt werden. Vier Proben (50%) wurden als Tumorzell-

positiv eingestuft.

Die bei den einsendenden Kliniken eingesehenen Krankengeschichten zeigten,
dass in 97,1% aller Fille (unzweifelhafte, dringend verdichtige und zweifelhafte) die
klinische oder histopathologische Diagnose mit der konventionellen Ergusszytologie
tibereinstimmte; damit lag die Richtig-positiv-Rate bei 97,1%. Die morphologisch
gestellte Diagnose der Tumorzellfreiheit entsprach zu 90,9% (10 von 11 Féllen)
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derjenigen, die aufgrund klinischer oder histopathologischer Daten gestellt wurde
(Richtig-negativ-Rate 90,9%). Bei einem Fall, in dem es zytologisch einen
geringfiigigen Anhalt fiir das Vorliegen von Tumorzellen gab (zweifelhaft, nur
wenige atypische Zellen detektiert), stellte sich im Follow-up doch ein Tumor dar

(Falsch-negativ-Rate = 2,86%)).

In keiner der Proben wurden im Erguss scheinbar atypische Zellen detektiert,
deren Malignitét allerdings aufgrund des Follow-ups verworfen werden konnte
(Falsch-positiv-Rate = 0%). Die Sensitivitidt der ergusszytologischen Diagnostik
betrdgt somit 97,14% , wenn zweifelhafte oder negative zytologische Diagnosen bei
der Berechnung mit in die Gesamtzahl der Tumorzell-positiven Diagnosen
miteinbezogen werden wie bei Spriggs und Boddington (1989). Werden diese Fille,
gemil der oben genannten Autoren, ebenfalls mit in die Gesamtzahl der Tumorzell-

freien Proben einbezogen, ergibt sich fiir die Spezifitit ein Wert von 100 %.

4 DNA-Ergebnisse

4.1 Qualitiatssicherung

Im Zuge der Qualitdtssicherung und Validierung des Systems wurden DNA-
Messungen an Rattenhepatozyten vorgenommen, die die in Anlehnung an die
Standards der ESACP gestellten Anforderungen an die Messprizision in beinahe
allen Fillen erfiillten (Giroud et al, 1998). Die AutoCyte Quic-DNA-Messungen
erbrachten generell schlechtere Ergebnisse. Die von der ESACP festgelegten
Grenzwerte konnten sowohl fiir den CV der Quotienten der Mittelwerte der Peaks
zwischen Referenz- und Analysezellen aller Messungen (<2%) als auch fiir den CV
der Quotienten der Mittelwerte der Peaks zwischen tetraploiden und diploiden

Analysezellen aller Messungen (<1%) nicht eingehalten werden.
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Messsystem MMZA AutoCyte QUIC-DNA
Rattenleber A B C A B c
Messung 1 2 3 1 2 3 1 2 3

Modalwert2c |2,03]2,012,03|2,031,98]2,00]12,02]2,00|2,00f1,95]1,88|1,86

Modalwert4c |4,02]4,00]4,06|4,043,96]4,04]14,03]3,98|3,99|4,15]4,05]3,90

4c/2c 1,9811,9912,00J1,9912,00)2,02]2,00}1,99|2,00)2,13|2,15]2,10

CV (%)des2¢c-|2 , 6]2,02]1,75]|3,28]2,93|1,54]2,54]2,68|1,80]2,78]2,97]|3,06
peak

CV (%)desde-|1 ,64)1,64)1,61]|2,7412,70]1,31J1,92)1,92]|1,46]4,04|3,37|2,50
peak

CV(%)der |1,87]1,63|1,942,84]1,85|1,3512,21)1,48|1,90|3,75]3,25)2,75
Referenzzellen

CC des 2c-peak|0,05]0,02]0,42)0,05]0,25]0,47]0,21]0,080,23]-0,17]0,66]-0,01

CC des 4c-peak|0,10]0,06]0,31j0,19]0,10]J0,16]J0,10}J0,13J0,15

CC der 0,05j0,01}]0,2210,03]0,05]0,0540,0010,0410,0210,2910,62]10,37
Referenzzellen

1-A. Metzger, 2-C. Henning, 3-N. Nietzke
Tabelle 111.1 : Ergebnisse der DNA-Messungen der drei Rattenleber-Préparate mit je drei Messungen

Mittelwert aller
Sollwertvorgaben der MMZA - AutoCyte Quic-DNA-
Rattenhepatozyten-
ESACP Ergebnisse Ergebnisse

Messungen
Modalwert 2c¢ (¢) 2,00 2,01 1,89
Modalwert 4c¢ (¢) 4,00 4,01 4,03
4¢/2¢ 2,00 1,99 2,13
CV des 2c-Peaks (%) <5 2,35 2,94
CV des 4c-Peaks (%) <5 1,88 3,30
CV der Referenzzellen (%) <5 1,89 3,25
CC des 2c-Peaks <0,4 0,21 0,28
CC des 4c-Peaks <0,4 0,14 -
CC der Referenzzellen <04 0,05 0,42
CV aller 2¢c-Peaks (%) <2 0,88 2,49
CV aller 4c-Peaks (%) <2 0,82 3,12
CV von 4c/2¢ (%) <1 0,55 1,18

Tabelle 111.2 : Vergleich der DNA-Messungen an drei Rattenleber-Praparaten mit je drei Messungen
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5 Konventionelle DNA-Zytometrie

5.1 Treftsicherheit der DNA-Zytometrie

Von den 40 initial ausgewdhlten Ergussproben konnten 5 nicht DNA-
zytometrisch ausgewertet werden. Somit wurden DNA-Messungen lediglich an 35
Proben vorgenommen. Durch eine wihrend des Umfarbeprozesses von MGG nach
Feulgen aufgetretene mangelnde Anfarbbarkeit oder Autolyse der Zellen konnte der
DNA-Gehalt der Zellkerne nicht bestimmt werden. Auch Priparate, die eine
unzureichende Anzahl (<140) verwertbarer Zellkerne aufwiesen, wurden von der
DNA-Analyse ausgeschlossen. Somit konnten schlieflich 35 Prédparate den

folgenden Messungen zugefiihrt werden.

A) Reaktive Ergiisse

Die DNA-Zytometrie der 11 im Follow up als benignen Ursprungs beurteilten
Préaparate wiesen allesamt DNA-Euploidie als Marker flir prospektive Benignitit in
Mesothelzellen auf. Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen aller im

Folgenden zitierten Arbeiten.

B) Metastatische Karzinome

69,2% (9) der 13 metastatischen Karzinome erfiillten bei den Messungen am
LB ein oder beide Kriterien fiir DNA-Aneuploidie. Am IfC lag die Rate aneuploider
Karzinoseproben bei 76,9% (10). Das haufigste Kriterium fiir DNA-Aneuploidie war
bei beiden Untersuchern eine atypische DNA-Stammlinie. In Aachen wurden 8 Fille
und in Diisseldorf 6 Fille mit diesem Merkmal detektiert. Alle dieser Aachener Fille
wiesen gleichzeitig Tumorzellen mit einem DNA-Gehalt von > 9c auf. Auch die in
Diisseldorf durchgefiihrten Messungen zeigten neben dem Merkmal einer atypischen
Stammlinie auch das Vorhandensein von neoplastischen Zellen. Wéhrend am LB
jedoch nur eine Probe allein aufgrund der Detektion von Tumorzellen als aneuploid
erkannt wurde, konnten am IfC vier Proben anhand diese Kennzeichens als

aneuploid erfasst werden.
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MMZA-Ergebnisse:

AutoCyteQUIC-D

NA-Ergebnisse:

Aneuploidiekriterien |Fallzahl (n= 13) | Aneuploidiekriterien | Fallzahl (n=13)
Aneuploide STL oder 9cEE| 9 (69,2%) ‘g(’:%plo"de STL oder |10 (76.2%)
Aneuploide STL 8 (61,5%) Aneuploide STL 6 (46,2%)
9cEE 1 (7,7%) 9cEE 4 (30,8%)
Aneuploide STL und 9cEE | 8 (61,5%) ‘gggép loide STL und 6 (46.2%)

Tab. 111.3a): DNA-Aneuploidiekriterien bei Karzinosen

MMZA-Ergebnisse: AutoCyteQUIC-DNA-Ergebnisse:
Fallzahl Fallzahl
Aneuploidiekriterien Aneuploidiekriterien
(n=13) (n=13)
Stammini 8(61.5%) Stammini 6 (46.2%)
Eine 5 (38,5%) Eine 0
Zwei 2 (15,4%) Zwei 4 (30,8%)
Multiple 1 (7,7%) Multiple 2 (15,4%)
9c Exceeding Events 9 (69,2%) 9c Exceeding Events 10 (76,9%)
1-3 3 (23,1%) 1-3 0
4-10 4 (30,8%) 4-10 5 (38,5%)
>10 2 (15,4%) >10 5 (38,5%)

Tab. 111.3b): DNA-Aneuploidiekriterien bei Karzinosen — Zahl der DNA-Stammlinien
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C) Mesotheliome

In 11 Fallen wurde initial aufgrund zytomorphologischer Kriterien die

Diagnose eines Mesothelioms gestellt. Darunter waren vier Proben initial lediglich

als dringend verdichtig eingeschitzt worden. Mittels Erhebung eines klinischen oder

histologischen Follow ups konnten davon alle Diagnosen bestitigt werden. Damit

liegt die Klassifikationsgenauigkeit der Ergusszytologie flir die Diagnose eines

Mesothelioms in unserer Arbeit bei 100%, wenn auch die dringend verdédchtigen

Félle miteinbezogen werden. In keinem der Proben fand sich im Follow up kein

Hinweis auf eine Neoplasie.

Am L{B erfiillten 4 Préparate (36,4%) mindestens eins der beiden Kriterien fiir
DNA-Aneuploidie. Am IfC waren dagegen bei 5 Proben (45,5%) ein oder zwei

Merkmale fiir Aneuploidie ausgebildet.

MMZA-Ergebnisse: AutoCyteQUIC-DNA-Ergebnisse:

Fallzahl Fallzahl
Aneuploidiekriterien Aneuploidiekriterien

(n=11) (n=11)
Aneuploide STL oder 0 Aneuploide STL oder 0
OcEE 4 (36,4%) OCEE 5 (45,5%)
Aneuploide o Aneuploide 0
(atypische) STL 3 (27,3%) (atypische) STL L O,1%)
9cEE 1(9,1%) 9cEE 4 (36,4%)
Aneuploide STL und o Aneuploide STL und 0
9cEE LO,1%) 9cEE LO,1%)

Tab. lll.4a): DNA-Aneuploidiekriterien bei Mesotheliomen
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MMZA-Ergebnisse: AutoCyteQUIC-DNA-Ergebnisse:
Fallzahl Fallzahl
Aneuploidiekriterien Aneuploidiekriterien
(n=11) (n=11)
Aneuploide 0 Aneuploide o
Stammlinie 3(27,3%) Stammlinie 2 (18,2%)
Eine 3 (27,3%) Eine 1(9,1%)
Zwei 0 Zwei 1(9,1%)
Multiple 0 Multiple 0
9c Exceeding Events 2 (18,2%) 9c Exceeding Events 5 (38,5%)
1-3 2 (18,2%) 1-3 5(38,5%)
4-10 0 4-10 0
>10 0 >10 0
Tab.lll.4b): DNA-Aneuploidiekrieterien Mesotheliome- Zahl der Stammlinien
MMZA MMZA AutoCyte AutoCyte
Kriterien fiir Maligne . Maligne .
DNA- . Karzinosen . Karzinosen
. Mesotheliome Mesotheliome
Aneuploidie
Aneuploide 27,27% 64,54% 9,09% 46,15%
Stammlinie
Aneuploide
Stammlinie + 36,36% 69,23% 45,45% 76,92%
9cEE

Tab. I1II.5: Identifikation von Neoplasie anhand von Kriterien fiir DNA-Aneuploidie bei

malignen Mesotheliomen und Karzinosen

Das unterschiedliche Auftreten verschiedener Aspekte der DNA-Aneuploidie ist

in Tabelle II1.5 dargestellt. Sie zeigt, wie die Anwendung eines oder beider Kriterien

die Prdvalenz von DNA-Aneuploidie beeinflusst. Es ist ersichtlich, dass das

Auftreten einer abnormen Stammlinie das hiufigste Anzeichen fiir Aneuploidie ist.

Das zweithdufigste Merkmal stellen die 9c Exceeding Events dar. Dem folgend ist

das Auftreten von zwei Stammlinien. DNA-Histogramme mit multiplen Stammlinien

waren in unseren Untersuchungen rar (1Fall, 4,2% am L{B, 2 Fille , 8,3% am IfC
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bezogen auf alle Tumorzell-positiven Préiparate). Zusitzlich zeigt die Tabelle, dass
die Detektionsrate von DNA-Aneuploidie durch die kombinierte Anwendung beider
Kriterien deutlich zunimmt: Bei den Karzinose-Proben konnte DNA-Aneuploidie in
61,5% am LfB mittels einer abnormen Stammlinie detektiert werden, in 46,2% am
IfC. Bei Einbeziehen des Kriteriums 9cEE konnte die Rate non-euploider und damit
malinititsverddchtiger Félle auf 69,2% am L{B und 76,9% am IfC gesteigert werden.
Bei den durch ein Mesotheliom verursachten Ergiissen gelang eine Erhohung der
DNA-Aneuploidie-Erkennung von 27,3% auf 36,4% am LfB. Am IfC konnte die
Rate von 9,1% sogar auf 45,5% gesteigert werden, da hier die DNA-Ploidie-
Diagnose in 36,4% auf das Vorliegen von Tumorzellen mit abnorm hohem DNA-

Gehalt (9cEE) gestiitzt war.

Beim Vergleich der Verteilung der DNA-Aneuploidiekriterien in
Mesotheliompréparaten mit der in Karzinoseprédparaten, zeigen sich im Wesentlichen
keine gréfleren Unterschiede was die Ploidiebeurteilung betrifft. Tendenziell liegt die
Rate der Aneuploidie bei Mesotheliomen unter der bei Karzinosen. Die DNA-
Stammlinieninterpretation erweist sich in beiden Diagnosegruppen als hiufigstes
DNA-Aneuploidiemerkmal. Bei den Mesotheliompriparaten ist allerdings in den
Diisseldorfer Messungen das Auffinden von 9cEE das entscheidende Merkmal in der
Detektion von Aneuploidie im Gegensatz zu den Messungen in Aachen, die hier
atypische Stammlinien als haufigstes Merkmal aufweisen. Am LfB wurden in
beiden Diagnosegruppen mehr abnorme peaks gemessen als am IfC. Die
Hinzunahme der 9cEE bewirkt dennoch ein Ansteigen der Aneuploidierate wie oben

beschrieben.

Ein Vergleich der Messwerte und diagnostischen Interpretationen der DNA-
Zytometrie sind in Tabelle II1.6, II1.7 und III.8 aufgefiihrt. Die in den Tabellen gelb

markierten Zellen zeigen die Abweichungen der Ergebnisse der beiden Messsysteme.
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Differenz .
, DNA-Interpretation DNA-Histogrammtyp Modalwerte (c) der CV (%) CV-D(l)fferenz
Nr. Hngangs Material Modalwerte ()
nummer MMZA | Autocyte MMZA | AutoCyte | MMZA | AutoCyte |MW,-MW,| MMZA | AutoCyte e (Y
M-CVi
(MWy) | (MWy) V) | (V)

[| 1006-02 | Pleura euploid | euploid | peridiploid | pendiploid 201 1§85 0,16 273 140 133
214 218 0,4
X 429 X

21 1038798 | Pleua | euploid | euploid | perdiploid | peridiploid 334 209 0.8

Lytologische und histologische Diagnose: reaktiver Erguss

31 103398 | Pleura | euplod | euploid | pendiploid | peridiplod | 195 2,10 0,21 446 413 0,33
41 208003 Pleura | euploid | euploid | pendiplowd | peridiplod | 218 2,05 0,13 143 Nl 1.8
S| 8679 | Peua | euploid | euploid | peridiploid | pendiplod [ 2,06 2,16 0,10 385 20 1,16
6 8163% | Peua | euploid | euploid | peridiploid | pendiplod [ 191 219 0.8 483 23 212
T1 9114% Pleura | euplod | euplod | pendiploid | perdiploid | 2,09 2,11 0,02 257 1,63 0,94
81 9660-%8 Pleura | euplod | euploid | pendiplowd | peridiplod | 185 208 .23 4,54 2,06 208
91 111639 | Pleura euploid | euploid | peridiplod | pendiploid 201 1§85 0,16 273 140 133
0f 161403 Pleura | euplod | euplod | pendiploid | perdiplod | 200 2,05 0,03 302 2,18 0,84
1

[ 9684-98 Pleura euploid | euploid | peridiplod | pendiploid 213 214 0,1 256 251 0,05

Tab. 111.6: Vergleich der Messwerte und diagnostischen Interpretationen der DNA-Zytometrie an 11 verschiedenen, Tumorzell-freien Pleuraerguf3-Sedimendten 38
m AutoCyte QUIC-DNA-System und am MMZA-System
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Differenz CV-Differenz
. DNA-Interpretation DNA-His togrammtyp Modalwerte (c) der CV (%) %)
Nr. Fingangs- Material Modalwerte °
nummer MMZA AutoCyte MMZA AutoCyte MMZA AutoCyte |MWwm-MWa| MMZA AutoCyte | CVm-CVa
(MWm ) (MWa) (CVm) (CVa)
1 106-03 Pleura euploid euploid peridiploid peridiploid 2,01 1,98 0,03 2,02 2,10 -0,08
. aneuploid: aneuploid: X S 2,23 2,14 0,09
2 604-03 Aszit diploid 2,63 2,54 0,09
o S STL+ >9¢ >0c ploid/hyperdiploi| ~ Por o PO X 425 X
§ 2,01 1,99 0,02
. aneuploid: aneuploid: L L 3,30 X X
E 3 7655-99 Pleura STL+ >9c STL +>9¢ multiploid multiploid 6.50 5.04 0.56 2,36 2,32 0,04
.. X 11,91 X
o
8 4 8337-02 Pleura euploid euploid peridiploid peridiploid 2,01 217 0,16 2,30 2,63 -0,33
& 4,06 421 0,15
& - -
o= aneuploid: aneuloid: . . . . 5,77 5,26 0,51
5 8742-02 Pl -ploid/5,77ploid -ploid/5,26ploid 6,34 2,74 2,60
a U STL+ >0¢ | STL4s9c | ¥PO1 /PO I XPIOIA/S,2opion 1148 1023 125
= N
2 | 6| 1019398 | Aszites euploid aneuploid: peridiploid peritetraploid 2,03 2,03 0,00 2,78 2,83 -0,05
& >9¢ X 4,04 X
=) N N N N
—_ aneuploid: |aneuloid: STL x-ploid / x-ploid / 2,84 3,10 -0,26
I 11812~ Pl 1 2,02
= 7 812-98 eura STL+>9¢ +>9¢ hypotriploid hypertriploid X 5,94 X 58 -0 379
= . - _ ; _ -
= | s | 1280799 | Aszites | @neuploid: | aneuploid: f - xploid /2,77 ) ) k45 senioid 277 3,08 0.31 4,52 225 2,27
g STL+>9¢ STL +>9¢ ploid X 558 X
2 1,66 X X
Q aneuploid: aneuploid: . . L. 3,20 3,45 -0,25
.;ﬂ 9 13061-99 Pleura STL + >0c STL + >0c x-ploid/1,66ploid multiploid X 6.76 X 471 2,92 1,79
S X 12,92 X
E aneuploid: aneuploid: 2,13 1,99 0,14
10| 13207-99 Pleura >g : >g : peridiploid peritetraploid X 4,24 X 2,46 1,53 0,93
c c
X 8,13 X
aneuploid: aneuploid: x-ploid / . . 211 X X
11 13477-99 Pleura . peritetraploid 4.49 4,21 -0,28 3,30 1,58 1,72
STL +>9¢ >9¢ hypertetraploid > 2
X 7,62 X
12| 14899-98 Pleura aneuploid: | -aneuploid: | xploid /2,85 1 ) 445 98 bioid 2,85 2,98 -0.13 448 239 2,09
STL +>9¢ STL +>9¢ ploid X 5,79 X
13 1040-03 Aszites euploid euploid peridiploid peridiploid 2,14 2,06 0,08 2,27 2,37 -0,10

ab. l11.7: Vergleich der Messwerte und diagnostischen Interpretationen der DNA-Zytometrie an 13 verschiedenen, Tumorzell-haltigen (metastatische Zellen) Pleuraer

mendten und Aszites-Fliissiakeiten am AutoCvte QUIC-DNA-Svstem und am MMZA-Svstem
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Differenz 0 .
= Fingangs- DNA-Interpretation DNA-His togrammtyp Modalerte (c) der V) CV-Differenz
< | Nr Material MMZA  AutoCyte MMZA  AutoCyte (%)
= nummer Modalwerte
% MMZA AutoCyte MMZA | AutoCyte (MWw) (MWa)  |MWum-MWa|  (CVwm) (CVa) CVm-CVa
(=] . .
@ aneuploid: | aneuploid: e : : 2,07 2,02 0,05
w 1| 1409-00 | PI diploid tetraploid 2,80 2,82 -0,02
> eura e e peridiploid | peritetraploi X 23 X
o 2 | 148999 | Pleura euploid euploid peridiploid | peridiploid 1,87 201 -0,14 3,98 2,62 1,36
= . aneuploid: | aneuploid: | xploid/ x-ploid /
= 3 | 3236-01 | Aszites STL STL+>% | hyperdiploid | hyperdiploid 228 2,34 -0,06 3,80 2,51 1,29
<
_ : : g e 1,98 1,84 0,14
= 4 | 6080-99 | Pleura euploid euploid peridiploid | peridiploid X 162 X 3,76 282 0,94
= )
< 1,98 2,06 -0,08
2 5 1 9047-00 | PI loid loid idiploid itetraploid ' : : 2,61 1,44 1,17
= eura euploi euploi peridiploid | peritetraploi 378 385 007 : : :
E 6 | 906500 | Pleura euploid euploid peridiploid | peridiploid 1,96 2,03 -0,07 345 1,93 1,52
:-i 71 9913-00 | Pleura euploid aneigimd: peridiploid | peridiploid 2’; 241)? 0’)(()1 242 1,58 0,84
=
loid:
= | 8 | 1009599 | Pleura | euploid a“eigcm peridiploid | peridiploid | 2,09 211 0,02 287 297 0,10
-
= 10161A- . aneuploid: | aneuploid: | xploid/ : : 2,09 X X
.y 9 Aszit tetraploid 4,02 1,77 2,25
o0 o | ] stLese | 50 | mypertriploid [P S| 346 361 0,15 ! ! !
< 10 L 17000 | Aszies aneuploid: | aneuploid: xplmd{ 1,66 xp101d(3,09 1,66 1,59 0,06 285 219 066
N STL STL ploid ploid X 3,09 X
11 | 10482-01 | Aszites euploid euploid peridiploid | peridiploid 2,08 217 -0,09 428 1,64 2,064
Mittelwert aller Félle + Standardabweichung 0,02+0,19 | 3,39+/-1,09 | 2,30+/-0,58 | 1,06+/-1,06
Mittelwert aller Tumorzell-positiven + zweifelhaften Fille(Mesotheliome) + Standardabweichung 0012021 | 345+115 | 227+049 | 1,14£1,10
Mittelwert aller Tumorzell-negativen, euploiden Falle + Standardabweichung 0,04£0,15 | 326099 | 2,36£0,77 | 0,90+0,98

ab 111.8: Vergleich der Messwerte und diagnostischen Interpretationen der DNA-Zytometrie an 11 verschiedenen, Tumorzell-haltigen (Zellen maligner Mesothelit

raerguf3-Sedimendten und Aszites-Flussigkeiten am AutoCyte QUIC-DNA-System und am MMZA-System
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5.2 Histogrammtypisierung und —auswertung

Die DNA-Histogramme des MMZA- und des AutoCyteQuic-DNA-Systems
werden exemplarisch fiir den Fall eines Mesothelioms, einer Karzinose und eines
reaktiven Ergusses gegeniibergestellt. Das AutoCyteQuic-DNA-Histogramm enthélt im
Gegensatz zu dem der MMZA zusitzlich zu den Analysezellen noch die Referenzzellen
(Lymphozyten), die als blaue Balken dargestellt sind. Im AutoCyteQuic-DNA-

Histogramm sind die Analysezellen gelb markiert, die die Stammlinie bilden.

€10887-98 Erguss (Pleura) reakliv (Stauung) DNA-Histogram 22-Jul-2004
Modalwert 2,141 Exc5 0( 0.00 %) Exc9 0(0.00 %) 20Dl 139.44
T T T T T

1 T ‘ ‘ s
5 6 7 8 9
10D[C] a m o m
15 20 25 3.0 35 a0 45 5.0 5.5 6.0 6.5 7o 75 8.0
DHa [C]

Abb. l1.5: Reaktiver Erguss: DNA-Histogramm MMZA (a) und AutoCyte (b)

08742-02 Erguss (Ploura) Karzinose DNA-Histogram 11-Jun-2004
Modalwert 1.999 Exc5 345(100.00 %) Exc9 159(46.09 %) 20Dl 22.93
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Abbildung II.6: Karzinose: DNA-Histogramm MMZA (a) und AutoCyte (b)
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©11270-00 Erguss (Aszilos) Mosothaliom DNA-Histogram 08-Mar-2005 -
Modalwert 1.657 Modal 4G 8.260 Exc5 1{0.82 %) Excg 0 0.00 %) 2cDl 64,48
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Abbildung II.7: Mesotheliom: DNA-Histogramm MMZA (a) und AutoCyte (b)

Die Histogramme wurden auf das Vorliegen von mindestens einem Kriterium fiir

DNA-Aneuploidie untersucht. Als Merkmale galten:
e Aneuploide Stammlinien (Bocking et al., 1993)
e Vorhandensein von 9c exceeding events (9cEE)

Nachstehend erfolgt fiir die einzelnen Diagnosegruppen ein Vergleich zwischen

den Ergebnissen des MMZA-Systems sowie des AutoCyteQUIC-DNA-Systems

beziiglich
a) der Anzahl der gemessenen DNA-Stammlinien
b) dem Histogrammtyp und
¢) der DNA-Interpretation bzw. Ploidie.
A) Reaktive Ergilisse

In der Gruppe der reaktiven Ergiisse wiesen die untersuchten Proben bis auf eine
Ausnahme durchweg nur eine DNA-Stammlinie im Bereich zwischen 1,80 und 2,20c¢
auf. Dementsprechend wurden alle als peridiploides DNA-Histogramm beschrieben.
Dabei gab es keine Abweichungen zwischen der Aachener und der Diisseldorfer
Beurteilung. Bei Priaparat C10387-98 wurde lediglich am IfC eine zusitzliche
pentaploide Stammlinie gemessen, die am L{B nicht erscheint.
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Die Histogramme der zytologisch Tumorzell-freien Fille (benigne, entziindlich
oder reaktiv-aktiviert) zeigten keines der oben angegebenen Kriterien fiir DNA-
Aneuploidie. Daher konnten diese Félle ausnahmslos als DNA-euploid interpretiert
werden. Folglich liegt die Pravalenz des Markers DNA-Euploidie bei benignen, reaktiv

verdnderten Ergussproben gemdl3 den in der Literatur beschriebenen Werten bei 100%.

10 DNA-Histogramme (90,9 %) wiesen nur eine Stammlinie auf, wobei diese am
LfB zwischen 1,85¢ und 2,18c lag (Mittelwert 2,03, Median 2,01c) und am IfC
zwischen 1,85¢ und 2,19¢ (Mittelwert 2,07, Median 2,11c). Bei Probe C10387-98 (siche
Abb. II1.8) wurde in Diisseldorf eine weitere DNA-Stammlinie bestimmt, wohingegen
in Aachen keine zweite vorkam. In 4 Proben (36,4%) am L{B und 7 Proben (63,6%) am
IfC lagen Zellen mit einem DNA-Gehalt >5¢ im Rahmen einer euploiden
Polyploidisierung vor (Biesterfeld et al., 1994). In insgesamt 11 Fillen wurden Zellen
mit >5c erfasst (4 am LfB (1-7, MW 3,5), 7 am IfC(1-6, MW 2,86 )), wobei in keinem
einzigen Fall ein DNA-Gehalt von >9¢ gemessen wurde. Zellen mit einem DNA-Gehalt
>9c wurden in keiner reaktiven Probe gefunden. Somit wurden alle reaktiven

Ergussproben in der DNA-Zytometrie richtig negativ befundet.

G10887-98 Erguss (Pleura) reakiv (Stauung) DNA-Histogram 22-Jul-2004
Modalwert 2.141 Exc5 0( 0.00 %) Exc9 0( 0.00 %) 2Dl 189.44
T T T T

m . m
55 60 &5 70 75

Abb. III.8: Praparat C10387-98 (reaktiver Erguss) MMZA (a) und AutoCyte (b)

B) Metastatische Karzinome

Beim Vergleich der Anzahl der Stammlinien gab es bei den Karzinose-Préaparaten
Abweichungen in acht Fillen. Dabei wurde in zwei Fillen in Diisseldorf eine zweite

Stammlinie detektiert, die in den Aachener Histogrammen nicht hervortritt, da die
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entsprechende Zellpopulation nicht oder nur in geringem Male in die Messung
miteinbezogen wurde. Mittels MMZA wurde in fiinf Fillen eine einzelne atypische
Stammlinie gemessen, die in den AutoCyte-Histogrammen nicht erfasst wird. Einmal
zeigt die Diisseldorfer Beurteilung einen multiploiden Histogrammtyp, wihrend in der
Aachener Messung nur zwei atypische Stammlinienpopulationen aufgezeichnet wurden

und so ein multiploides Muster erzeugen.

Es gab nur einen Fall mit differenter DNA-Dignitdits-Diagnose (C10193-98). Die
Histogramm-Analyse erbrachte jedoch in sechs der 13 Félle Abweichungen beziiglich
des Histogramm-Typs. Dabei fehlten entweder bei den MMZA-Histogrammen
Stammlinien mit hoheren c-Werten (4 Fille) (siche Abb. II1.9), oder bei der AutoCyte-
Quic-DNA-Untersuchung wurden fiir eine reprédsentative Stammlinienpopulation zu
wenige diploide Zellen berticksichtigt (1Fall). AuBerdem beeinflussten Abweichungen
in der Stammlinienlage (inner- oder au3erhalb der Euploidie-Grenzwerte um 2¢ und 4c¢)
die Beurteilung der Ploidie und definitionsgemédll demzufolge auch die Beschreibung
des Histogrammtyps (2Fille). Die sechs iibereinstimmenden Fille zeigten ein

peridiploides (2), multiploides (1) oder x-ploides (2) Muster.

©12807-99 Erguss (Aszites) Karzinose (Magen-Ca) DNA-Histogram 11-Jun-2004
Modalwert 2.767 Exc5 88(11.28 %) Exc9 2(0.59 %) 2¢DI 46.40
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Abb. 111.9: Praparat C12807-99 (Karzinose) MMZA (a) und AutoCyte (b)

Bei den Karzinosen lag die Privalenz von DNA-Aneuploidie bei 69,2% am L{B
und 76,9% am IfC. Dabei war das Kriterium 9cEE das hdufigste Merkmal (9 Fille am
LB, 10 am IfC), gefolgt von einer abnormen Stammlinie (8 Félle am LfB, 6 am IfC).
In einem Fall wurde am LfB lediglich ein Kriterium fiir DNA-Aneuploidie erfiillt
(9cEE), in vier Féllen am IfC. Es gab 9 Prédparate in Aachen und 6 Préparate in
Diisseldorf, die beide Kriterien erfiillten.
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C) Mesotheliome

Beim Vergleich der durch Mesotheliome verursachten Ergiisse stimmten in finf
Féllen (45,5%) die Histogramme am L{B und IfC im Hinblick auf die Anzahl mit je
einer Stammlinie iiberein. In einem Fall (C9047-00) konnten in beiden Messungen zwei
Stammlinien abgegrenzt werden. Bei Probe C10161A-01 wurden in Aachen zwei, in
Diisseldorf lediglich eine Stammlinie detektiert. In vier Fillen konnte dagegen nur am

IfC eine zweite Stammlinie nachgewiesen werden.

Beziiglich des DNA-Histogrammtyps zeigten sich Abweichungen in vier Féllen. In
einem Fall wurde nur am IfC eine zweite groBere Stammlinie detektiert: C1409-00
wurde am LB als peridiploid begutachtet, am IfC dagegen als peritetraploid (siche Abb.
I1.10 ). Beziiglich der Stammlinienploidie gab es eine Ungleichheit: C10161A-01
wurde mittels MMZA als x-ploid bzw hypertriploid diagnostiziert, wihrend sich mittels
AutoCyte QUIC-DNA ein peritetraploides DNA-Muster ermitteln lie (siehe Abb.
II1.10). Zu den bei beiden Untersuchungen gefundenen Tumorzellen (9cEE) wurde am
LB bei Priaparat C10161A-01 zusitzlich eine atypische Stammlinie bei 3,46¢ detektiert
wurde, welche am IfC gerade noch innerhalb der Grenzwerte fiir Euploidie lag (3,61c).
Da der in Diisseldorf ermittelte CV bei dieser Probe besser war als der in Aachen
errechnete, ist davon auszugehen, dass die die Stammlinie erzeugende Zellpopulation
tatsdchlich einen noch euploiden DNA-Gehalt aufweist. Bei zwei Proben (C9047-00,
C11270-00) ergibt sich die differente Histogrammtypisierung aus der Tatsache, dass am

L{B die Stammlinie mit dem niedrigeren c-Wert die grofere der beiden detektierten ist.

©1409-00 Erguss (Pleura) Mesotheliom DNA-Histogram 11-Jun-2004 50
Modalwert 2.066 Exc5 11( 8.06 %) Exc9 2(0.56 %) 2Dl 82.67
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Abb. 111.10 : Praparat C1409-00 (Mesotheliom) MMZA (a) und AutoCyte (b)
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GE047-00 Franuss (Plenra) Mesathaliom DNA-Histogram 11-1un-2004.
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Abbildung II.11: Praparat C9047-00 (Mesotheliom) MMZA (a) und AutoCyte (b)

Mit 36,4% am LfB und 54,5% am IfC war die Rate DNA-aneuploider
Histogramme bei den durch ein Mesotheliom hervorgerufenen Ergussproben etwas
niedriger als bei den durch metastatische Absiedlungen verursachten Proben. Die am
LB erstellten Histogramme zeigten in drei Fillen eine abnorme Stammlinie und in zwei

Féllen 9cEE. Beide Aneuploidiemerkmale wurden in einem Préparat gefunden.

Im Vergleich dazu wurden am IfC haufiger 9cEE (5 Fille) identifiziert und
weniger abnorme Stammlinien (2 Proben). Beide Kennzeichen zugleich sind in einem

Fall nachweisbar.

In zwei der vier Fille, die zytomorphologisch nur als dringend verdachtig fiir das
Vorliegen von Tumorzellen beurteilt werden konnten, wurde aufgrund des jeweils am
LfB und IfC aneuploid interpretierten DNA-Histogramms der dringende
Malignititsverdacht bestétigt. Die visuell differentialdiagnostisch in Betracht gezogenen
reaktiv verdnderten Mesothelzellen konnten DNA-zytometrisch als Tumorzellen
identifiziert werden, und es gelang somit eine Reduktion der initial zweifelhaften Falle

um 50%. Alle vier Proben wurden im Follow up als Mesotheliome bestitigt.

Beim Vergleich der DNA-Stammlinienlagen lésst sich feststellen, dass die grof3te
Stammlinie bei 91% (LfB) bzw. 54,5% (IfC) der Mesotheliome zwischen 1,80c und
2,20c lag, wohingegen nur 46,2% (L{B) bzw. 30,8% (IfC) der Karzinosen ihre grofite
Stammlinie in diesem Bereich aufwiesen. Tendenziell befand sich die grdfite DNA-
Stammlinie bei diesen metastatisch bedingten Ergiissen bei hoheren Werten als bei

Mesotheliom-bedingten Proben: Im Mittel lag die Stammlinie der Mesotheliome am
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LB bei 2,02¢ (SD 0,16) und am IfC bei 2,67¢ (SD 0,86). Fiir die Karzinosen ergaben
sich folgende Mittelwerte: am L{B 2,60c (SD 1,06), am IfC 3,63c (SD 1,38).

Beim Vergleich der analogen Stammlinienlagen ergeben sich folgende Resultate:
a) Mesotheliome: am LfB 2,14c¢ (SD 0,46), am IfC 2,17¢ (SD 0,51); b) Karzinosen: am
LB 2,81c (SD 1,14), am IfC 2,80c (SD 1,03); c) Reaktive: am L{B 2,03c (SD 0,10), am
IfC 2,07¢ (SD 0,12).

Am Lehrstuhl fiir Bildverarbeitung (nachfolgend LfB abgekiirzt) wurden
demnach wiederholt mehr Stammlinien identifiziert als am LfB. Am IfC dagegen
wiesen die Messungen bei hoheren C-Werten gelegene Stammlinien auf. Zudem gab es
Fille, bei denen der 2c-peak in den Messungen vom IfC gar nicht (2 Fille) oder

wesentlich kleiner als der am L{B ausgebildet war.

In der Gegeniiberstellung der Aachener mit den Diisseldorfer Ergebnissen bei der
DNA-Analyse zeigten sich 3 Fille (8,6%) mit abweichenden Resultaten beziiglich der
Ploidie. Darunter waren eine Karzinose und zwei Mesotheliome. Diese Priparate
wurden in Diisseldorf als DNA-aneuploid befundet, wohingegen in Aachen keine
Kriterien fiir DNA-Aneuploidie erfiillt waren. In allen Fillen gab am IfC die Detektion
von Tumorzellen (9cEE) den Ausschlag fiir die Diagnosefindung. Zwar wurden die
Messzellen am LfB und IfC in den gleichen, im Vorfeld durch einen erfahrenen
Zytopathologen markierten Arealen auf dem Objekttrager rekrutiert; dennoch gelang es
lediglich dem erfahrenen Untersucher (Dr. med. Nguyen) in Diisseldorf diese
Tumorzellen aufzuspiiren. Durch die Differenzen im diagnostizierten DNA-

Ploidiestatus wurde jedoch keine falsch positive Diagnose gestellt.
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5.3 Vergleich von Modalwerten und Variationskoeffizienten

Modalwerte

Die Modalwerte der grofften DNA-Stammlinie zeigen bei den Tumorzellfreien

Prdparaten (Reaktiven) keine Differenzen zwischen den Aachener und Diisseldorfer
Untersuchungen. Die jeweils groffte und bis auf Praparat C 10387-98 einzige DNA-

Stammlinie liegt ausnahmslos im peridiploiden Wertebereich.

Die Modalwerte der groBBten Stammlinie jedes Karzinose-Priparates weichen in 5
Féllen der MMZA-Auswertung von der AutoCyte-Auswertung ab. Dabei liegt in zwei
Féllen die grofte Stammlinie in Aachen im peridiploiden Bereich, wohingegen diese
sich in Diisseldorf im Bereich zwischen 3,60c und 4,40c bewegt. In zwei Fillen liegt
die im DNA-Gehalt kleinere, aber hohere Stammlinie nur in Aachen vor. Einmal wurde

lediglich in Diisseldorf die groflte Stammlinie bei einem hoheren c-Wert detektiert.

Bei den Mesotheliom-Ausstrichen gibt es Differenzen beziiglich der Lage der
grofBten Stammlinie in vier Fillen. Sowohl bei C11270-00 als auch bei C1409-00 gibt es
nur eine Stammlinie bei der MMZA-Messung, jedoch zwei Stammlinien bei der
AutoCyte-Messung. Bei C10161A-01 wurde nur am LfB eine reprédsentative
peridiploide Stammlinie erfasst. Bei C9047-00 weisen die Histogramme in beiden
Untersuchungen je zwei Stammlinien auf, jedoch liegt die groBBere Stammlinie am L{B

bei dem kleineren c-Wert, am IfC bei dem groBBeren.

Unter Beriicksichtigung aller Fdlle errechnet sich, dass die DNA-
Stammlinienlage im Mittel am IfC um 0,02c hoher (SD 0,19) gemessen wurde als am
LfB. Bei den Tumorzell-positiven Proben ist die Peaklage in Diisseldorf im Mittel nur
um 0,01c hoher (SD 0,21) als in Aachen. In den Tumorzell-freien Proben lag die mit
AutoCyte ermittelte peridiploide Stammlinie um 0,04c iiber der mit dem MMZA-
System gemessenen. Mit 2,03¢ (Median 2,01, SD 0,10) ist die Aachner Peaklage néher
an dem ,,Idealwert™ von 2,00c als die Diisseldorfer Lage mit 2,07c (Median 2,11, SD
0,12).

Der Vergleich der Lage der Stammlinien beider Systeme (MMZA und AutoCyte)
ist in Abbildung II1.12 als Korrelationsdiagramm der entsprechenden Modalwerte

dargestellt. Die Korrelation beider Messungen ist demnach hoch (r = 0,98).
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Korrelation analoger Modalwerte des MMZA-
und des AutoCyte-Systems
T 6,00
2 5,00 ad
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Abb. 111.12: Korrelation analoger Stammlinien: gelbe Dreiecke entsprechen Mesotheliomproben,
blaue Quadrate Karzinose-Praparaten und rosa Quadrate Tumorzellfreien Praparaten. Die
Koordinaten ergeben sich aus den jeweils analogen Modalwerten der DNA-Stammlinien beider
Messsysteme (MMZA- und AutoCyte-System)

Variationskoeffizient (CV) der Referenzzellen

Samtliche CV-Werte der AutoCyte QUIC-DNA-Messung befinden sich unterhalb
des von der ESACP (Giroud et al., 1998) geforderten Grenzwertes fiir den CV von 5%.
Bei der Messung mit dem MMZA-System dagegen lagen zwei Karzinose-Proben
(5,7%) (C8742-02 mit 6,3%, C11812-98 mit 5,8%) knapp liber dem verlangten

QGrenzwert.

Im Vergleich der Variationskoeffizienten liegen die CV-Werte des MMZA-
Systems im Mittel um 1,06% (SD 1,06) hoher als die des AutoCyte QUIC-DNA-
Systems. Dabei ergibt sich fiir die Messungen am L{B ein Wert von 3,39+/-1,09% und
fiir die am IfC ein Wert von 2,30+/-0,58%.

Bei den Neoplasie-bedingten Proben zeigte sich eine groflere Abweichung im
CV-Wert als bei den Ergiissen benignen Ursprungs (CV-Differenz Mesotheliome und
Karzinosen 1,14+1,10%, CV-Differenz Tumorzellfreie 0,90+0,98%). Der CV der DNA-
Stammlinien in neoplastischen Ergiissen lag in Aachen hoher als der in nicht-
neoplastischen (3,45 £1,15% in malignen gegeniiber 3,26+0,99% in benignen Proben).
In Disseldorf dagegen war es umgekehrt (2,27+£0,49% in malignen gegeniiber
2,36+0,77% in benignen Proben).
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6 AgNOR-Auswertung

Zum einen fand eine manuelle Auswertung durch visuelle Begutachtung und
Zihlung mit dem 100x Objektiv statt. Die Auswertung der Silbernitrat gefiarbten Proben
erfolgte gemdB der Beschreibung in Kapitel 11.2.3. Zum anderen erfolgte eine
automatische AgNOR-Zihlung  anhand des in Kapitel 11.3.3.6 dargestellten
Algorithmus.

6.1 Manuelle AgNOR-Analyse

Aufgrund der oben beschriebenen starken Variation der Firbeintensitidt konnten
nur 21 (60%) der 35 Priparate ausgewertet werden. Von den 11 Tumorzell-freien
Proben konnten 9 (81,8%) ausgewertet werden. Bei den Karzinosen lag die Rate
auswertbarer Préparate bei 53,9% (7 von 13 Proben) und bei dem Mesotheliomen bei
45,5% (5 von 11 Fillen). Auch war es bei einzelnen Proben nicht mdglich, die
geforderten 100 Zellen (3 Félle) auszuwerten, da ein Teil der Prédparate eine
inhomogene Firbung oder, durch Uberalterung der Proben, eine ungleichmiBige
Entfirbung bzw. ein Verblassen der AgNORs aufwies. Cluster (homogene
schwarzbraune Flecken oder eng gruppierte schwarzbraune Punkte) und Satelliten
(ortlich voneinander getrennte schwarzbraune Punkte) wurden daher bei moglichst
vielen ebenmiBig geférbten Zellkernen jeweils separat gezdhlt und anschlieBend
addiert. Bei Unsicherheit, ob es sich bei zwei oder mehr dicht aneinandergelagerten
Punkten um einzelne Satelliten handelt oder aber um ein einzelnes Cluster, konnte
durch einen Wechsel in die Feulgen-Ansicht des entsprechenden Bildes geklért werden.

Denn in dieser Ansicht waren die die AgNORs enthaltenden Nukleolen sichtbar.

Tumorzell-freie Ergiisse zeigten generell eine geringere Anzahl an AgNOR-
Satelliten (0,70-3,00; MW 1,62; SD 0,75) sowie im Mittel eine geringere Anzahl an
Clustern (1,49-2,98; MW1,99 ; SD 0,48). Die Addition aus Satelliten und Clustern
zeigte bei 9 von 10 ausgewerteten Proben (Priap-Nr. C 9684-98 Summe 5,45) eine

Summe kleiner als 5,10.
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Bei den funf ausgezdhlten Mesotheliomen féarbten sich zwischen 1,22 und 3,90
Cluster (MW 1,99; SD 0,73) sowie zwischen 3,35 und 7,33 Satelliten (MW 4,80; SD
1,60). Die Summe aus beiden ergab Werte zwischen 5,42 und 8,63 (MW6,79; SD 1,16).

Unter den sieben ausgezihlten Karzinose-Priparaten schwankte die Zahl der
Cluster zwischen 1,87 und 4,15 (MW 2,83;SD 0,97), die der Satelliten zwischen 4,01
und 6,24 (MWS5,16; SD 1,03). Die Summe der beiden ergab Werte zwischen 6,22 und
9,24 (MW 7,99; SD 1,15).

Bei neoplastischen Zellen wurden mehr AgNOR-Satelliten und -Cluster angefarbt
als bei den Zellen benignen Ursprungs: Karzinosen + Mesotheliome: 2,48 +/- 0,94
Cluster, 5,01+/-1,24 Satelliten und 7,49+/- 1,26 Cluster+Satelliten, Reaktive: 1,99+/-
0,48 Cluster, 1,62+/- 0,75 Satelliten und 3,62+/- 0,95 Cluster+Satelliten.

Es gab groBere Uberlappungen der Wertebereiche fiir AgNOR-Satelliten und —
Cluster von Mesotheliomen und Karzinosen. Zwar zeigten sich bei den Karzinosen
durchschnittlich hohere Mittelwerte fiir die Summe aus Satelliten und Clustern;
dennoch ist kein Trennwert ermittelbar, mit Hilfe dessen eine diagnostische

Unterscheidung zwischen Mesotheliomen und Karzinosen moglich ist.

Anhand der Summe aus Clustern und Satelliten konnten aber Ergussproben
benigner Atiologie nahezu fehlerlos von Proben maligner Genese unterschieden werden,
da sich bei einem Schwellenwert von 5,10 fir die Summe aus Clustern und Satelliten
mit einer Ausnahme (C9684-98, reaktiv, C+S=5,45) keine Uberschneidungen in diesem
Wertebereich feststellen lassen. Infolgedessen konnten 9 von 10 reaktiven Ergilissen bei
diesem angesetzten Cut-off-Wert von 5,10 allein durch die AgNOR-Analyse als nicht-
maligne eingestuft ~ werden. Somit  konnte das zytomorphologisch
differentialdiagnostisch ~ mogliche Vorliegen von Tumorzellen eines Mesothelioms
nahezu ausgeschlossen werden. Préparat Nr.9684-98 konnte bereits mittels
zytomorphologischer Kriterien und durch die Ergebnisse der DNA-Analyse in Aachen
und Diisseldorf als reaktiv diagnostiziert werden. Somit ist durch Zusammenschau aller
Teilergebnisse der MMZA die korrekte Diagnosestellung auch in diesem Fall

gelungen.

Von den vier eingangs in der zytomorphologischen Begutachtung als dringend
verddchtig fur das Vorliegen von Tumorzellen begutachteten Priparaten konnten zwei

der AgNOR-Analyse zugefiihrt werden. In diesen Fillen wurde der Cut-off-Wert fiir
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Benignitét von 5,10 {iberschritten, so dass beide Proben (C10161A-01und C11270-00)
eindeutig als maligne eingestuft werden konnten. Praparat C1040-03, welches anfangs
als zytomorphologisch zweifelhaft eingestuft worden war, konnte aufgrund mangelnder
Féarbequalitdt keiner AgNOR-Auswertung zugefiihrt werden. Somit konnte in den
auswertbaren zytomorphologisch beziiglich der Dignitét nicht eindeutig beurteilbaren

Ausstrichen stets die Dignitit mittels AgNOR-Analyse korrekt ermittelt werden.

Die allesamt DNA-euploid bewerteten Tumorzell-freien Proben konnten durch die

AgNOR-Auszihlung in Bezug auf ihre Benignitét bestitigt werden.

Von den vier in der DNA-Analyse als euploid beurteilten Karzinosen konnten in
nur einem Priparat die argyrophilen Regionen gez&hlt werden. Auch hier konnte durch
den uberschrittenen Schwellenwert von 5,1 prospektive Malignitdt festgestellt bzw.

bestétigt werden.

Von den sieben DNA-euploid bewerteten Mesotheliomen konnten nur zwei
Proben der AgNOR-Analyse unterzogen werden. Durch Anwendung des
Schwellenwertes konnten beide Fille als malignen Ursprungs eingestuft und somit das

Follow up bestitigt werden.
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Histologi Anzahl Cluster Satelliten |Satell.+Cluster| Satell.+Cluster | Satell. +Cluster| Differenz
Sk‘:ihneisbczh“: Nr. | Eingangsnr. ausgewerteter Zellen (Mittelwert) | (Mittelwert)] (Mittelwert) (Mittelwert) (Mittelwert) autom*atlsch
Diagnose manuell aut:cr:atl manuell manuell manuell automatisch * |automatisch**| -manuell
1 10062-02 | keine Daten 7,00 X X X X 2,70 X
2 10387-98 128,00 242,00 1,87 1,35 3,23 4,20 3,70 0,97
o 3 11033-98 98,00 keine Daten 1,49 3,00 449 X X X
4 4 11163-98 115,00 156,00 1,67 0,76 2,43 6,10 5,90 3,67
:§a 5 1614-03 110,00 156,00 2,15 0,70 2,85 3,90 3,80 0,10
L!.f 6 2080-03 100,00 116,00 1,57 1,61 3,18 3,30 3,20 0,12
£ 7 | 5867-99 | keine Daten | keine Daten X X X X X X
P 8 8163-98 115,00 161,00 1,67 1,29 2,96 5,60 5,40 2,64
B 9 9114-98 171,00 254,00 2,29 1,84 413 5,50 5,60 1,37
10 9666-98 128,00 240,00 2,26 1,60 3,86 5,80 5,50 1,94
1 9684-98 100,00 188,00 2,98 2,47 5,45 7,00 6,80 1,55
12 10193-98 102,00 |keine Daten 415 4,01 8,16 X X X
13 1040-03 keine Daten | keine Daten X X X X X X
14 106-03 keine Daten | keine Daten X X X X X X
15 11812-98 138,00 245,00 2,72 4,02 6,75 5,70 4,70 -1,05
c 16 12807-99 102,00 153,00 2,03 6,18 8,21 3,90 3,80 -4,31
2 17 | 13061-99 | keine Daten| 2,00 X X X X 2,50 X
g 18 13207-99 keine Daten | keine Daten X X X X X X
c 19 13477-99 34,00 102,00 3,97 5,24 9,21 16,50 11,90 7,29
Q 20 14899-98 104,00 134,00 1,90 6,23 8,13 8,70 8,70 0,57
21 604-03 106,00 107,00 1,87 4,35 6,22 2,90 2,70 -3,32
22 7655-99 103,00 131,00 3,17 6,11 9,27 9,70 10,10 0,43
23 8337-02 keine Daten | keine Daten X X X X X X
24 8742-02 keine Daten | keine Daten X X X X X X
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Histologisc Anzahl ausgewerteter Cluster Satelliten | Satell.+Cluster | Satell.+Cluster| Satell.+Cluster | Differenz
krll:ubschI:e Nr. | Eingangsnr. Zellen (Mittelwert) | (Mittelwert)| (Mittelwert) (Mittelwert) (Mittelwert) autom*atlsch
Diagnose . . .

manuell |automatisch] manuell manuell manuell automatisch * | automatisch** | - manuell
25 | 10095-99 100,00 184,00 2,07 3,35 542 4,60 4,30 -0,82
26 | 10161A-01 110,00 191,00 2,90 3,67 6,57 540 4,70 1,17
27 | 10482-01 | keine Daten 9,00 X X X X 8,40 X
°E’ 28 | 11270-00 72,00 293,00 1,22 5,29 6,51 5,30 3,70 -1,21
o 29 1409-00 112,00 188,00 1,30 7,33 8,63 740 6,50 -1,23
E’ 30 1489-99 71,00 78,00 2,46 4,36 6,83 7,20 7,10 0,37
o [31| 323601 | keine Daten | 247,00 X X X 5 40 5,20 X
= |32 608099 | keine Daten | keine Daten X X X X X X
33 9047-00 | keine Daten 13,00 X X X 8,00 9,00 X
34 | 9065-00 | keine Daten | keine Daten X X X X X X

Tab. I11.9: AgNOR-Zahlung — Vergleich manuell und automatisch (* automatische AGQNOR-Zahlung in den
manuell schon ausgewerteten Zellen; ** automatische AQNOR-Z&hlung in allen auswertbaren Zellen)
jeweils fiir Tumorzell-freie, Karzinose- und Mesotheliom-Praparate. Gelb markiert ist das Ergebnis, das
oberhalb des Cut-off-Wertes 5,1 fir die Differenzierung von Tumorzell-freien und Tumorzellen
enthaltenden Proben liegt.
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6.2 Automatische AgNOR-Analyse

Bei der automatischen AgNOR-Analyse erfolgte die Zéhlung einerseits in manuell bereits

ausgewerteten Zellen, andererseits in allen fiir den Algorithmus auswertbaren Zellen.

In allen Diagnosegruppen lag der Mittelwert der automatischen Zéhlung an den manuell
bereits ausgewerteten Zellen etwas hoher als an allen auswertbaren Zellen (nachfolgend werden
abgekiirzt: Reaktive = R = Tumorzell-freie, Karzinose = K und Mesotheliome = M) (R: 5,18 +/-
1,25 und 4,73 +/- 1,41; K: 7,90 +/- 4,97 und 6,34 +/- 3,82; M: 6,19+/- 1,31 und 6,11+/- 1,95).
Dies ldsst darauf schlieen, dass bei der manuellen AgNOR-Zzhlung {iberwiegend diejenigen

Kerne mit hoheren NOR-Zahlen ausgewertet wurden.

Beim Vergleich der beiden Messreihen in allen Diagnosegruppen liegen die automatisch
erfassten AgNORs mit 6,92 (SD 2,92) hoher als die manuell erfassten Regionen mit 5,83 (SD
2,26). Der Mittelwert der Differenzbetrage liegt bei 0,42 (SD 2,53). Dieses Resultat ist
zuriickzufithren auf die fehlende Klassifizierung der NORs in Cluster und Satelliten bei der

automatischen Auszihlung.

In den benignen Proben wurden an den zuvor manuell ausgewerteten Zellkernen
automatisch 5,18 (SD 1,25) AgNORs gezdhlt und damit 1,55 (SD 1,22) mehr als manuell gezéhlt
worden waren. An allen auswertbaren Kernen wurden 4,73 (SD 1,41) AgNORs erfasst.

Bei den Karzinosen wurden automatisch 0,06 (SD 4,11) AgNORs (7,90 +/- 4,97) weniger
erfasst als manuell. In den verwertbaren Kernen wurden 6,34 (SD 3,82) argyrophile Areale

erfasst.

Bei den Mesotheliomen detektierte der Algorithmus 0,81 (SD 0,68) AgNORs (6,19 +/-
1,31) weniger als visuell ermittelt worden waren. In allen brauchbaren Kernen wurden 6,11 (SD

1,95) AgNORs erkannt.

Betrachtet man die Tumorzell-positiven Fille zusammen, so ergibt sich fiir die manuelle
Auswertung ein um 0,40 (SD 2,96) hoherer Betrag als fiir die automatische Berechnung (6,98 +/-
3,46). Wird der Detektionsalgorithmus auf alle verwertbaren Zellkerne angewendet, ergibt sich

ein Betrag von 6,22 (SD 2,86).

Zusammenfassend lédsst sich feststellen, dass auch in der automatischen Analyse der
AgNOR-Zahl die Karzinosen die hochsten Werte vor den Mesotheliomen und den reaktiv

verdnderten Ergiissen aufweisen. Aufgrund der groBen Standardabweichungen innerhalb der
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einzelnen Diagnosegruppen kommt es aber zu groen Uberlappungen in den Wertebereichen der
drei Gruppen. Demzufolge ist trotz der tendenziell hoheren AgNOR-Zahlen der neoplastischen

Priparate keine diagnostische Trennung der malignen von den benignen Proben mdoglich.

6.3 AgNOR-Flachenberechnung

In Tabelle III.10 sind die Ergebnisse der automatischen AgNOR- und Zellkern-
Flachenberechnung dargestellt. Die Resultate beziehen sich auf diejenigen Zellen, die bereits der

DNA-Analyse unterzogen worden waren und fiir den Algorithmus auswertbar waren.

106



Kapitel ITI Ergebnisse

SD

Minimale

Maximale

Mittelwert

SD

Priiparate- | Anzahl N::slllzllltlil:ie Nf‘?l‘:t]il::e Mrl:::iiv:zn relative { - absolute absolute absolute absolute DI:I[:::(IITITI: Maximale Mittelwert
Nr. | zellen | AZNOR- | AgNOR- | Agnor. |ASNORe| ASNOR- 1 ASNOR-{ ASNOR-| AgNOR- |~ - Nukleus- f Nukleus
Fliiche (%)| Fliiche (%) | Fache (v | Friche [ Flche | Fliche - Fliche f Fliche | | Fliche (um2) | Fliche (um')
(%) (um’) (um’) (um’) (pm2)
10062-02 7,0 0,0 0,3 0,1 0,0 0,4 14,0 5,1 25,5 40,9 88,2 67,2
1038798 | 242,0 0,0 0,5 0,2 0,0 0,3 35,3 10,1 39,7 23,1 184,4 99,1
11033-98 | teine Daten | keine Daten| keine Daten |keine Daten| teineDaten | keine Daten | keine Daten | keine Daten | keine Daten| keine Daten | keine Daten | keine Daten
2 | 11163-98 | 156,0 0,0 0,7 0,2 0,0 0,6 38,2 15,8 66,6 31,6 120,6 72,6
:?_n 1614-03 | 156,0 0,0 0,4 0,1 0,0 2,0 30,4 9,1 24,4 37,6 162,9 70,4
= | 2080-03 | 116,0 0,0 0,6 0,2 0,0 0,4 25,0 8,1 27,8 29,4 82,7 46,4
:E 5867-99 | teineDaten | keine Daten| keine Daten |keine Daten| teineDaten | keine Daten | keine Daten | keine Daten | keine Daten] keine Daten | keine Daten | keine Daten
S| 816398 161,0 0,1 0,8 0,3 0,0 3,8 35,6 14,6 41,6 29,2 11,7 56,0
9114-98 | 254,0 0,0 0,9 0,1 0,0 0,9 32,5 9,9 25,3 24,8 144.8 78,8
9666-98 | 240,0 0,0 0,4 0,2 0,0 2,2 31,9 10,5 25,0 31,9 148,0 70,5
9684-98 188,0 0,0 0,6 0,1 0,0 0,8 49,7 12,5 55,7 49,0 297,4 106,6
10193-98 | teineDaten | keine Daten| keine Daten |keine Daten| keineDaten | keine Daten | keine Daten | keine Daten | keine Daten] keine Daten | keine Daten | keine Daten
1040-03 | teineDaten | keine Daten| keine Daten |keine Daten] teineDaten | keine Daten | keine Daten | keine Daten | keine Daten| keine Daten | keine Daten | keine Daten
106-03 keine Daten | keine Daten| keine Daten |keine Daten| teineDaten | keine Daten | keine Daten | keine Daten | keine Daten| keine Daten | keine Daten | keine Daten
1181298 | 245,0 0,0 0,3 0,1 0,0 0,3 33,7 8,5 53,2 50,1 2434 101,4
1280799 | 153,0 0,0 0,2 0,1 0,0 0,9 19,7 6,0 7,1 33,4 367,2 92,6
§ 13061-99 2,0 0,0 0,1 0,0 0,0 2,6 9,1 5,8 20,9 172,1 199,5 185,8
; 13207-99 | keineDaten | keine Daten| keine Daten |keine Daten] keineDaten | keine Daten | keine Daten | keine Daten | keine Daten] keine Daten | keine Daten | keine Daten
E 13477-99 | 102,0 0,0 0,4 0,1 0,0 1,5 51,9 19,3 116,9 50,2 901,8 155,0
1489998 | 134,0 0,0 0,4 0,1 0,0 0,8 47,0 18,8 91,4 54,9 283,8 132,1
604-03 107,0 0,0 0,4 0,1 0,0 0,3 27,0 5,9 23,7 35,1 287,9 63,2
7655-99 131,0 0,0 0,2 0,1 0,0 3,6 28,8 11,9 27,2 68,4 478,3 167,5
8337-02 | teneDaten | keine Daten| keine Daten |keine Daten] tkeine Daten | keine Daten | keine Daten | keine Daten | keine Daten| keine Daten | keine Daten | keine Daten
8742-02 | teneDaten | keine Daten| keine Daten |keine Daten] tkeine Daten | keine Daten | keine Daten | keine Daten | keine Daten| keine Daten | keine Daten | keine Daten

—
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Priparate- | Anzahl | Minimale | Maximale | Mittelwert | SD | Minjmalaty Maximalesd Mittelwert | SD | Minimale [ Maximale | Mittelwert | SD Nukleus-
N, Iellen | relative | relative | relative | relative | absolute | absolute | absolute | absolute | Nukleus- [ Nukleus- | Nukleus- | Fjsche (pmz)
AgNOR- | AgNOR- | AgNOR- | AgNOR- | AgNOR- | AgNOR- [ AgNOR- | AgNOR- | Fliche | Fliche (um2) | priche (umz)
Fliiche (%) Fliche (%) | Fliche (%) | Fliche | Fliche | Fliche Fliche | Fliche (um2)
LI G 1 e | ooeh | ph | (md)
1009599 | 184,0 0,0 0,6 0,2 0,0 0,9 40,1 8,8 40,4 224 218,8 56,9 6314
10161A-01 | 191,0 | 00 0,5 0,2 0,0 0,8 34,2 12,7 40,2 26,5 20,2 784 1057,3
1048201 | 9,0 0,1 0,5 0,3 0,0 52 412 26,2 1843 | 92,6 108,6 75,6 510,0
o0 | 290 0,0 0,4 0,1 0,0 0,6 23,6 9,0 15,1 36,8 13,3 70,2 516,1
q 140900 | 1880 [ 00 0,5 0,2 0,0 0,8 53,6 13,7 80,7 32,2 387 4 94,7 3135,5
o 199 | 780 0,0 04 0,1 0,0 0,3 21,3 8,4 38,1 45,6 303,2 110,7 23104
3 33601 | 2470 0,0 0,7 0,2 0,0 3,0 43 4 15,6 489 284 106,9 65,4 192,5
= 6080-99 |keine Daten| keine Daten| keine Daten | keine Daten [keine Daten| keine Daten | keine Daten [keine Daten| keine Daten| keine Daten | keine Daten | keine Daten | keine Daten
904700 | 13,0 0,0 0,3 0,2 0,0 17 35,7 15,9 134 68,9 182, 105,4 1209,3
906500  |keine Daten| keine Daten| keine Daten | keine Daten |keine Daten| keine Daten | keine Daten |keine Daten| keine Daten | keine Daten | keine Daten | keine Daten | keine Daten
b 9913400 |keine Daten| keine Daten| keine Daten | keine Daten |keine Daten| keine Daten | keine Daten |keine Daten| keine Daten | keine Daten | keine Daten | keine Daten | keine Daten

Tab. 111.10: Ergebnisse der automatischen AQNOR- und Zellkern-Flachenberechnung. Aufgefiihrt sind die
Anzahl der vermessenen Zellen, die minimale und maximale relative AQNOR-Flache, der Mittelwert der
relativen AQNOR-Flache, die Standardabweichung der relativen AQNOR-Flache, die minimale und

maximale absolute AQNOR-Flache, der Mittelwert der absoluten AQNOR-Flache, die

Standardabweichung der absoluten AGQNOR-Flache, die minimale und maximale Nukleus-Flache sowie
der Mittelwert und die Standardabweichung der Nukleusflache. Die Daten sind geordnet nach den

jeweiligen Diagnosegruppen ( Tumorzell-freie, Karzinose- und Mesotheliom-Proben)
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Im Durchschnitt sind die Mittelwerte der absoluten AgNOR-Fldche bei den
Mesotheliom-Priparaten (13,8+/-5,9um?) am groBten, gefolgt von den Karzinosen (10,8+/-
6,0um?) und den reaktiven Ergiissen (10,6+/-3,3um?). Jedoch kann aufgrund der
Uberlappung der Wertebereiche kein Schwellenwert fiir den Mittelwert der absoluten
AgNOR-Fldche gefunden werden, der eine Trennung zwischen benignen oder malignen

Fillen erlaubt.

Die Mittelwerte der relativen AgNOR-Fldchen schwanken zwischen 0.1% und 0,2%.
Hier lésst sich aber mit 0,2% (SD 0,1%) kein Unterschied zwischen reaktiven Ergiissen
und Mesotheliomen feststellen. Die Karzinosen weisen eine mittlere relative AgNOR-

Flache von nur 0,1% (SD 0%) auf.

Diese Feststellung deckt sich mit der Tatsache, dass die Zellkernflachen in den
Karzinose-Proben (128,2+/-44,4um?) erheblich groBer sind, als die der zwei anderen
Diagnosegruppen (M: 82,2+/-19,4um?; R: 69,7+/-17,0um?). Mit einem Schwellenwert von
85um® liessen sich acht der neun reaktiven Ergiisse (88,89%) von sechs der sieben
Karzinoseproben (85,71%) unterscheiden und richtig klassifizieren. Diese Differenzierung
gelingt aber meist schon aufgrund zytomorphologischer Merkmale. Die weitaus diffizilere
und dringendere  Unterscheidung von reaktiv verdnderten Mesothelien und
Mesotheliomzellen gelingt dagegen anhand eines Schwellenwertes fiir die Zellkernflache

nicht.

Die Mesotheliompriparate weisen Kernflichen von 56,9-110,7um* (MW82,2um?,
SD19,4mm”) und Reaktive von 56,0-106,6um*> (MW69,7, SD 17.0um?) auf. Die
Karzinoseproben dagegen haben Kerne mit einer Ausdehnung von 63,2-185,8um’
(MW128,2um?, SD44,4um?). Die bestechenden Uberlappungen in den Wertebereichen

verbieten somit die Abgrenzung von benignen und malignen Proben.

Die vier morphologisch als dringend verdéchtig eingestuften Félle, die laut Follow
up als Mesotheliome bestitigt wurden, konnten daher auch nicht aufgrund ihrer
Zellkernflache oder ihrer absoluten AgNOR-Fldache von reaktiven Féllen unterschieden

werden.
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Mittelwerte der absoluten AQNOR-Fléche vs. Mittelwerte der Nukleusflédche

+ Reaktive
® Karzinosen
Mesotheliome

0,0 50 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0
Mittelwerte der Zellkernflache (um2)

Abb. 111.13: Mittelwerte der AQNOR-Flache vs. Mittelwerte der Nukleusflache.

Gelbe Dreiecke entsprechen Mesotheliomproben, rosa Quadrate Karzinose-Praparaten und
blaue Quadrate Tumorzellfreien Praparaten.

110




Kapitel ITI Ergebnisse

7 Weitere Ergebnisse

7.1 DNA-Gehalt (C-Wert) versus AgNOR-Zahl

Wird die manuell ermittelte AgNOR-Zahl (Summe aus Clustern und Satelliten) pro
Zelle mit deren DNA-Gehalt (IOD in c) in Beziehung gesetzt, wird deutlich, dass die
Gesamtzahl der NORs nicht proportional zum DNA-Gehalt steigt. Es konnten auch keine
weiteren GesetzmifBigkeiten festgestellt werden. In unserer Untersuchung konnte daher
kein Zusammenhang zwischen der AgNOR-Zahl einer Zelle und deren c-Wert festgestellt
werden. Diese Beurteilung ist exemplarisch fiir den Fall C 11812-98 gezeigt.

7,00
6,00
5,00
4,00
3,00 Eon -, A Mesotheliome
2,00 S S
1,00
0,00 ‘ ‘
0,00 5,00 10,00 15,00

MW AgNOR-Zahl

m N ® Reaktive Ergiisse
m = M Karzinosen

MW DNA-Gehalt

Abbildung I1l.14 DNA-Gehalt vs. AQNOR-Zahl

Gelbe Dreiecke entsprechen Mesotheliomproben, rosa Quadrate Karzinose-Praparaten und
blaue Quadrate Tumorzellfreien Praparaten.
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7.2 DNA-Gehalt versus absoluter AgNOR-Fliche

Wird fiir jedes Préiparat die absolute AgNOR-Fliche jeder Zelle gegen deren c-Wert
(DNA-Gehalt) aufgetragen, weisen die Diagramme mit steigendem DNA-Gehalt auch eine
grofere absolute AgNOR-Fldche auf. Diese Beobachtung wird exemplarisch (Fall C11812-
98) mit Abbildung III.15 verdeutlicht.
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Abbildung 11.15:; absolute AGQNOR-Flache vs. DNA-Gehalt

Gelbe Dreiecke entsprechen Mesotheliomproben, rosa Quadrate Karzinose-Praparaten und
blaue Quadrate Tumorzellfreien Praparaten.
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IV Diskussion

Bei einer Vielzahl benigner wie maligner Grunderkrankungen kommt es zu einer
pathologischen Flissigkeitsansammlung in einer oder mehreren der serdsen
Korperhohlen (Pleura, Peritoneum, Perikard). Da ein Erguss Symptom von diversen
lokalen wie systemischen Erkrankungen sein kann, geben weder der Ort der
Ansammlung noch die Menge einen Aufschluss iiber die Genese des Ergusses. Eine
exakte Diagnosestellung beziiglich der Dignitdt des ursdchlichen Krankheitsgeschehens
ist folglich von entscheidender Bedeutung. Da die Entwicklung eines malignen
Ergusses oftmals vor der Diagnosestellung des Primdrtumors liegt, liefert die
ergusszytologische Tumordiagnose vielfach die Erstbeschreibung eines Malignoms.

Dennoch sind die diagnostische Interpretation und eine eindeutige
Dignitdtsbeurteilung trotz zahlreicher diagnostischer Mdoglichkeiten mit diversen
Schwierigkeiten behaftet. Auch mit Hilfe der zytopathologischen Untersuchung ist eine
zweifelsfreie Unterscheidung zwischen benignen und malignen Ergiissen bisher nicht
moglich.

Ziel dieser Arbeit war es daher, die diagnostische Treffsicherheit fiir die
Erkennung von Tumorzellen in Korperhohlen-Ergiissen wunter Einsatz der
,Multimodalen Zellanalyse* zu verbessern. Dabei kam neben der DNA-Bildzytometrie

auch eine automatische AgNOR-Analyse an identischen Zellen zum Einsatz.

1 Aktueller Stand

Problematisch  ist die Einschdtzung der Treffsicherheit bisheriger
ergusszytolgischer Untersuchungen, denn erst die unzweifelhafte Kenntnis der einen
Erguss hervorrufenden Erkrankung (ggf. post mortem) ermdglicht die Uberpriifung der
zytologischen Diagnose. Allerdings wird eine ergusszytologische Untersuchung vor
allem dann angefordert, wenn die auslosende Krankheit nicht bekannt ist. Die durch den
Kliniker gestellte Diagnose beruht dann folglich auf dem zytopathologischen Befund.

Immer noch gilt die histologische Begutachtung, sofern diese im weiteren
Krankheitsverlauf beauftragt wird, als konkretester Beleg. Wiirden jedoch nur

histologisch gesicherte Fille zur Uberpriifung zytodiagnostischer Treffsicherheit
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herangezogen, wiirden in dieser hoch selektionierten Gruppe fast ausschliesslich
maligne Ergiisse nachuntersucht und deren Diagnosen {berpriift. Als ,,Goldener
Standard* gelten daher sowohl eine detaillierte histologische Begutachtung als auch
unter Umstidnden ein klinisches Follow-up.

Viele Autoren geben leider nicht den in ihren Untersuchungen zur Uberpriifung
threr Ergebnisse verwendeten Standard an, wodurch die grolen Schwankungen in der
Angabe der zytologischen Treffsicherheit neben der uneinheitlichen Verwendung der
zytodiagnostischen Terminologie und der unterschiedlichen Interpretationen von DNA-
Histogrammen wenigstens teilweise erklérlich sind.

Eine Verbesserung der bisher erzielten zytodiagnostischen Sicherheit und
speziell der Sensitivitdt ist dringend erforderlich. Eine damit verbundene Verringerung
der Spezifitit darf aber wegen der weitreichenden Folgen einer falsch positiven
Diagnose nicht in Kauf genommen werden (Koss, 1992).

Eine Verbesserung der diagnostischen Treffsicherheit durch den Einsatz
adjuvanter Untersuchungsmethoden konnte bereits von Motherby et al. (Motherby et al.,
1999) nachgewiesen werden. Nun soll untersucht werden, ob durch die serielle
Anwendung von verschiedenen erprobten adjuvanten Methoden an identischen Zellen
aus Korperhohlen-Ergiissen (Morphologie, DNA-Zytometrie und AgNOR-Analyse) die

diagnostische Treffsicherheit weiter gesteigert werden kann.

2 Der Diagnoseprozess

Durch eine Punktion der von der pathologischen Fliissigkeitsansammlung
betroffenen Korperhohlen kann nicht nur auf eine selten mit Komplikationen (Blutung,
Infektion etc.) behaftete Weise Untersuchungsmaterial gewonnen werden, sondern auch
mechanische Folgeerscheinungen des Ergusses selbst (z.B. eingeschriankte
Atemexkursionen) konnen beseitigt oder zumindest gelindert werden.

Durch eine laborchemische Untersuchung der Ergussproben kann zwischen
Transsudaten und Exsudaten unterschieden werden. Diese Unterscheidung erlaubt eine
grobe Einordnung beziiglich der Pathogenese des Ergusses. Ein Riickschluss auf die
exakte Atiologie und Dignitit ist hierdurch aber nicht moglich. Eine definitive
Beurteilung ist wegen der deshalb erforderlichen weiteren diagnostischen Schritte und

therapeutischen Konsequenzen unerlésslich.
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Die treffsichere Differenzierung zwischen benignen und malignen Ergiissen
sowie die histogenetische Einordnung sind mit Hilfe der zytopatholgischen
Untersuchung samt ihrer adjuvanten Methoden mdoglich.  Allerdings ist die
Unterscheidung zwischen proliferierenden Mesothelzellen und mesothelialen
Tumorzellen anhand der Morphologie auch fiir den erfahrenen Zytopathologen oft
problematisch und in manchen Fillen selbst am Ende der Diagnoseabfolge mit Zweifeln
behaftet. Die Treffsicherheit der ergusszytologischen Diagnostik wird durch unter
Umstdnden Probeabnahmefehler, Verarbeitungsfehler und mangelnde Erfahrung des
begutachtenden Zytopathologen geschmaélert.

Bei alleinigem Einsatz der Zytomorphologie wird nicht zuletzt deshalb in der
herrschenden Literaturmeinung ein Wert von unbefriedigenden 58% fiir die Sensitivitét
angegeben (Bocking et al., 2000, Spriggs und Boddington, 1989). Die Verbesserung der
diagnostischen Treffsicherheit im Rahmen der ergusszytologischen Analyse von
Korperhohlenfliissigkeiten  durch eine  Kombination etablierter adjuvanter
Untersuchungsmethoden erscheint daher sinnvoll und hilfreich. Dabei kommt der DNA-
Zytometrie sowie der AgNOR-Analyse eine groe Bedeutung zu. Beide Techniken
wurden bereits in vielen Studien auf ihre Aussagekraft hin tberpriift und sind
international als diagnostische Methoden anerkannt (Pomjanski et al., 2001).

Eine zweifelsfreie Diagnostik hat zudem weitreichende Auswirkungen auf eine

adédquate frithzeitige Therapie und vor allem auf die Heilungsaussichten des Patienten.

Ziel dieser Arbeit war, das am LfB entwickelte Multimodale Zellanalyse-System
anhand von 35 Ergussproben und drei Rattenleber-Priparaten erstmalig auf seine
Funktionsfihigkeit und Messprizision zu testen, und die dadurch neu gewonnenen
diagnostischen Erkenntnisse zu bewerten.

Mit dem MMZA-System wurden 11 Tumorzell-freie, 13 Karzinose- und 11
Mesotheliom-Priparate zu diesem Zweck jeweils in der MGG-, der Feulgen- und der
Silbernitrat-Féarbung am LfB untersucht. Die DNA-Analyse der Proben fand zudem
auch in Diisseldorf am IfC mit dem etablierten AutoCyte-QUIC-DNA-System statt, um
Ubereinstimmungen und Abweichungen beziiglich der Messgenauigkeit und der DNA-
Ploidie-Diagnosen zwischen den Systemen feststellen zu konnen. Gegenstand der
Untersuchungen waren am LfB die Zellmorphologie, der DNA-Gehalt (IOD), die
AgNOR-Zahl und die AgNOR-Fldche. Die Daten dieser Parameter wurden dabei an

identischen Zellen erhoben.
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Die Detektion von Tumorzellen in serdsen Ergiissen sollte durch eine
computerunterstiitzte ~ multimodale Analyse unterschiedlicher zytodiagnostischer
Methoden erleichtert und treffsicherer gemacht werden. Zudem sollte untersucht
werden, ob der Anteil an zytologisch unklaren Diagnosen reduziert werden kann, da
vermutlich einem Teil dieser nicht eindeutig zu beurteilenden Fille maligne
Erkrankungen zugrunde liegen. Der Nutzen einer Kombination der oben beschriebenen
Untersuchungsmethoden sollte ebenfalls tiberpriift werden.

Dieses Bestreben war zum Teil erfolgreich. Die Funktionsweise und die
Leistungen des Systems der Multimodalen Zellanalyse konnten demonstriert werden.
Exemplarisch konnte eine fiir die Krebsfrithdiagnostik hinreichende diagnostische
Treffsicherheit nachgewiesen werden. Durch eine Gegeniiberstellung mit dem
bekannten, etablierten System AutoCyte QUIC-DNA Workstation konnte die
Messqualitit des neu entwickelten Systems MMZA mit den derzeitigen Standards
verglichen und evaluiert werden.

Die Messgenauigkeit der MMZA bei der DNA- und AgNOR-Analyse konnte
gezeigt werden.

Die Frage nach der Gebrauchstauglichkeit des neuen Systems in der klinischen

Routinediagnostik konnte beurteilt werden.

3 Mogliche technische Fehlerquellen

Durch Fixation, Dehydrierung und Einbettung kommt es zu Zell- und
Gewebeschrumpfungen. Durch die Flachenverdnderung der Zellkerne kann es aber nicht
zu Verfdlschungen der von dieser GréBe abhéngigen gemessenen Integrierten Optischen
Dichte (IOD) und damit DNA-Bestimmung kommen. Lymphozyten desselben
Objekttragers wurden dementsprechend als Referenzzellpopulation gemessen, da diese
denselben  Priparationsbedingungen ausgesetzt ~ waren. Somit  konnten
Fehlbestimmungen der IOD vermieden werden.

Nur  durch einen  standardisierten  Fdrbevorgang  konnen — gute
Kontrastunterschiede fiir eine optimale IOD-Bestimmung gewihrleistet werden.

Durch Langzeitlagerung, Bleichwirkung des Einschlussmittels sowie lange
Belichtungsdauer bei der Messung kommt es zum Abblassen des Farbstoffes. Dieses

Ausbleichen kann einen Verlust der Messgenauigkeit bewirken.
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Die Variation der Grauwerte innerhalb eines Bildausschnittes bei tatséchlicher
Konstanz der Grauwerte wéhrend der zytophotometrischen Messung wird als Shading

bezeichnet.

3.1 Zytologische Fehldiagnosen

Bei der zytodiagnostischen Beurteilung von Korperhohlen-Ergiissen kommt eine
diagnostische Ungewissheit meist durch entziindlich aktivierte Mesothelien, durch
Zelldegeneration oder durch eine unzureichende Anzahl atypischer oder abnormer
Zellen in der Probe zustande (Bocking, 1998a, 1998b). Eine falsch positive
zytomorphologische Diagnose ist oftmals durch vorangegangene Zytostatika-Therapie
oder Strahlentherapie bedingt. Unspezifische Effekte auf den nukledren DNA-Gehalt
haben: Zytostatikatherapie, Strahlentherapie, Vitamin B12-Mangel, virale Infektionen,
Apoptose, Autolyse und Nekrose. Diese Einflussfaktoren sind bei der diagnostischen
Interpretation in Betracht zu ziehen (Bocking et al., 1995). Solche Fehlinterpretationen
seitens des Zytopathologen konnten auch durch genauere Angaben des Klinikers auf
dem Anforderungsschein vermieden werden.

Zytologisch  falsch negative Diagnosen beruhen zum einen auf
Begutachtungsfehlern (screening errors), zum anderen auf Probenfehlern (sampling
errors). Ein Screening error im Rahmen einer Fehlinterpretation gefundener
Zellabnormitéten lieBe sich durch eine zweite Durchsicht oder aber durch zusitzlichen
Einsatz einer adjuvanten Methode wie DNA-Zytometrie oder/und AgNOR-Analyse
bereinigen. Somit ist eine Steigerung der Detektion von malignen Zellen und damit der
Sensitivitidt moglich.

Ein sampling error, bei dem auch in einer zweiten Durchsicht keine
neoplastischen Zellen auffindbar sind, ist moglicherweise bedingt durch eine
malignombedingte, aber keine Tumorzellen enthaltenden Ergussprobe. Ein zu geringes
Volumen oder eine zu hohe Punktion im Bereich tiber den abgesunkenen Tumorzellen

konnten hier ursidchlich sein.
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3.2 Marker DNA-Aneuploidie

In der Literatur wird fiir die konventionelle Ergusszytologie eine Sensitivitét fiir
die Diagnose eines maligenen Mesothelioms von 64% (Loddenkédmper, 1983) sowie
53% (Sherman und Mark, 1990) angegeben. Damit lag die gemessene DNA-
Aneuploidierate bei den malignen Mesotheliomen mit 4 von 11 Féllen (36,36%) am
LfB bzw. 6 von 11 Fillen (54,54%) in einem mit den vorangegangenen Arbeiten
vergleichbaren Bereich. Dejmek et al. (1992) fanden eine DNA-Aneuploidierate von
59%, Isobe et al. (1995) von 58% und Hafiz et al. (1988) von 89%.

Die DNA-Zytometrie der metastatischen Absiedlungen (Karzinosen) ergab eine
DNA-Aneuploidierate von 69,2% am LfB und 76,9% am IfC. Damit lag der Anteil
aneuploider DNA-Histogramme bei Karzinosen in dem in der Literatur beschriebenen
Bereich von Banks et al. (1994) mit 77% und von Kapusta et al. (1991) mit 100%.

Samtliche untersuchten Ergiisse benignen Ursprungs (Reaktive) wiesen in
Ubereinstimmung mit der Literatur DNA-Euploidie auf.

In einer Studie von Motherby et al. (1998a) gab es Hinweise, dass anhand der
Lage der groBten Stammlinie im Histogramm eine Unterscheidung zwischen den durch
ein Mesotheliom oder den durch eine Tumormetastase bedingten Ergiissen moglich sei.
Dabei wies keine der Karzinommetastasen die grofite Stammlinie im Bereich zwischen
1,80c und 2,20c auf, wohl aber 72% der Mesotheliome. In dieser Arbeit zeigten 38,5%
(LfB) bzw. 23,1%(fC) der Karzinosen und 63,6% (LfB) bzw. 54,5% (IfC) der
Mesotheliome ihre groflte Stammlinie innerhalb dieser Grenzwerte. Es zeigt sich zwar
eine Tendenz, dass mehr Mesotheliome als Karzinosen ihre grofite Stammlinie im
peridiploiden Bereich aufweisen. Eine klare Korrelation zwischen Stammlinienlage und
Genese der Ergussbildung ist aber aus unseren Ergebnissen nicht ersichtlich.

In der Literatur wird die Rate zytologisch zweifelhafter Ergiisse durchschnittlich
mit 5,6% angegeben (Spriggs und Boddington, 1989; Motherby, 1998c). Fiir den
einsendenden Kliniker ist jedoch eine eindeutige Diagnosestellung seitens des
Zytopathologen zur Planung weiterer diagnostischer und therapeutischer Schritte
unentbehrlich. Daher sollten besonders die in der zytomorphologischen Begutachtung
unklar gebliebenen Fille weiteren adjuvanten Methoden zugefiihrt werden. Die Anzahl
der dann noch verbleibenden unklaren Diagnosen wiirde — wie unsere Arbeit belegt-
dadurch minimiert. Uberdies konnte bei zytologisch erstdiagnostizierten Malignomen

frithzeitiger eine addquate Therapie veranlasst werden.
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Lediglich eine geringe Anzahl von Autoren widmete sich in ihren Arbeiten der
Untersuchung zytologisch unklarer Fille. Diese Studien zeigten Pravalenzen der DNA-
Aneuploidie in Féllen mit malignen Follow up zwischen 37,5% und 50% (Croonen et
al., 1988; Joseph et al, 1995).

In der Gruppe der in unserer Arbeit untersuchten fiinf zytologisch zweifelhaften
Ergiisse (ein zweifelhafter und vier dringend verdédchtige Fille) konnten zwei Félle als
DNA-aneuploid diagnostiziert werden. GemiR unserer Recherche handelte es sich dabei
um Mesotheliome. Von den drei {ibrigen Proben wiesen die zwei Mesotheliompriparate
und der Karzinoseausstrich ein euploides DNA-Verteilungsmuster auf. Damit lag die
von uns ermittelte Pravalenz von Aneuploidie in der Gruppe der zweifelhaften Ergiisse
mit 40% in dem mit 12,5% bis 60% vorbeschriebenen Bereich (Matter-Walstra und
Kraft, 1996; Fischler et al., 1994). Wir nehmen an, dass DNA-Aneuploidie in
zytologisch zweifelhaften Fillen ein spezifischer und sensitiver Marker fiir Neoplasie
ist.

Es ist davon auszugehen, dass bei zytologisch  zweifelhafter
Dignitdtsdiagnosestellung  die  morphologischen  sowie = DNA-zytometrischen
Verianderungen der Zellen so geringfligig ausgepridgt sind, dass sie mit diesen
diagnostischen Methoden noch nicht eindeutig erfassbar sind.

Abweichungen der DNA-Aneuploidieraten sind moglicherweise Ausdruck der
unterschiedlichen Anzahl und Art der angewendeten Algorithmen zur Interpretation der
DNA-Histogramme. Zudem ist die Zahl der in diesen Arbeiten untersuchten Proben
sehr klein (18 bis 46). Auch die Zahl der Analysezellen liegt meist unter 200, was
wiederum die Nachweisrate von DNA-Aneuploidie beeinflusst. Viele der
vorausgegangenen Arbeiten haben den Krankheitsverlauf der Patienten nicht
miteinbezogen, sondern die DNA-zytometrischen Ergebnisse lediglich mit denen der
konventionellen Zytologie verglichen.

In einigen Studien wurde neben der DNA-Bildzytometrie die DNA-
Flowzytometrie angewandt. Zwar wird der Einsatz dieser Methode zur Detektion
aneuploider Stammlinien anstelle der DNA-Zytometrie in der Literatur beflirwortet,
dennoch sollte Erwéhnug finden, dass sogenannte ,,rare events® (Zellen >9c¢), aber auch
ganze Stammlinien relevanter, jedoch zahlenmifBig kleiner Zellfraktionen durch die
Flowzytometrie nicht erfasst werden, weil sie durch die iiberwiegende Mehrheit
gemessener messtechnisch nicht-bedeutungsvoller Zellen tiberdeckt werden.

Auch die Vergleichbarkeit der ermittelten DNA-Privalenzen in den einzelnen

Studien stellt sich schwierig dar, denn die Detektion von DNA-Aneuploidie beruht auf
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unterschiedlichen, zum Teil inaddquaten Algorithmen. In manchen Studien wird DNA-
Aneuploidie postuliert, wenn mehr als 10% der Messzellen einen DNA-Gehalt von >5¢
aufweisen (Matter-Walstra und Kraft, 1996). Da aber Mesothelzellen bereits unter
physiologischen Bedingungen eine euploide Polyploidisierung durchlaufen und daher
schon gesunde Zellen in der S-Phase des Zellzyklus einen DNA-Gehalt >5c (zwischen
4c und 8c) aufweisen konnen, scheint dies ein wenig geeigneter Marker zu sein
(Bocking A, 1998; Motherby et al., 1998a; Motherby et al., 1998b).

Bei Auftreten eines falsch positiven Falles, muss bedacht werden, ob nicht
moglicherweise ein einen Erguss verursachendes CUP (Carcinoma of unknown
primary) vorliegt, bei dem der Tumor bisher noch nicht lokalisiert werden konnte.

Im Falle einer falsch negativen Zytodiagnostik, bei der im Patienten-follow-up
ein klinischer oder histologischer Hinweis auf ein den Erguss bewirkendes Malignom
vorliegt, ist der Erguss unter Umstinden nicht wursdchlich auf den Tumor
zuriickzufiihren. Hierbei ist dann von einem sogenannten Begleiterguss auszugehen

(Vgl. Kap 1.1.3).

3.3 AgNOR-Analyse

Unsere Untersuchungen unterstiitzen die in der Literatur iiberwiegend positive
Haltung gegentiber der diagnostischen Relevanz der AgNOR-Methode. Beim Vergleich
von benignen mit malignen Ergussproben zeigen sich signifikante Unterschiede
beziiglich der AgNOR-Zahl und der AgNOR-Fliche. Martin et al. beschrieben schon
1992 die mit steigender Malignitdt zunehmende AgNOR-Zahl bei gleichzeitig
schrumpfender Fliche der einzelnen AgNOR-Punkte. Mit Hilfe der manuellen AgNOR-
Zihlung konnten 95,2% (20von 21Fillen) der Priparate in Ubereinstimmung mit der
Aktenanalyse als benigne bzw. maligne identifiziert werden. Der Schwellenwert zur
Unterscheidung zwischen Tumorzell-freien und Tumorzell-enthaltenden Proben lag
dabei bei 5,10 fiir die Summe aus Clustern und Satelliten. Es ist daher davon
auszugehen, dass auch bei zytologisch zweifelhaften Fillen eine treffsichere Befundung
moglich ist und somit der Anteil der zytologisch nicht sicher einstufbaren Proben
reduziert werden kann.

Bei der automatischen, rechnergestiitzten Messung von Zahl und GréBe der
AgNORs konnten keine geeigneten Schwellenwerte zur Differenzierung zwischen

Tumorzell-freien und Tumorzell-enthaltenden Préparaten ermittelt werden.
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Die einfache Durchfithrbarkeit der AgNOR-Analyse ist im Gegensatz zur
konventionellen subjektiven Zytopathologie nicht abhingig von der diagnostischen
Erfahrung und den oftmals personlichen Einfliissen des Untersuchers. Zudem erlaubt
die nun hinzugewonnene Mdglichkeit der Speicherung der ermittelten Daten eine
Reproduzierbarkeit und Uberpriifbarkeit der Ergebnisse der AGNOR-Analyse.

Bei Anwendung der AgNOR-Technik zur Diagnostik zytologischer
Ergussfliissigkeiten ist bereits nach einer kurzen Einarbeitungszeit die Dignitdt des
Priparates auch flir einen in der konventionellen morphologischen Zytopathologie
unerfahrenen Untersucher rasch erfassbar. Derenzini et al (1989) bestétigten mit ihrer
Analyse von reaktiv-entziindlichen und malignen Ergiissen diese Annahme. Besonders
bei zytomorphologisch unklaren Préparaten kann die AgNOR-Analyse den
diagnostischen Entscheidungsprozess erleichtern. Durch eine Automatisierung dieses
Prozesses kann auBBerdem Personal sowie auch Zeit fiir die diagnostische Aufarbeitung
der Prédparate gespart werden. Zudem ist auch in diesem Arbeitsschritt durch eine
Archivierung des gewonnenen Bildmaterials eine Reproduzierbarkeit bzw. manuelle
Uberpriifbarkeit durch den Zytopathologen gewihrleistet.

Unsere Ergebnisse untermauern die Bedeutung der AgNOR-Technik in der
diagnostischen Zytologie von Ergussfliissigkeiten und legen dariiber hinaus durch die
Automatisierung eine Anwendung in der Routine nahe. Hierfiir ist allerdings eine
Optimierung des Algorithmus mit einer Klassifizierung in Satelliten und Cluster
erforderlich.

Die unbefriedigende Qualitédt der hier verwendeten Software zur Detektion und
Analyse der AgNORs hat zwischenzeitlich am Lehrstuhl fiir Bildverarbeitung der
RWTH zu einem neuen Entwicklungsansatz auf der Grundlage von sogenannten ,.high

dynamic range* images gefiihrt.

3.4 Firbungen

Die MGG-Fdrbung zeigte bei allen Priparaten durchweg gute Ergebnisse
beziiglich der Farbeintensitdt. Lediglich bei besonders dunkel oder hell gefirbten
Proben war die morphologische Beurteilung etwas erschwert.

Bei der Férbung nach Feulgen fiihrte der bei einigen Préparaten mangelhaft
ausgeprigte Farbkontrast zwischen Kern und Zytoplasma eine Fehlerquelle bei dem

Segmentierungsalgorithmus herbei. So konnten Kernkonturen nicht exakt identifiziert
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und markiert werden. Eine prédzise Bestimmung der IOD als Ma@ fiir den DNA-Gehalt
der einzelnen Zelle gelingt aber nur unter der Voraussetzung einer passgenauen
Segmentierung. Die Moglichkeit, von der Software erkannte Kernkonturen manuell zu
korrigieren, stellte sich dabei als sehr hilfreich dar. So konnte durch den Wechsel der
Darstellung des Fotos von der Feulgen- in die MGG-Farbung die korrekte visuelle
Erkennung der Randkonturen der Zellkerne gewihrleistet werden.

Die Variabilitét der Farbintensitdt zwischen den einzelnen Priparaten verfilschte
nicht die Ergebnisse der IOD-abhingigen DNA-Messung. Grund dafiir war, dass die
Auswertung auf der Berechnung des Verhiltnisses der optischen Dichte der Messzellen
zu den Referenzzellen beruhte, die den gleichen Fiarbebedingungen ausgesetzt waren.

Obwohl fiir alle Objekttrager bei der AgNOR-Férbung stets dieselbe Féarbezeit
nach einem standardisierten Férbeprotokoll veranschlagt wurde, variierte die
Firbeintensitit von volliger Uberfirbung bis zu fehlender Erkennbarkeit jeglicher
argyrophiler Regionen. Daher konnten 14 Fille (40%) nicht ausgewertet werden.

Daneben war es bei der manuellen Zihlung der Cluster und Satelliten
gelegentlich schwierig flir den Untersucher, zu entscheiden, wann eine silbergeférbte
Struktur, die sich innerhalb der Kerngrenzen befand, oberhalb oder noch innerhalb der
Zellebene lag. Dies stellt daher eine Fehlerquelle fiir zu groe manuell wie auch
automatisch bestimmte AgNOR-Zahl dar, denn so wurden moglicherweise zusitzlich
Strukturen mitgez&hlt, die sich ober- oder unterhalb der Zellebene befanden.

Ein leichtes Verblassen, besonders am Rand des Objekttrigers, sollte durch
kurze Lagerungszeiten der Proben verhindert werden, da hierdurch ein falsch niedriges
AgNOR-Ergebnis vermieden werden kann.

Eine Verbesserung der Férbetechnik, die zu einheitlicheren Férbeergebnissen
fithrt, ist sowohl flir eine genauere AgNOR-Analyse als auch eine Verkiirzung der
Untersuchungszeit durch ein manuelles oder aber auch durch ein automatisiertes
Auswertungsverfahren erstrebenswert.

Falsch hohe AgNOR-Zahlen konnten durch mitgewertete angeférbte Strukturen
auBlerhalb der Zellkernebene pro Zellkern verursacht worden sein. Durch ein manuelles
Durchfokussieren gelang weitgehend eine Vermeidung dieser Fehlerquelle. Mittlerweile
existiert jedoch eine Software, die ein automatisches Durchfokussieren erlaubt. Dem
Untersucher bleibt damit dieser Arbeitsprozess erspart. Allerdings ist der automatische

Arbeitsschritt zurzeit noch sehr zeitaufwendig.
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4 Funktionsfihigkeit des MMZA-Systems

Die Aufmachung der Benutzeroberfldche, Benutzerfithrung, Visualisierung und
Navigation stellten sich als sinnvoll und tbersichtlich dar. Die Option, einmal
fotografierte Zellszenen in allen drei Farbungen als Bildergalerie oder GrofB3bild
anzusehen, erleichterte besonders die Segmentierung und AgNOR-Analyse. So konnten
die vorgeschlagenen Kernkonturen in MGG tiberpriift und —wo dies nétig war- akkurat
manuell nachgebessert werden. AgNOR-Cluster konnten in der Feulgen-Ansicht durch
thre Anordnung in Nukleolen treffsicher von zusammengelagerten Satelliten
unterschieden werden.

Ein Nachteil des Systems bestand in dem vergleichsweise hohen Zeitaufwand,
der fir das Abrufen relativ groer Datenmengen aus der Datenbank oder das
Abspeichern darin, notwendig war. Fiir eine Anwendbarkeit im klinischen Alltag sollte
dieser Zeitfaktor weiter reduziert werden.

Die Relokalisation von Zellszenen gelang zwar in den meisten Fallen. Dennoch
war sehr oft die manuelle Nachbesserung beim Anfahren der ersten Bildposition
erforderlich. In 8,6 % (3) der Félle konnte die erste Bildposition durch den Algorithmus
gar nicht wiedergefunden werden, so dass die Relokalisation allein durch den
Untersucher vorgenommen werden musste. Dies war mithsam und zeitaufwendig.
Zudem wurden gelegentlich die relokalisierten Bildpositionen nur so ungenau
angefahren, dass eine zeitintensive manuelle Korrektur der Position vorgenommen
werden musste. Eine Optimierung des Algorithmus beziiglich der Quote der
relokalisierten Bildpositionen und der Genauigkeit des Anfahrens dieser Position wére
wiinschenswert. Zurzeit wird am LfB ein Algorithmus zur vollig automatisierten
Zellrelokalisation entwickelt (s. Kapitel V).

Fiir die Segmentierung von Zellkernen wurden in einem mehrstiindigen Prozess
die Kernkonturen durch eine Software errechnet, bevor der Untersucher Konturen
auswihlen und bearbeiten konnte. Die Segmentierung gelang am Anfang nur
unzureichend genau. Durch die Moglichkeit, mittels Wasserscheidenalgorithmus die
von der Software erkannten an die tatsédchlichen Kernkonturen anzupassen, erhdhte sich
die Prézision. Dennoch erforderte diese Nachbesserung zu viel Zeit, um einen Einsatz in
der Routinediagnostik zu erlauben. Im Zuge der Anwendungserprobung wurde der
Algorithmus soweit verbessert, dass nun eine gute Prizision der Segmentierung
gewihrleistet ist. Eine Anwendung im Klinikalltag wird aber dennoch nur durch einen

schnelleren Segmentierungsprozess moglich sein.
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4.1 Messpriizision des MMZA-Systems

Die Uberpriifung der Messprizision des MMZA-Systems erfolgte durch die
DNA-zytometrische Evaluation von drei Rattenleber-Priaparaten. Als Richtmal3 fiir
diese Qualititskontrolle galten die standardisierten Vorgaben der ESACP (Haroske et
al., 2001). Die Messergebnisse lagen in den angestrebten Zielbereichen, so dass eine
ausreichende Messprizision des MMZA-Systems bestétigt werden kann. Somit lassen
sich mit dem neu entwickelten Messsystem akkurate DNA-zytometrische
Untersuchungsergebnisse und damit treffsichere Diagnosen erzielen. Zudem konnten
mit diesem System bei allen untersuchten Messparametern bessere Ergebnisse erzeugt
werden als mit dem AutoCyte QUIC-DNA System. Der bei gesunden
Rattenhepatozyten zu erwartende DNA-Gehalt von 2¢ wurde in den MMZA-Messungen
(2,01c) exakter widergegeben als in den Untersuchungen mit dem AutoCyte QUIC-
DNA System (1,89c). Der Quotient 4c zu 2c ist ebenfalls mit 1,99 bei der MMZA
besser getroffen als mit 2,13 bei AutoCyte QUIC-DNA. Auch der mittlere
Variationskoeffizient (CV) der Referenzzellen liegt mit der MMZA nur bei 1,89%,
wohingegen er bei AutoCyte QUIC-DNA 3,25% betrdgt. Bei der Berechnung der
Korrelation (CC) der Fliachen zu der jeweiligen 10D der Referenzellen (Lymphozyten)
errechnet sich — bei dem angestrebten Idealwert von r = 0 — fiir das MMZA-System ein
Wert von r = 0,05 und ein Wert von r = 0,42 fiir das AutoCyte QUIC-DNA System.

Obwohl laut Kindermann und Hilgers (1994) die besten Resultate an frischem
Zellmaterial gewonnen werden konnen, konnten nach einer Lagerzeit von etwa 2
Monaten diese Messergenisse am L{B erzielt werden. Das am LfB neu entwickelte
MMZA-System ist dem &lteren AutoCyte QUIC-DNA System, entsprechend den oben
angefiihrten Parametern beziiglich der Messpriazision der DNA-Analyse an den

Rattenhepatozyten, somit iiberlegen.
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4.1.1 DNA-Zytometrie

Zur Uberpriifung dieser Beurteilungen beziiglich der Messgenauigkeit erfolgten

am LfB nunmehr auch Messungen an Ergussproben. Somit war ein Vergleich der

Messprizision beider Systeme auch an anderem Untersuchungsgut méglich.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der MMZA im Vergleich mit AutoCyte
QUIC-DNA wiederholt:

o

Mittels MMZA wurden durchschnittlich mehr DNA-Stammlinien
detektiert als mit dem AutoCyte-System.

Bei mehreren detektierten Stammlinien in einer Probe lagen die mit dem
AutoCyte-System ermittelten Stammlinien tendenziell bei hoheren c-
Werten als diejenigen vom MMZA-System entdeckten.

Die Modalwerte der Analysezellen lagen im Mittel bei der MMZA-
Messung um 0,02¢ (Mittelwert der Modalwertdifferenzen) hoher als bei
der AutoCyte-Messung. In den Tumorzell-positiven Proben (Karzinosen
und Mesotheliome) lagen vergleichbare Peaks am LfB nur um 0,01c
hoher als am IfC. Die mit AutoCyte ermittelten diploiden DNA-
Stammlinien bei den reaktiven Ergiissen lagen dagegen um 0,04c iiber
denen mit dem MMZA-System ermittelten.

Die analogen Stammlinien der beiden Messungen am LfB und IfC
zeigten eine hohe Korrelation (r = 0,98).

Die Abweichungen der Modalwerte der Tumorzell-freien Fille vom
2,00c-Wert lagen am LB bei 0,10 (MW 2,03) und am IfC bei 0,12 (MW
2,07).

Die CV-Werte des MMZA-Systems lagen im Mittel um 1,06% (SD 1,06)
hoher als die des AutoCyte QUIC-DNA-Systems. Dabei ergab sich fiir
die Messungen am LfB ein Wert von 3,39+/-1,09% und fiir die am IfC
ein Wert von 2,30+/-0,58%.

Die hohe Korrelation der Modalwerte vergleichbarer DNA-Stammlinien beider

Systeme gibt Hinweise auf eine groBe Reliabilitit und Validitdt der MMZA. Obwohl

die Variationskoeffizienten (CV) des MMZA-Systems noch tiber denen des AutoCyte-

Systems liegen, befinden sie sich im Mittel unter dem von der ESACP geforderten Wert

von 5% und belegen damit eine ausreichende Messprdzision. Die Tatsache, dass die am

LfB gemessenen Modalwerte der diploiden Stammlinien der Tumorzell-freien Priparate

durchschnittlich ndher am optimalen 2,00c-Wert liegen und auch weniger um diesen
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Wert streuen, bestdtigen die Annahme, dass das MMZA-System zumindest genauso
exakt misst, wie das Diisseldorfer Messsystem.

Urséchlich fiir die Abweichungen der analogen Stammlinienlagen (Modalwerte)
bei vergleichbarer Messprizision beider Systeme ist wahrscheinlich die in den Instituten
unterschiedlich durchgefiihrte Auswahl der Messzellen. Zwar wurden die Messzellen
am LfB und IfC in den gleichen, im Vorfeld durch einen erfahrenen Zytopathologen
(Prof. Bocking) markierten Arealen auf dem Objekttriager rekrutiert; dennoch konnten
nicht immer die identischen Zellen aufgefunden und untersucht werden. Zudem wurden
die Messzellen am LfB nach dem Zufallsprinzip der DNA-Analyse unterzogen,
wohingegen am IfC gezielt auffillige, potenzielle Tumorzellen miteinbezogen wurden.
Durch diese Selektion gelang es dem erfahrenen Untersucher (Dr. med. Nguyen) in
Diisseldorf hdufiger, 9cEEs aufzuspiiren.

Zudem wurde die Grofle und Anzahl der detektierten Stammlinien beeinflusst.
Am LfB wurden zwar wiederholt mehr Stammlinien gefunden als am IfC. Dadurch,
dass die entsprechende Stammlinie aber aus einer kleineren Zellpopulation bestand, ist
deren Modalwert zwangsldufig ungenauer. Die Vergleichbarkeit beider Messsysteme
wurde durch die ungleiche Rekrutierung von Messzellen zwar erschwert, aber in
keinem Fall wurden Fehldiagnosen aufgrund mangelnder Messprizision erzeugt.

Der Grund fiir die im Vergleich zum AutoCyte-System hoheren Modal- und CV-
Werte des MMZA-Systems ist die bessere Glare-/Beugungskorrektur des in am IfC
verwendeten Systems. Auch die unterschiedlichen Abweichungen in den Modal- und
CV-Werten zwischen Tumorzell-positiven und —negativen Proben bleiben weiterhin
ungeklart.

Insgesamt belegen die guten Messergebnisse der Rattenleber- und der
Tumorzell-freien Préiparate, dass das MMZA-System dem AutoCyte QUIC-DNA-
System im Hinblick auf die erzielte Messprizision tiberlegen ist. Um die Ursachen fiir
die tendenziell hoheren CV-Werte zu kldren und eine bessere Vergleichbarkeit beider
Systeme herzustellen, sollten die Messbedingungen noch weiter angeglichen werden. In
Zukunft sollten die Vergleichsmessungen von nur einem Untersucher durchgefiihrt
werden. Dabei konnte die Analyse ausschlieBlich identischer Zellen mit beiden
Systemen helfen, systemische Fehler aufzudecken und zu beseitigen.

Aufgrund der Ergebnisse einer Studie von Motherby (1998a) wurde vermutet, in
tumorzellpositiven Préparaten mittels Analyse des Modalwertes der groBten Stammlinie
Karzinosen von malignen Mesotheliomen unterscheiden zu konnen. Wie auch

Remmerbach (1998) konnten wir diese Beobachtung nicht bestédtigen. Die, verglichen
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mit den Messungen am IfC, vornehmlich in den Untersuchungen am LfB gemessenen
diploiden peaks lassen vermuten, dass das Einbeziehen randomisiert (gemiaf3 ESACP)
ausgewdhlter gesunder Messzellen diese Stammlinienlage bei beiden Diagnosegruppen
herbeigefithrt hat. Eine Differentialdiagnostik zwischen Mesotheliom- und
Adenokarzinomzellen aufgrund des DNA-Histogramms ist demnach in unserer Studie
nicht moglich. Zudem ist eine geringe Anzahl an Tumorzellen im DNA-Histogramm
nicht ,,Stammlinien-wirksam®, so dass eine fachkundige gezielte Suche nach
Tumorzellen notwendig wére, um eine fiir eine Stammlinie ausreichend grofle und
reprasentative Population abnormer Zellen zu erfassen. Diese Suche kann aber bisher
noch nicht von einer rechnergestiitzen und automatisierten Zelluntersuchung geleistet

werden.

4.2 Bewertung der DNA-Ergebnisse

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung begriinden die kombinierte
Anwendung zweier verschiedener Algorithmen zur Identifikation von DNA-
Aneuploidie:

. die Position jeder DNA-Stammlinie,
o das Auftreten von Zellen mit einem DNA-Gehalt >9c.

Auch fiir die Gruppe zytodiagnostisch zweifelhafter Ergiisse wird die sorgfiltige
Beachtung der Empfehlungen der Europdischen Gesellschaft fiir Analytische Zelluldre
Pathologie (ESACP) im Zuge einer standardisierten diagnostischen DNA-
Bildzytometrie empfohlen, um falsch-positive und falsch-negative Diagnosestellungen
zu vermeiden (Haroske et al., 1998, Bocking et al., 1995). Der kombinierte Einsatz
beider o.a. Kriterien bewirkt eine Zunahme der Sicherheit diagnostischer
Entscheidungen. Die Anwendung verschiedener Marker fiir DNA-Aneuploidie fiihrte zu
einer Steigerung der Aneuploidierate von 61,5% (LfB) bzw. 46,2% (IfC) bei alleiniger
Stammlinieninterpretation der Karzinose-Histogramme auf 69,2% (L{B) bzw. 76,9%
(IfC) bei zusitzlicher Beriicksichtigung von 9cEE. Bei den Mesotheliom-Priparaten
gelang eine Erhohung der DNA-Aneuploidie-Erkennung von 27,3% auf 36,4% am L{B
und von 9,1% sogar auf 45,5% am IfC. Das Vorkommen von Zellkernen mit einem
DNA-Gehalt groer 5S¢  bei euploid polyploidisierendem Gewebe werteten wir im
Gegensatz zu anderen Autoren (Fischler et al., 1994; Parry und Hemstreet, 1989) nicht
als Kriterium fiir DNA-Aneuploidie.
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Die Anzahl der Messzellen beeinflusst ebenfalls die Rate der Detektion von
Tumorzellen. Durch eine Synopse der verschiedenen Untersuchungsergebnisse ist eine
zuverldssige Diagnostik auch an einer geringeren Zahl von Messzellen moglich.
Beispielhaft ist diese These anhand von Messungen an weitaus weniger als 300 Zellen
(Praparat C1489-99 mit 151 Zellen, C13061-99 mit 147 Zellen und C9913-00 mit 179
Zellen)  bestdtigt worden. Die beiden ersten Prdparate zeigten eine genaue
Ubereinstimmung beziiglich der DNA-Aneuploidie-Kriterien und folglich auch der
DNA-Ploidie-Diagnose. Praparat C9913-00 wurde nur am IfC als aneuploid gewertet,
da hier zwei Zellen mit einem DNA-Gehalt >9¢ gefunden wurden.

Insgesamt wurde in drei Féllen (eine Karzinose und zwei Mesotheliome) bei der
Interpretation des DNA-Histogramms eine Diskrepanz in der DNA-Ploidie-Diagnose
festgestellt. Bei diesen drei diskrepanten Préparaten war das DNA-Aneuploidie-
Kriterium ,,9cEE®“ entscheidend fiir diese Differenz. Dabei wurden im IfC zwischen
einer und vier Tumorzellen (9cEE) entdeckt, die am LB nicht gefunden wurden.

Beim Vergleich der Anzahl der detektierten DNA-Stammlinien fillt auf, dass
mittels MMZA weniger Stammlinien bei hoheren c-Werten gemessen wurden als
mittels AutoCyte. Bei der AutoCyte-Auswertung fehlt mehrfach eine am L{B bestimmte
diploide Stammlinie. Diese Differenzen sind zuriickzufiihren auf das oben beschriebene
unterschiedliche Vorgehen bei der Auswahl der Messzellen. In keinem Fall wurde
jedoch eine Probe benignen Ursprungs als DNA-aneuploid interpretiert.

In der Gruppe der Karzinosen lag die Rate DNA-aneuploider Fille am L{B bei
69,2% und am IfC bei 76,9%. Unter den Mesotheliom-Proben wurden am L{B 36,4%
und am IfC 45,5% der Fille als DNA-aneuploid beurteilt. Damit lag die Privalenz von
DNA-Aneuploidie in metastasierten Karzinomen und Mesotheliomen unter der zuvor
berichteten (Motherby et al., 1999a; Pomjanski et al., 2001). Alle DNA-Histogramme in
nicht-malignen, reaktiven Proben erfiillten keines der Kriterien fir DNA-Aneuploidie.
Damit liegt die Privalenz von Euploidie in benignen Ergussproben bei 100%. Dieses
Ergebnis bestitigt die Beobachtungen fritherer Arbeiten (Motherby et al., 1999a+b;
Pomjanski et al., 2001).

Zwei der vier zytomorphologisch initial als dringend verdédchtig fiir das
Vorliegen von Tumorzellen begutachtete Fille konnten aufgrund der mit beiden
Systemen festgestellten DNA-Aneuploidie als sicher Tumorzell-positiv (malignes
Mesotheliom) eingestuft werden. Die DNA-zytometrische Abgrenzung gegeniiber den
visuell differentialdiagnostisch in  Betracht gezogenen reaktiv  verdnderten,

hyperplastischen Mesothelzellen erlaubte somit eine Reduktion der initial zweifelhaften
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Félle um 50%. Die DNA-Zytometrie vermochte so, die Spezifitit in der Erkennung
hyperplastischer Mesothelzellen und die Sensitivitdit in der Identifizierung von
Mesotheliomzellen zu steigern.

Es zeigt sich zwar eine Tendenz, dass mehr Mesotheliome als Karzinosen ihre
grofite Stammlinie im peridiploiden Bereich aufweisen. Zellen metastatischer
Absiedlungen konnen dennoch DNA-zytometrisch nicht von Zellen eines Mesothelioms

unterschieden werden.

4.3 Bewertung der AgNOR-Ergebnisse

Zur Erfassung der proliferativen Aktivitét einer (Tumor-) Zelle eignet sich nicht
nur die AgNOR-Zahl, sondern auch die Parameter der AgNOR-GroBe, -Farbintensitét
und die Verteilung der Silberniederschldge innerhalb der Zellkerne.

Laut Riischoff (1992) ist die Bestimmung der Gesamt-AgNOR-Fliche im
Zellkern der Auszdhlung einzelner AgNORs scheinbar iiberlegen. In anderen Studien
werden andere Auswertmethoden angewendet: Carillo et al. (1994) erfassen die Summe
aus AgNOR-Punkten innerhalb (Cluster) und auflerhalb (Satelliten) der Nukleolen.
Shechtman et al. (1998) zdhlen Satelliten und Cluster separat voneinander und setzen
diese zueinander und zur Gesamtzahl der AgNORs in Beziehung. Ein weiterer Autor
(Okamura et al., 1998) errechnet die Prozentsdtze der Kerne mit 1, 2, 3,4 oder >4
AgNORs.

Die Untersuchungen von Wolonski et al. (1998) erbrachten zwar eine hohere
Anzahl von AgNORs pro Zelle in malignen Mesotheliomen, aber es gab dennoch eine
grofe Uberschneidung einzelner Werte bei benignen und malignen Zellpopulationen.
Carillo et al. (1994) beschreiben Uberlappungen zwischen einzelnen Ergebnissen in
jeder zytologischen Diagnosegruppe. Diese Schliisse zogen auch Aides et al. (1988) und
Colecchia et al. (1991). Dagegen zeigte die AgNOR-Bildanalyse von Derenzini et al.
(1989a), dass das Verteilungsmuster der Interphasekerne eine eindeutige
Unterscheidung zwischen reaktiven und neoplastischen Zellen aus menschlichen

Ergiissen erlaubt.
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4.3.1 AgNOR-Zihlung

Bei der manuellen AgNOR-Zdhlung stellte sich die Moglichkeit, multimodal in

die Ansicht einer anderen Farbung (Feulgen) umzuschalten, als sehr hilfreich heraus. So
konnte vermieden werden, auBerhalb der Nukleolen angefirbte Strukturen/Artefakte
mitzuzédhlen und so ein falsch hohes Ergebnis zu verursachen. Zudem konnte leichter
zwischen in Gruppen gelegenen Satelliten und in Nukleolen gelegenen Clustern
differenziert werden. Durch einfaches Durchfokussieren wurden argyrophile Regionen,
die sich ober- und unterhalb der Kernregion befanden, bei der Z&hlung ausgeklammert.
Dennoch ist es nicht auszuschlieBen, dass im Einzelnen Satelliten mitgezidhlt wurden,
die sich zwar innerhalb der zweidimensionalen, horizontalen Abmessung der
Kernregion befanden, jedoch ober- oder unterhalb der vertikalen Ausdehnung lagen.
Somit ist eine minimal zu hoch ermittelte AgNOR-Gesamtzahl vorstellbar.

Da mittels DNA-Zytometrie Aneuploidie (Stammlinien- oder
Einzelzellaneuploidie) in Mesotheliomzellen nur in 58,8% (Motherby et al., 1998)
nachgewiesen werden kann, ist die AgNOR-Analyse speziell bei der Differenzierung
zwischen neoplastischen und reaktiven Mesothelzellen bedeutsam.

Unsere Messungen ergaben, dass in allen durch Mesotheliome oder
metastatische Absiedlungen bedingten Ergussproben visuell im Mittel mehr als 5,10
AgNORs (Cluster und Satelliten aufsummiert) pro Zellkern erkennbar waren. Die
Ergiisse ohne Tumorbefund zeigten nur in einem einzigen Fall einen solch hohen Wert
(5.,45). So konnte ein Schwellenwert von 5,10 festgelegt werden, mit dem die Detektion
von Malignitét beinahe fehlerlos gelang. Folglich konnten mit diesem Schwellenwert
acht der neun Tumorzell-freien Proben als benigne eingestuft werden. Auch die zwei
auswertbaren zytomorphologisch dringend verdidchtigen Pridparate konnten so in die
korrekte diagnostische Kategorie eingeordnet werden.

Tendenziell lag die AgNOR-Summe pro Zellkern bei den Karzinosen (7,99+/-
1,15) in einem hoheren Wertebereich als die der Mesotheliome (6,79+/-1,16). Eine
genauere differentialdiagnostische Einordnung der malignen Zellen in metastatische
und Mesotheliom-Zellen ist aber aufgrund mangelnder Trennschérfe nicht moglich.

Arbeiten, in denen AgNOR-Ergebnisse mit dem DNA-Flow-zytometrisch
erfassten Ploidiestatus in Beziehung gesetzt wurden, fanden in DNA-aneuploiden
Malignomen (Mesotheliomen und Karzinosen) héhere AgNOR-Werte als in diploiden
(Huang et al., 1994; Carillo et al., 1994). Diese Beobachtung konnte in unserer Arbeit

nicht  bestdtigt werden. Die parallele Erfassung zweier unabhingiger
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Malignitédtsparameter liefert dabei eine hohere diagnostische Sicherheit. Es gab groBere
Uberlappungen der Wertebereiche von Mesotheliomen und Karzinosen, so dass trotz
durchschnittlich hoherer Mittelwerte fiir die Summe aus Satelliten und Clustern bei den
Karzinosen kein Trennwert ermittelbar war, mit Hilfe dessen eine diagnostische
Unterscheidung zwischen Mesotheliomen und Karzinosen moglich gewesen wire.

Somit ist die Ermittlung der AgNOR-Gesamtzahl ein geeigneter Parameter zur
Steigerung der Treffsicherheit in der Detektion von neoplastischen Zellen bzw. der
Differenzierung hyperplastischer Zellen von Mesotheliomzellen. Zu diesem Ergebnis
kommen auch andere Autoren (Pomjanski et al., 2001; Derenzini et al., 1989; Bethwaite
etal., 1995).

Bei der automatischen AgNOR-Zdhlung lagen in allen Diagnosegruppen die

automatisch erfassten AgNORs mit 6,92 (SD 2,92) hoher als die manuell erfassten
Regionen mit 5,83 (SD 2,26). Diese Abweichung findet ihre Begriindung in der
unterschiedlichen Zihlweise: Die Software traf keine Unterscheidung zwischen
Clustern und Satelliten. Jede detektierte argyrophile Struktur wurde als gesonderte
Einheit gewertet. Im Gegensatz dazu wurden in der manuellen Auswertung jedes
AgNOR-Cluster und jeder AgNOR-Satellit als je eine Einheit gezéhlt.

Da bisher die automatische Detektion anhand von zweidimensionalen
Aufnahmen durchgefiihrt wurde, konnten keine argyrophilen Strukturen erfasst werden,
die sich ober- oder unterhalb der fotografierten Ausdehnung des Zellkernes befanden.
Somit entgehen einzelne Strukturen der automatischen AgNOR-Zdhlung. Dagegen
konnten mittels Durchfokussierens in der manuellen Auszdhlung auch argyrophile
Strukturen ober- und unterhalb der fotografierten Zellebene erfasst werden.

In allen Diagnosegruppen lag der Mittelwert der automatischen Zéhlung an den
manuell bereits ausgewerteten Zellen etwas hoher als an allen auswertbaren Zellen (R:
5,18 +/-1,25 und 4,73 +/- 1,41; K: 7,90 +/- 4,97 und 6,34 +/- 3,82; M: 6,19+/- 1,31 und
6,11+/- 1,95). Trotz der tendenziell hoheren AgNOR-Zahlen in neoplastischen
Préparaten ist aber keine diagnostische Trennung der malignen von den benignen
Proben mdglich. In der automatischen Zihlung ldsst die starke Uberschneidung der
Ergebnisse der verschiedenen Diagnosegruppen keine Unterscheidung zwischen diesen

ZU.

Aufgrund der unterschiedlichen Zdhlweise ( in der automatischen Detektion
keine Klassifizierung der NORs in Cluster und Satelliten im Gegensatz zur manuellen

Auswertung) kann ein statistisch relevanter Vergleich beider Ergebnisse (manuell und
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automatisch) nicht vorgenommen werden. Da eine automatische AgNOR-Zihlung
aufgrund der Zeit- und Personalersparnis grundsétzlich erstrebenswert ist, sollte die
Weiterentwicklung der Software eine Differenzierung zwischen Satelliten und Clustern
zum  Ziel haben. Mit einem  verbesserten = Nukleolendetektions-  und
Formationserkennungsalgorithmus in Kombination mit einer Erfassung der
Dreidimensionalitdt der Zellkerne sollte auch eine Minimierung detektierter Artefakte
bzw. deren Identifikation als solche gelingen. Unter diesen Voraussetzungen kann dann

eine Uberpriifung des Zihlalgorithmus erfolgen.

Unsere Untersuchungen stiitzen die in der Literatur {iberwiegend positive
Einstellung gegentiber der diagnostischen Relevanz der AgNOR-Analyse von
Korperhohlen-Ergiissen. Schon 1992 beschrieb die Arbeitsgruppe um Martin (Martin et
al., 1992) eine Vergesellschaftung von zunehmender AgNOR-Zahl und —Fldche mit
steigender Malignitdt. Weitere Untersuchungen bestédtigen die Annahme, dass mittels
der AgNOR-Analyse die Identifikation weniger neoplastischer Zellen in
Ergusssedimenten gelingt, vor allem zur Abgrenzung hyperplastischer Mesothelien von
malignen Mesotheliomen (Pomjanski, 2001).

In Ubereinstimmung mit der Literatur zeigte sich in unseren Untersuchungen
eine erhohte AgNOR-Zahl in hochproliferativen malignen Zellen, unabhingig von der
Histogenese (Mesotheliom oder Absiedlung eines anderen Tumors). Es gibt aber keine
Absolutzahlen, von denen man vollig fehlerfrei auf die Dignitét der untersuchten Zellen
schlieBen kann. Besonders auch an mit der konventionellen Zytologie als zweifelhaft
befundeten Priparaten ldsst sich der Anteil weiterhin unklarer Diagnosen weiter
einschrinken. Die AgNOR-Analyse kann selbst durch in der Zytologie unerfahrene
Untersucher oder durch eine geeignete Software vorgenommen werden und so zu

reproduzierbaren Ergebnissen flihren.
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4.3.2 AgNOR-Fliche

Die automatische AgNOR-Fldachenberechnung erfolgte an allen auswertbaren,
bereits mittels DNA-Analyse untersuchten Zellkernen. Dabei wurden die Flachen aller
detektierten argyrophilen Strukturen in Zellkernen - ohne Unterscheidung zwischen
Cluster und Satellit - addiert.

Der grof3te durchschnittliche Mittelwert der absoluten AgNOR-Fldache wurde fiir
die Mesotheliom-Fille ermittelt (13,8+/-5,9um?), gefolgt von den Karzinosen (10,8+/-
6,0um”) und den reaktiven Ergiissen (10,6+/-3,3um”). Wegen groBer Uberlappungen
der Wertebereiche konnte kein Schwellenwert ermittelt werden, mit dem eine
Unterscheidung zwischen den einzelnen Diagnosegruppen oder zwischen benignen und
malignen Préparaten moglich ist. Die Korrektheit der automatisch detektierten AgNOR-
Flachen konnte allerdings nicht tiberpriift werden.

Die Mittelwerte der relativen AgNOR-Fldchen schwanken in allen Fillen
zwischen 0,1% (Karzinosen) und 0,2% (Reaktive und Mesotheliome) und lassen daher
auch keine Dignitédtsbestimmung zu.

Zwar haben die Kerne der Karzinosepridparate im Durchschnitt eine weitaus
groBBere Ausdehnung als die anderen Diagnosegruppen. Aufgrund der groflen Streuung
um diesen Mittelwert gelingt aber keine Differenzierung zwischen maligne und
benigne. Mit einem Schwellenwert von 85um” lieBen sich dennoch acht der neun
reaktiven Ergiisse (88,9%) von sechs der sieben Karzinoseproben (85,7%)
unterscheiden und richtig klassifizieren. Da diese Unterscheidung aber schon aufgrund
morphologischer Merkmale gelingt, bringt dieser Schwellenwert keinen weiteren
diagnostischen Vorteil.

Laut Riischoff (1992) ist in zytologischen Ausstrichen die Bestimmung der
Gesamt-AgNOR-Fliche im Zellkern der einfachen Auszéhlung der einzelnen AgNOR-
Partikel iiberlegen. Unsere Daten stiitzen diese Einschidtzung nicht. Eine anndhernd
fehlerlose Differenzierung zwischen malignen und benignen Proben gelang nur mit
einem Schwellenwert von 5,10 in der manuellen Zdhlung der NORs. In der
automatischen Zdhlung konnte kein klassifizierender Cut off-Wert gefunden werden.

Die bisherigen visuellen Beurteilungen liefern kaum quantifizierbare Ergebnisse
und konnen nur subjektive Einschidtzungen wiedergeben. Die mittels des neu
entwickelten Algorithmus lieferbaren Daten iiber Fliche, Position und GroBe der
AgNORs konnten einen Beitrag zu einer genaueren und frithzeitigeren Krebsdiagnostik

leisten (Aschenborn, 2004).
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5 Multimodalitiit

Durch einen friihzeitigen Einsatz adjuvanter Methoden lassen sich die
Folgekosten bei zu spiter Diagnose einer malignen Erkrankung deutlich senken. Zur
Abkldarung der Dignitdt eines Ergusses erscheint besonders bei zytodiagnostisch
unklaren Féllen das Hinzuziehen von adjuvanten Methoden wie der DNA-Zytometrie
sowie der AgNOR-Analyse sinnvoll, da moglicherweise ein zytomorphologisch noch
nicht wahrnehmbares Frithstadium einer Neoplasie vorliegt. Mittels DNA-Zytometrie
ist zudem ein Malignititsgrading moglich, welches durch eine Verlaufbeobachtung die
Festlegung eines optimalen Therapiebeginns erlaubt.

Das neu entwickelte System der Multimodalen Zellanalyse weist eine gute
Funktionalitidt und Messprézision auf. Eine Fortentwicklung einzelner Algorithmen im
Hinblick auf eine noch groBere Prédzision und eine geringere Dauer einzelnen
Arbeitsprozesse ist allerdings erforderlich. Unsere Daten zeigen, dass mit verbesserter
Messprazion der DNA-Analyse und kombinierter Anwendung verschiedener adjuvanter
Messmethoden entsprechend der vorgestellten MMZA eine Steigerung der
diagnostischen Treffsicherheit mit Erhohung der Detektionsrate maligner Proben sowie
eine Reduktion unklarer zytologischer Diagnosen moglich sind. Durch eine
zunehmende Automatisierung des Untersuchungsganges konnte eine Ausweitung der

Messungen im Sinne eines Screenings erfolgen.

Die entscheidende Verbesserung durch einen frithzeitigen FEinsatz der
adjuvanten Methoden liegt in der rechtzeitigen/schnelleren und nahezu fehlerlosen
Diagnostik der zugrundeliegenden Erkrankung. Dadurch kann zum einen der Kliniker
dem ethischen Anspruch nach einer korrekten und schnellen Diagnostik gerecht werden,
zum anderen konnen auch die Folgekosten durch eine verspitete Diagnosestellung
gesenkt werden. Gerade bei Ergussproben, deren Dignitdt nicht eindeutig durch
alleinige visuelle Begutachtung geklart werden kann, erscheint das Hinzuziehen mehrer
Untersuchungsmethoden sinnvoll zu sein. Durch die Chance, ansonsten noch nicht
erfassbare, aber kurativ behandelbare Friihstadien einer malignen Erkrankung zu
entdecken, ist auch ein breiterer Einsatz der MMZA gerechtfertigt. Da mittels DNA-
Zytometrie ein Malignitdtsgrading durchfiithrbar ist, kann die Therapie dem jeweiligen
Stadium optimal angepasst werden, so dass auch dadurch die Heilungschancen steigen.

Allerdings ldsst sich die diagnostische Treffsicherheit nicht allein durch eine

Verbesserung zytopathologischer Untersuchungsmethoden steigern, denn in etwa einem
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Drittel der Fille wird durch einen Beobachtungsfehler (screening error) eine falsch-
negative Diagnose gestellt (Motherby et al., 1999).

Die DNA-Zytometrie ist zwar ein zeitaufwendiges Verfahren und erfordert eine
zytologische Expertise, ermdglicht jedoch eine retrospektive Anwendung, unabhéngig
von vorangegangenen Fixationsarten, Fiarbungen und Alter der evantuell schon

archivierten Probe.

Unseren Ergebnissen zufolge gelingt mit dem MMZA-System eine stufenweise
Diagnosefindung, bei der der verbleibende Unsicherheitsbereich zwischen Benignitit
und Malignitit allmihlich schrumpft. So konnen falsch negative und falsch positive
Diagnosen auf ein tolerables Mall minimiert werden. Ein signifikanter Anstieg der
diagnostischen Treffsicherheit, speziell in zytologisch unklaren Féllen, ist dadurch
moglich. Den Patienten wird Verunsicherung und Leid bei der Diagnosefindung erspart.
Unnotige Operationen konnen eingespart werden. Durch eine friihzeitige und exakte
Krebsdiagnostik ist eine darauthin durchgefithrte Therapie aussichtsreicher und
kosteneffizienter.

Die am LfB neu entwickelten Bildverarbeitungsalgorithmen fiir die Bearbeitung
und Analyse des Bildmaterials sind wertvolle Grundlagen fiir eine Weiterentwicklung
hin zu einem routinetauglichen Prototyp (Wiirflinger et al., 2003a und b; Meyer-Ebrecht
et al., 2003).

Die geplante vollautomatische Relokalisation der Zellen in den verschiedenen
Farbungen stellt den néchsten Schritt auf diesem Weg dar. Nach einer
Vorsegmentierung der aktuellen Zellszene vergleicht der Rechner das aktuelle Bild mit
Bildern aus der Datenbank, bis identische Zellkern-Gruppierungen erkannt werden.
Voraussetzung dafiir ist ein funktionsfihiger Autofokus. Gelingt das ,,Matching® nicht,
erfolgt die Suche nach den entsprechenden Zellen in der niheren Umgebung. Ropers
(2004) zeigte, dass demgemidll ein exaktes Relokalisieren und Koregistrieren moglich
ist.

Die bisher manuell durchgefiihrte Klassifikation in Mess- und Referenzzellen
soll zukiinftig ebenfalls automatisch ablaufen. Die von uns gesammelten Daten werden
zukiinftig fur die Entwicklung eines Klassifikationsalgorithmus verwendet.

Die Mitarbeiter des Lehrstuhls fiir Bildverarbeitung sind ebenfalls bemiiht, die
automatisierte AgNOR-Zdihlung und —Fldchenbestimmung durch die Anwendung eines

verbesserten Nukleolendetektionsalgorithmus zu prazisieren.
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Mittels automatischen Durchfokussierens und Fotografierens in mehreren
Ebenen soll eine dreidimensionale Darstellung der Zellkerne ermoglicht werden.

Auch eine Erweiterung des MMZA-Systems um einzelne Krebszellmarker, wie
etwa immunzytochemische Tracer, ist denkbar.

Durch die angestrebte schrittweise Automation einzelner Arbeitsschritte wird
eine schnellere und kostengiinstigere Untersuchung durchfithrbar. Bei weiterer
Verbesserung der Gebrauchstauglichkeit wiirde sich das MMZA-System fiir den Einsatz
in der klinischen Routine eignen. Der Einsatz des MMZA-Systems konnte so ein
zuverldssiges und bezahlbares Krebsscreening, vor allem bei Risikogruppen wie

(beruflich) Asbestexponierten, ermdglichen.
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V Zusammenfassung

Es sind mehr als 50 verschiedene Erkrankungen bekannt, die mit einer
Ergussbildung in serosen Korperhohlen einhergehen. Bis zu 45% aller Erglisse
enthalten Tumorzellen. In einem Drittel der Fille gibt die zytopathologische
Untersuchung den ersten Hinweis auf eine Tumorerkrankung (Bedrossian, 1994). Die
diagnostische Abkldrung der Dignitdt des Ergusses mittels zytomorphologischer
Kriterien ist jedoch oftmals sehr schwierig. Die Sensitivitdt der zytologischen
Diagnostik von serdsen Ergiissen ist mit 58% im Literaturdurchschnitt daher

unbefriedigend (Spriggs und Boddington, 1989).

Das am Lehrstuhl fiir Bildverarbeitung der RWTH Aachen entwickelte
Labormuster des MMZA-Systems besteht aus einem computergesteuerten
Messmikroskop, einer CCD-Kamera und einem mit der neu entwickelten
Bildverarbeitungssoftware ausgestatteten Rechner.

Untersucht wurden 11 reaktive Erglisse, 13 Karzinosen und 11 Mesotheliome.
Zunichst wurden Fofos von diagnostisch relevanten Mesothelzellen in der MGG-
Féarbung gemacht. Nach der Umfirbung nach Feulgen erfolgte die DNA-Analyse der
relokalisierten und Software-unterstiitzt segmentierten Zellen. Zuletzt fanden die
manuelle Auszdhlung der AgNORs sowie eine automatische AgNOR-Zihlung und —
Fldchenbestimmung mittels eines neu entwickelten Softwarealgorithmus statt.

Im Zuge des Vergleichs der Messprizision des AutoCyte QUIC-DNA- und des
MMZA-Systems wurden DNA-zytometrische Messungen an drei
Rattenleberprdparaten durchgefiihrt. Dabei erzielte das MMZA-System ausschlieBlich
Ergebnisse in dem von der ESACP geforderten Bereich, wohingegen die mit dem
AutoCyte QUIC-DNA-System erreichten Resultate diesen teilweise {iberschritten.

Die DNA-Analyse ergab beim Vergleich beider Systeme beziiglich der DNA-
Ploidie Differenzen in drei Féllen (1 Karzinose, 2 Mesotheliome). Bei den reaktiven
Ergiissen wurden alle Ausstriche von beiden Untersuchern als DNA-euploid gewertet.
Bei den Karzinosen wurde am LfB DNA-Aneuploidie in 9 Fillen festgestellt, am IfC in
10 Fillen. Bei der Untersuchung der Mesotheliompriparate waren laut Messung am
LfB 36,36% der Proben aneuploid, am IfC 54,55%. 40% (2 von 5 Proben) der
zytomorphologisch initial nicht eindeutig beurteilbaren Félle konnten durch die

Feststellung von DNA-Aneuploidie als eindeutig maligne eingestuft werden.
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Beim Vergleich der DNA-Stammlinienzahl und —groffe zeigten sich
Abweichungen in 9,09% der reaktiven Ergiisse, in 69,23% der Karzinosen und in
45,45% der Mesotheliome. Die Modalwerte beider Untersuchungen wiesen insgesamt
eine Korrelation von r= 0,98 auf. Die Streuung der Modalwerte um 2,00c bei den
diploiden reaktiven Ergussproben war bei den MMZA-Messungen mit 2,03¢ +/-0,10c
geringer als bei den AutoCyte-Messungen mit 2,07¢ +/-0,12c. Die
Variationskoeffizienten (CV) der Referenzzellen lagen am L{B im Mittel um 1,06%
hoher als am IfC.

Bei der manuellen AgNOR-Zdhlung konnte nur ein Schwellenwert von 5,10

(Cluster + Satelliten) fiir die Unterscheidung zwischen reaktiven und tumorbedingten
Proben festgestellt werden. Mit Hilfe der automatischen AgNOR-Zdhlung ist keine
diagnostische Trennung der malignen von den benignen Proben mdoglich gewesen.

Bei der softwaregestiitzten Berechnung der absoluten und relativen AgNOR-Fldche

konnte wegen grofler Streuwerte kein Schwellenwert fiir die Differenzierung zwischen

den verschiedenen Diagnosegruppen festgelegt werden.

Das am LfB neu entwickelte MMZA-System ist zwar funktionsfdhig, jedoch fiir
den diagnostischen Routineeinsatz noch nicht einsatzbereit. Werden die beschriebenen
Unzuldnglichkeiten behoben und der gesamte Arbeitsablauf beschleunigt, so kann das
MMZA-System einen erheblichen Beitrag zu einer verbesserten Krebsdiagnostik

leisten.
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Abstract

Es sind mehr als 50 verschiedene Erkrankungen bekannt, die mit einer Ergussbildung in
serosen Korperhohlen einhergehen. Bis zu 45% aller Ergiisse enthalten Tumorzellen. In
einem Dirittel der Fille gibt die zytopathologische Untersuchung den ersten Hinweis auf
eine Tumorerkrankung (Bedrossian, 1994). Die diagnostische Abkldrung der Dignitét
des Ergusses mittels zytomorphologischer Kriterien ist jedoch oftmals sehr schwierig.
Die Sensitivitdt der zytologischen Diagnostik von serésen Ergiissen ist mit 58% im
Literaturdurchschnitt daher unbefriedigend (Spriggs und Boddington, 1989).

Das am Lehrstuhl fur Bildverarbeitung der RWTH Aachen entwickelte Labormuster
des MMZA-Systems besteht aus einem computergesteuerten Messmikroskop, einer
CCD-Kamera und einem mit der neu entwickelten Bildverarbeitungssoftware
ausgestatteten Rechner.

Untersucht wurden 11 reaktive Ergiisse, 13 Karzinosen und 11 Mesotheliome. Zunichst
wurden Fotos von diagnostisch relevanten Mesothelzellen in der MGG-Firbung
gemacht. Nach der Umfirbung nach Feulgen erfolgte die DNA-Analyse der
relokalisierten und Software-unterstiitzt segmentierten Zellen. Zuletzt fanden die
manuelle Auszihlung der AgNORs sowie eine automatische AgNOR-Zdhlung und —
Fldchenbestimmung mittels eines neu entwickelten Softwarealgorithmus statt.

Im Zuge des Vergleichs der Messprizision des AutoCyte QUIC-DNA- und des MMZA-
Systems wurden DNA-zytometrische Messungen an drei Rattenleberprdiparaten
durchgefiihrt. Dabei erzielte das MMZA-System ausschlieBlich Ergebnisse in dem von
der ESACP geforderten Bereich, wohingegen die mit dem AutoCyte QUIC-DNA-
System erreichten Resultate diesen teilweise tiberschritten.

Die DNA-Analyse ergab beim Vergleich beider Systeme beziiglich der DNA-Ploidie
Differenzen in drei Féllen (1 Karzinose, 2 Mesotheliome). Bei den reaktiven Ergiissen
wurden alle Ausstriche von beiden Untersuchern als DNA-euploid gewertet. Bei den
Karzinosen wurde am LfB DNA-Aneuploidie in 9 Fillen festgestellt, am IfC in 10
Féllen. Bei der Untersuchung der Mesotheliomprdparate waren laut Messung am L{B
36,36% der Proben aneuploid, am IfC 54,55%. 40% (2 von 5 Proben) der
zytomorphologisch initial nicht eindeutig beurteilbaren Félle konnten durch die
Feststellung von DNA-Aneuploidie als eindeutig maligne eingestuft werden. Beim
Vergleich der DNA-Stammlinienzahl und —grdfie zeigten sich Abweichungen in 9,09%
der reaktiven Ergiisse, in 69,23% der Karzinosen und in 45,45% der Mesotheliome. Die
Modalwerte beider Untersuchungen wiesen insgesamt eine Korrelation von r= 0,98 auf.
Die Streuung der Modalwerte um 2,00c bei den diploiden reaktiven Ergussproben war
bei den MMZA-Messungen mit 2,03¢ +/-0,10c geringer als bei den AutoCyte-
Messungen mit 2,07¢ +/-0,12¢c. Die Variationskoeffizienten (CV) der Referenzzellen
lagen am L{B im Mittel um 1,06% hoher als am IfC.

Bei der manuellen AgNOR-Zihlung konnte nur ein Schwellenwert von 5,10 (Cluster +
Satelliten) fiir die Unterscheidung zwischen reaktiven und tumorbedingten Proben
festgestellt werden. Mit Hilfe der automatischen AgNOR-Zihlung ist keine
diagnostische Trennung der malignen von den benignen Proben mdoglich gewesen.

Bei der softwaregestiitzten Berechnung der absoluten und relativen AgNOR-Fldche
konnte wegen groBBer Streuwerte kein Schwellenwert fiir die Differenzierung zwischen
den verschiedenen Diagnosegruppen festgelegt werden.

Das am LfB neu entwickelte MMZA-System ist zwar funktionsfdhig, jedoch fiir den
diagnostischen Routineeinsatz noch nicht einsatzbereit. Werden die beschriebenen
Unzulénglichkeiten behoben und der gesamte Arbeitsablauf beschleunigt, so kann das
MMZA-System einen erheblichen Beitrag zu einer verbesserten Krebsdiagnostik
leisten.




