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Meinen Eltern, Schwestern und meiner Frau gewidmet.

,Durch Wissen kommt der Mensch zur Menschlichkeit;
Fehlt Wissen ihm, gleicht er dem Thiere nur.
Thorheit ist Handeln in Unwissenheit,

und Thorheit findet nie der Wahrheit Spur.” (Hafez)



Zusammenfassung

Die DNA-Bildzytometrie reprasentiert ein TV-bildanalytisches Messverfahren,
mit welchem an Feulgen-gefarbten zytologischen Praparationen das DNA-
bildzytometrische Profil von Zellpopulationen bestimmt wird. Dabei wird das
Prinzip genutzt, dass Uber die stdchiometrische Feulgen-Farbung der DNA-
Gehalt von Zellkernen im sichtbaren Licht durch die Messung ihrer integrierten
optischen Dichte (IOD) im Durchlichtverfahren quantifiziert werden kann. Nach
Vergleich mit den |OD-Werten einer Referenzzellpopulation kann dann
entschieden werden, ob eine bestimmte Analysezellpopulation, also z. B.
tumorverdachtige Zellen, Uber eine numerische Chromosomenaberration
verfligen oder nicht. Die Methode wird am Schwerpunkt Cytopathologie der
Heinrich Heine-Universitat Dusseldorf unter anderem an Zellvereinzelungs-
praparaten von Stanzbiopsien histologisch gesicherter Prostatakarzinome ein-
gesetzt und dient hier im Wesentlichen dem Zweck, dem Patienten und seinen
behandelnden Arzten ergdnzende Informationen Uber die Mdglichkeit einer

Active Surveillance-Strategie an die Hand zu geben.

Klassischerweise werden DNA-bildzytometrische Messungen durchgefihrt,
indem ein Operator per Mausklick die zu bewertenden Zellkerne auswahlt und
so unter standiger Kontrolle aller Vorgange an einer begrenzten Stichprobe von
ca. 300 Analysezellen pro Messung das DNA-bildzytometrische Profil ermittelt.
Dieser ,manuellen Messung“ konnte, sofern sie sich aus messtechnischer und
klinischer Sicht bewahrt, eine ,automatisierte Messung“ gegenuber gestellt
werden. Bei dieser neu entwickelten und hier erstmals an Zellvereinzelungs-
praparaten erprobten Methode lauft der eigentliche Messvorgang nach Ein-
richtung des Gerates vollautomatisiert ab, wobei eine wesentlich groRere
Zellzahl als bei der manuellen Messung erfasst wird. Dem Operator obliegt
dann nach Ende der Messung anhand der Bildgalerie, in der alle Objekte
abgelegt werden, die Kontrolle darUber, ob die gemessenen Objekte wirklich
Zellen entsprechen (in Abgrenzung gegenuber Artefakten) und ob sie richtig als
Referenzzellen oder Analysezellen zugeordnet sind. Die eigentliche klinische

Interpretation der Messung wird bei beiden Messverfahren facharztlich durch



einen Pathologen vorgenommen, der auch den schriftlichen Befund erstellt und
ausfertigt.

In der hier vorliegenden Studie wurden 27 Falle von Prostatakarzinomen
zweimal automatisiert mit einem TV-Bildanalysesystem MotiCyte-DNA (Fa.
Motic) nachgemessen, fur die in der klinischen Routine bereits ein manuelles
DNA-bildzytometrisches Profil erstellt und als Typ B (n = 12) bzw. Typ C (n =
15) nach Tribukait (1993) klassifiziert worden war. Als Messparameter wurden
jeweils vor und nach Bearbeitung der Messobjekte durch den Operator a) fur
die Referenzzellen ihre Zahl, der Variationskoeffizient (CV) ihrer IOD sowie der
Korrelationskoeffizient (CC) zwischen der mittleren 10D und der Kernflache
ausgewertet sowie b) fur die Analysezellen ebenfalls ihre Zahl, ferner die Hohe
des maximalen Messwertes (C-Max) und die Lage des ersten bzw. zweiten

Peaks der Messwertverteilung.

Als methodische Ergebnisse lasst sich festhalten, dass sich die Zahl der
akzeptierten Objekte zwar stark unterschied, sich ansonsten aber die
Ergebnisse der drei Messreihen im Wesentlichen gut korrelieren lieRen. Einige
Schwachen der Softwareversion, die 2014/15 bei Durchflihrung der Messungen
zur Verfugung stand, betrafen die Fehlzuordnung von sich Uberschneidenden
Zellkernen oder von eindeutig defokussierten Objekten zu den Analysezellen
statt zu den Artefakten. Aullerdem war das Vorgeben einer gewissen Fokus-
ebene durch das Setzen sogenannter ,Fokuspunkte®, innerhalb derer das
MeRsystem den Autofokus anwenden sollte, fehlerbehaftet. Diese Schwachen
kosteten relativ viel Zeit, so dass mit unserer Softwareversion das Ziel einer
Zeitersparnis verglichen mit der manuellen DNA-bildzytometrischen Messung

nicht erreicht werden konnte.

Bezogen auf die klinische Vergleichbarkeit lasst sich sagen, dass beide
automatisierten Messungen jeweils zum identischen Ergebnis kamen, d.h.
entweder zweimal Typ B oder zweimal Typ C nach Tribukait ermittelt wurde. Im
Vergleich zur manuellen Messung stimmten 22 der 27 Zuordnungen Uberein (=
81,5%). Drei manuell als Typ B zugeordnete Falle wurden automatisiert als Typ

C eingestuft, in zwei Fallen war es umgekehrt.



Inzwischen wurden, auch basierend auf unseren Erfahrungen, Verbesserungen
an der Software und Modifikationen an der Gerateeinstellung vorgenommen, so
dass die automatisierte DNA-Bildzytometrie nunmehr an mehreren Standorten,
darunter auch am Schwerpunkt Cytopathologie der Heinrich Heine-Universitat

Dusseldorf, in der klinischen Diagnostik angewandt werden kann.



Abstract

The DNA image cytometry represents a TV-image-analyzing-measurement
method, which gives information about the DNA image cytometrical profile of a
Feulgen stained cytological preparation.

This method quantifies the DNA content of the nucleus through the
measurement of the integrated optical density (IOD) of the Feulgen stained
DNA content. After comparing their IOD value with the reference IOD value a
statement can be made about the numeric chromosome-aberration of the
analyzing cells. This method is used in the center of Cytopathology of the
Heinrich-Heine-University. Amongst other things it is used for cell separation
preparation of core biopsy of prostate cancer and is used to give additional

information about the "Active Surveillance" treatment for the treating physician.

These measurements are usually done by an operator, who selects about 300
analyzing cells manually. This part can be automated in the future if the

machine proves itself.

This newly developed method, which is tested on core biopsy for the first time,
runs the whole measurement automatically after initial setup and collects far
more cells than manually performed measurements. Once the measurement is
done, the operator will have to check the image gallery for falsely classified
cells, which are placed in the wrong category. For both methods a physician will

have to interpret the results of the measurement and give a diagnosis.

In this study 27 cases of prostate cancer, which were previously routinely
measured manually, were measured automatically twice with the TV-image-
analyzing-system MotiCyte-DNA (Motic Co.). There were 12 Type B and 15
Type C classifications after Tribukait (1993). The measurement parameters
were a) quantity of reference cells, the variationcoefficient (CV) of their IOD and
the correlationcoefficient (CC) between the average 10D and its nucleus
surface; b) quantity of the analyzing cells, the highest measured DNA content

(C-Max), and the positioning of the first and second peak.



The results show that the quantity of the selected cells varies dramatically, but
the interpretation of the measurement mostly correlates. Some weak points of
the software-version from 2014/2015 were the falsely classification of the cells
and the classification of some obviously defocused cells to the analyzing cell
population, instead of the artifact population. Furthermore, there were some
errors in the system during the setup of the focus level. These errors were time

consuming, compared manually measured method

As for the clinical interpretation the automated measurement always came to
the same conclusion, both times either Type B or Type C. Compared to the
manual method 22 out of 27 (81,5%) measurements correlated. Three manually
measured Type Bs were diagnosed Type C and two manually measured Type
Cs were diagnosed Type B.

Meanwhile based on our experience, improvements on the software and some
modification to the device settings were made, so currently the automated DNA

image cytometry is used in many departments at the Heinrich-Heine-University.
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1 Einleitung

1.1 Das Prostatakarzinom - eine haufige Tumorentitat

Das Prostatakarzinom stellt mit 25,3% aller Krebsneuerkrankungen die
haufigste Krebsart bei Mannern in Deutschland (Abb. 1). Im Jahr 2012 gab es
63.710 Neuerkrankungen (RKI 2015"). AuRerdem ist das Prostatakarzinom
nach Lungen- und Darmkrebs die dritthaufigste tddlich verlaufende Krebs-
erkrankung bei Mannern, in Zahlen sind es etwa 12.000 Patienten jahrlich in
Deutschland (Beske et al. 2007, Rohde et al. 2007).

Manner Frauen

Prostata S Brustdrise
Lunge (FX I, D:rm
Darm N Lunge
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Abb. 1: Aktuelle Krebsstatistik zur Inzidenz von malignen Tumoren in
Deutschland 2012 (RKI 2015). Angaben geschlechtsgetrennt in Prozent.

Eindeutige kausale Ursachen fur die Tumorentstehung sind nicht bekannt. Es
wurden allerdings Risikofaktoren identifiziert, bei deren Vorliegen Prostata-
karzinome haufiger auftreten.

' Die Literaturangaben mit der Abkirzung ,RKI* beziehen sich im Folgenden stets auf die gemeinsam vom
Robert Koch-Institut und der Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V.
gemeinsam herausgegebenen Broschiren ,Krebs in Deutschland® bestimmter Zeitabschnitte und
bestimmter Auflagen; siehe Literaturverzeichnis.



Der wichtigste Risikofaktor ist das Alter des Patienten. Bei den 30- bis 34-
Jahrigen erkrankt nur 1/100.000 und Jahr, der Hohepunkt der Inzidenzrate liegt
in der Altersgruppe 65- bis 69-Jahrigen mit ca. 750/100.000 und Jahr (Eaton et
al. 1999, RKI 2015) (Abb. 2). Es handelt sich somit um eine Erkrankung

vorwiegend alterer Manner.
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Abb. 2: Altersbezogene Inzidenz beim Prostatakarzinom in Deutschland 2009-
2010 (RKI 2015)

Ein weiterer wichtiger Risikofaktor, der das Erkrankungsrisiko erhoht, ist die
genetische Disposition. Fur einen Patienten, dessen Vater oder Bruder an
einem Prostatakarzinom erkrankt ist, wird in der aktuellen Leitlinie
JInterdisziplinére Leitlinie der Qualitdt S3 zur Friherkennung, Diagnose und
Therapie der verschiedenen Stadien des Prostatakarzinoms*®, Langversion 4.0
von Dezember 2016, AWMF-Register-Nummer 043/0220L, im Folgenden kurz
als ,S3-Leitlinie* bezeichnet (Leitlinienprogramm Onkologie 2016), ein zweifach
erhdohtes Erkrankungsrisiko angegeben. Bei zwei bzw. drei betroffenen
erstgradigen Verwandten werden ein fast flUnffaches bzw. fast elffaches
relatives Risiko genannt (Hemminki und Czene 2002, Bruner et al. 2003, Paul
et al. 2008). Zytogenetische Untersuchungsergebnisse zur Identifikation von
genetischen Risikoprofilen, z.B. bei Keimbahnmutationen im BRCA-1- oder
BRCA-2-Gen, wie sie aktuell von Cheng et al. (2017) zusammengefasst

wurden, mundeten in Empfehlungen engerer Kriterien zur Durchfuhrung von



Prostatastanzbiopsien, haben aber noch keinen Eingang in die aktuelle S3-

Leitlinien gefunden.

Bei abgelaufener Prostatitis wird ein ca. 1,5-faches Erkrankungsrisiko gesehen
(Leitlinienprogramm  Onkologie 2016). Weitere allgemein anerkannte
Risikofaktoren existieren nicht; die Literaturdiskussion in der aktuellen S3-
Leitlinie kann man so zusammenfassen, dass Studien zu Einflissen von
Ernahrungsweise, Z.n. Vasektomie, Diabetes mellitus oder Adipositas bisher
widerspruchliche oder unklare Ergebnisse zeigten und z. Zt. keine verwertbaren

Hinweise auf eine Inzidenzerhdhung von Prostatakarzinomen erlauben.

Bei Verdacht auf ein Prostatakarzinom werden folgende primare diagnostische
Malnahmen gemal} der aktuellen S3-Leitlinie von 2016 empfohlen:

digital-rektale Untersuchung,
Bestimmung des Serumwertes fur das Prostata-Spezifische Antigen (PSA),

transrektale Ultraschalluntersuchung,

N~

Prostatastanzbiopsie

Zu allen vier Methoden ist zu sagen, dass sie nicht in jedem Fall eine
eindeutige Tumordiagnose bzw. die Klarung eines Tumorverdachtes
ermoglichen, da stets Differenzialdiagnosen zu bestimmten Untersuchungs-
ergebnissen zu bedenken sind. So werden nur ca. 2%-5% der Prostata-
karzinome durch die digital-rektale Untersuchung (Lavoipierre et al. 1998,
Hoogendam et al. 1999, RKI 2012) erkannt. Ahnlich ist auch das PSA kein
besonders harter Marker, da es einen recht breiten Uberlappungsbereich
zwischen den PSA-Werten von prostatischen Erkrankungen verschiedener
Dignitat gibt. So kann ein erhéhter PSA-Wert auch durch Eingriffe am unterem
Harntrakt, durch Harnwegsinfekte oder Leberfunktionsstorungen bedingt sein
(Fornara et al. 2004, Rohde et al. 2007), so dass eine relativ breite ,Grauzone”
von Werten, bei denen der PSA-Wert nicht eindeutig in eine spezielle Richtung
deutet, existiert. In der wissenschaftlichen Literatur werden bei positivem
digitalen Tastbefund folgende Haufigkeiten einer Diagnose eines Prostata-
karzinoms in Abhangigkeit vom PSA-Wert angegeben (Cooner et al. 1990, Paul
et al. 2008):



- <4 ng/ml 11,7%,
-4,1-10 ng/ml 42,6%
->10 ng/ml 76%

Fir PSA-Werte zwischen 4,1 und 10 ng/ml wurde der positive pradiktive Wert
fur ein Prostatakarzinom mit 25%-35% veranschlagt, fur Werte > 10 ng/ml mit
50%-80% (Paul et al. 2008).

Das ,harteste” Diagnostikum zur Erkennung eines Prostatakarzinoms ist die
Prostatastanzbiopsie, die heute in Deutschland als morphologisches
Standardverfahren etabliert ist. Die in Nordeuropa durchaus nicht unubliche
Prostatazytologie war in Deutschland nie weit verbreitet und wird kaum noch
durchgefuhrt. Zu Kriterien fur die Stanzung und zu der Methodik der
Aufarbeitung und diagnostischen Interpretation sei auf die aktuelle S3-Leitlinie

verwiesen.

1.2 Stellenwert der Prostatastanzbiopsie in der Dia-
gnostik des Prostatakarzinoms

Deutsche und internationale Leitlinien empfehlen zur Sicherung einer
Verdachtsdiagnose auf Prostatakarzinom, insbesondere bei einem erhdhtem
PSA-Wert oder einem auffalligen Tast- bzw. Ultraschallbefund, eine Ultraschall-
kontrollierte Stanzbiopsie durchzuflihren. Hierzu sollen vorzugsweise aus dem
rechten und aus dem linken Prostatalappen jeweils sechs anatomisch definierte
Biopsien entnommen werden und einzeln mit topographischer Zuordnung zur
histologischen Beurteilung eingesandt werden. Die Untersuchung erfolgt unter
Lokalanasthesie und Antibiotikaschutz.

Die Praparate werden in der Pathologie standardisiert aufgearbeitet und
histologisch beurteilt. Im Falle eines Tumorbefundes erfolgt gemal der S3-
Leitlinie pro Stanze die Angabe des prozentualen Gewebsbefalls durch den
Tumor und die Gradierung nach dem international anerkannten modifizierten
Gleason-Score (Epstein et al. 2005).



In die Therapieplanung gehen neben klinischen GroRen (Alter, Allgemein-
zustand des Patienten, limitierende Vorerkrankungen) und den Ergebnissen der
bildgebenden Ausbreitungsdiagnostik mit Schnittbilddiagnostik und Szinti-
graphie auch die Zahl der betroffenen Stanzen und der Gleason-Score als
morphologische GrofRen ein. Mogliche Therapieoptionen reichen vom einfachen
Abwarten (,Watchful Waiting®) Gber bewusstes nicht direktes therapeutisches
Handeln mit engmaschigen Kontrollen (,aktives Abwarten“ bzw. ,Active
Surveillance®, AS) bis hin zu hormonellen bzw. strahlentherapeutischen
Ansatzen bzw. zur operativen Therapie in Form einer radikalen Prostatektomie,

gdfls. mit Lymphadenektomie.

Der Gleason-Score ist dabei in der wissenschaftlichen Literatur nicht
unumestritten, da seine Reproduzierbarkeit zwischen zwei oder mehreren
Untersuchern nicht besonders hoch ist (siehe auch Diskussion). Auf3erdem ist
er als einziges Gradierungssystem bei epidemiologisch wichtigen Tumoren rein
auf das Wachstumsmuster der Tumorzellen fokussiert, wahrend die Zell-
morphologie, ausgedriuckt durch Kernpolymorphie und Mitoserate, keine
Berucksichtigung findet. Dieses ist anders gerade auch bei den anderen drei

fuhrenden Organkarzinomen (Mamma, Lunge, Darm).

1.3 DNA-Bildzytometrie als erganzende Methode in der
Malignitatsabschatzung des Prostatakarzinoms

Als eine erganzende Methode fur eine Gradierung steht beim Prostatakarzinom
die DNA-Bildzytometrie zur Verfugung. Diese Anwendung ist in Deutschland
insbesondere von den Arbeitsgruppen um Bocking (Aachen, spater Disseldorf)
und Haroske (Dresden) gefordert worden, insbesondere hier auch durch die
Entwicklung von zur Durchfihrung geeigneter TV-Bildanalysesysteme, die in
Kooperation mit Technischen Universitaten und optischen Herstellern wie Zeiss
(Oberkochen), Hund (Wetzlar) oder Leica (Wetzlar) bzw. aktuell mit der
chinesischen Firma Motic (Xianmin, China und Wetzlar) umgesetzt worden
sind.

Die diagnostischen Maoglichkeiten der DNA-Bildzytometrie sind in diversen

Publikationen belegt, insbesondere auch fur glandulare Lasionen an der



Schleimhaut des Endometriums (Biesterfeld et al. 2001a), der Endozervix
(Biesterfeld et al. 2001b) oder der Gallenwege (Krishnamurthy et al. 2001,
Osterheld et al. 2005, Biesterfeld und Deacu 2009) sowie bei Borderline-
Lasionen des Ovars (Fleischer 2017) und Dysplasien der Bronchialscheimhaut
(Auffermann und Bocking 1985), wobei die aktuellen Vorgaben an
Messprazision und Interpretation (siehe Kapitel 1.4) erfillt waren. Auch an
Ergusspraparaten, die verschiedene glandulare Neoplasien enthalten kann, war
die Methode sinnvoll anwendbar (Motherby et al. 1998).

Genutzt wird sie aber nur an wenigen diagnostischen Einrichtungen, darunter
insbesondere auch am Schwerpunkt Cytopathologie der Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf. Dort werden pro Jahr ca. 800 Messungen pro Jahr an
diagnostisch unklaren Fallen verschiedener Organe durchgefuhrt, um zu einer
abschlieBenden diagnostischen Entscheidung zu gelangen (Biesterfeld et al.
2013): Wichtigste Indikation zur Durchfihrung einer Messung ist die Abklarung
von in der konventionellen Zytologie zweifelhaften oder dringend verdachtigen
Veranderungen, z. B. bei unklaren Veranderungen in Lungenpunktaten, Gallen-
gangsabstrichen oder Punktaten des Pankreas. Auch die Untersuchung von
Prostatastanzbiopsien, vor allem bei Konstellationen, in denen eine Active
Surveillance-Strategie diskutiert wird, stellt eine wesentliche Indikation dar, die

auch Grundlage fur die Durchfihrung der hier vorgestellten Studie ist.

Das Prostatakarzinom ist derzeit der einzige Organtumor, bei dem die DNA-
Bildzytometrie zur Gradierung eingesetzt wird. Diese Nutzung geht
insbesondere auf die unten naher erlauterte grundlegende Arbeit von Tribukait
(1993) zurtick, der fir ein grolRes Kollektiv von Patienten mit Prostata-
karzinomen eine prognostische Relevanz der Methode belegen konnte. Alle
diese Patienten waren unbehandelt, weswegen die Arbeit nach wie vor als
Datenbasis dafiur verwendet wird, aus dem DNA-zytometrischen Profil eines
Prostatakarzinoms Ruckschlisse auf die Chancen und Risiken einer thera-
peutisch abwartenden Haltung zu ziehen. Danach sind eine Reihe anderer
Studien zur DNA-Bildzytometrie beim Prostatakarzinom veréffentlicht worden,
die mit eine prognostische Relevanz auch behandelter Patientengruppen belegt
haben. Hierzu soll auf einen aktuellen Review aus dem Jahr 2014 verwiesen
werden, in welchen die Ergebnisse von 67 prognostischen DNA-zytometrischen
Studien Eingang gefunden haben (Bocking et al. 2014).



1.4 Methodisches Prinzip der DNA-Bildzytometrie

Die DNA-Bildzytometrie ist eine Methode, bei der TV-bildanalytisch eine mikro-
densitometrische Quantifizierung des DNA-Gehaltes von klassischerweise ca.
250 - 300 morphologisch auffalligen Zellen und von ca. 30 normalen Eichzellen
vorgenommen wird. Sie kann an allen zytologischen Aufbereitungen (Zyto-
zentrifugaten, Sedimentausstrichen, Abstrichen) erfolgen, ebenso an nach
enzymatischer Zellvereinzelung hergestellten Ausstrichen von Zellen aus
Paraffinblécken. Voraussetzung ist eine spezifische und stochiometrische
Darstellung der DNA, die uber eine Feulgen-Farbung realisiert wird. Vorgaben
an die Messmethodik wurden im Rahmen eines internationalen Konsensus der
ESACP (,European Society for Analytical and Cellular Pathology“) weitgehend
vereinheitlicht (Bocking et al. 1995, Giroud et al. 1998, Haroske et al. 1998,
Haroske et al. 2001); dies gilt auch fir wesentliche Bestandteile der
Auswertealgorithmen. Ziel der DNA-Bildzytometrie ist die Abklarung einer
etwaigen numerischen DNA-Aneuploidie, welche man bei Darstellung einer
aneuploiden DNA-Stammlinie als Nachweis einer chromosomalen abnormen
klonalen Zellpopulation oder von Einzelzellaneuploidie diagnostiziert. In

Abbildung 3 ist ein Ausschnitt aus einem Messvorgang dokumentiert.

Abb. 3: Links: Monitordarstellung eines aktuellen Messvorganges mit einem
modernen DNA-bildzytometrischen MelRsystem (MotiCyteDNA) mit Darstellung
des mikroskopischen Livebildes, der Bildgalerie der letzten 12 erfassten
Objekte sowie Diagrammdarstellungen der DNA-Messwertverteilung (oben) und
der Beziehung zwischen DNA-Messwerten und Kernflachen (unten). Rechts:
Ergebnisausdruck eines DNA-aneuploiden Falles mit einer DNA-Stammlinie bei
3,05¢c und einem Verdopplungsgipfel bei 6,25c¢ (Biesterfeld 2014)



Der erwahnte Begriff der ,numerischen DNA-Aneuploidie“ hebt dabei rein auf
die Gesamtmenge chromosomaler DNA ab und umfasst nicht Aspekte der
,chromosomalen DNA-Aneuploidie®, die sich mit strukturellen Auffalligkeiten an
Chromosomen beschaftigt. Da in aller Regel aber in malignen Tumoren
numerische DNA-Aneuploidie vorliegt, die von einem bestimmten Ausmalf her
aus messbar sein wird, werden fast alle Tumorentitdten durch DNA-
Bildzytometrie identifizierbar. Eine wichtige Ausnahme stellt die chronisch-
myeloische Leukamie (CML) dar, die eine rein chromosomale Aneuploidie,
gekennzeichnet durch die sogenannte Philadelphia-Translokation, aufweist.

1.5 Anwendung der DNA-Bildzytometrie bei Prostata-
karzinomen

Wie erwahnt dient die DNA-Bildzytometrie beim Prostatakarzinom nicht der
Diagnostik, also der Entscheidung, ob Uberhaupt ein Karzinom vorliegt, sondern
der Abschatzung seiner biologischen Aggressivitat, dem Grading.

Diese Anwendung geht zurick auf eine Studie zum Langzeitliberleben von
knapp 300 Patienten mit unbehandeltem Prostatakarzinom (Tribukait 1993).
Beim DNA-zytometrischen Profil der Tumoren wurden in der Originalarbeit drei
Gruppen (A, B und C) unterschieden. In Gruppe A wurden Tumoren eingeord-
net, die ausschlielllich eine diploide DNA-Stammlinie aufwiesen, in Gruppe B
Tumoren mit einer diploiden und einer tetraploiden DNA-Stammlinie und in
Gruppe C Tumoren mit aneuploider DNA-Verteilung in Form einer oder
mehrerer aneuploider DNA-Stammlinien und / oder Einzelzellaneuploidie. Die
Kaplan-Meier-Uberlebenskurven belegten einen deutlichen Unterschied in der
Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten. Spater wurde in Anlehnung an die
Auer-Klassifikation fur Mammakarzinome (Auer et al. 1980) die Gruppe C in
zwei Subgruppen (eine aneuploide DNA-Stammlinie [wiederum mit C
bezeichnet] vs. ungeordnet aneuploide DNA-Verteilung, sogenannte Manhattan
Skyline, [D]) untergliedert, auf die auch in der Modifizierung der Original-
abbildung Bezug genommen wird (Abb. 4). Wahrend der Uberlebens-
unterschied zwischen den Gruppen A und B nur einen nicht signifikanten Trend
widerspiegelte, war der Uberlebensunterschied zwischen den Gruppen B und C

nicht nur graphisch eindeutig, sondern auch statistisch signifikant (p < 0,0001).



Auf diese Arbeit geht auch die heutige, am Universitatsklinikum Dusseldorf
verwendete DNA-bildzytometrische Klassifikation von Prostatakarzinomen
zurlck (Bocking und Dietz 2013) (Tab. 1). Typische DNA-Histogramme sind in
Abbildung 5 wiedergegeben.
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Abb. 4: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven fiir das Langzeitiiberleben von 287
Fallen unbehandelter Prostatakarzinome nach dem DNA-bildzytometrischen
Profil des Tumors (Biesterfeld 2014, modifiziert nach Tribukait 1993).

DNA-Gradierung Definition Prognose
1 Peridiploid (Typ A) Eine DNA-Stammlinie bei Gut
2c £ 10%
2 Peritetraploid (Typ B) Eine DNA-Stammlinie bei relativ gut

2c + 10%, zweite
Stammlinie bei 4¢ £ 10%
oder mind. eine Zelle >4,4c
3 X-Ploid (Typ C) Eine zusatzliche DNA- schlechter
Stammlinie auRerhalb 2¢ +
10% und 4c + 10% oder
mind. eine Zelle >9¢
4 Multiploid (Typ D) Mehrere DNA-Stammlinien schlecht
aulerhalb 2c + 10% oder
4c +10%

Tab. 1: Einteilung und prognostische Bedeutung der DNA-bildzytometrischen
Gradierung beim Prostatakarzinom (Bocking und Dietz 2013).



Diagnose

DNA-Grad 2
(Typ B)

entspricht etwa
GS 7

Typische DNA-Histogramme DNA-Grad vs. Prognose
| Gleason-Score
[ r— Peridiploide Sehr gut
T DNA-Verteilung
Aktive
DNA-Grad 1 Uberwachung bei
(Typ A) Mikrokarzinomen
entspricht etwa
GS <=6
Befund-Haufigkeit
f TR G S R R R ! in Stanzen:
ca. 27% der Félle
P | Peritetraploide Uberwiegend gut
o DNA-Verteilung
Fir altere

Patienten wie bei
Grad 1

(Typ A)

Befund-Haufigkeit
in Stanzen:
ca. 52% der Félle

X-ploide DNA-
Verteilung

DNA-Grad 3
(Typ C)

entspricht etwa
GS 8

Unbehandelt
nicht mehr so gut

Behandlung wie
bei
Prostata-Karzinom
mit Gleason >=8

Befund-Haufigkeit
in Stanzen:
ca. 11% der Falle

Multiploide DNA-
Verteilung

DNA-Grad 4
(Typ D)

entspricht etwa
GS 9-10

Unbehandelt
nicht gut

Behandlung wie
bei
Prostata-Karzinom
mit Gleason >=9

Befund-Haufigkeit
in Stanzen:
ca. 10% der Falle

Abb. 5: Typische DNA-Histogramme beim Prostatakarzinom mit Ublicher
Korrelation zu Gleason-Score (GS), Prognose und Haufigkeit in Stanzbiopsien
(Bocking und Dietz, 2013, Biesterfeld 2014). Referenzzellen blau, Analyse-
zellen rot.
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Dass diese Histogrammeklassifikation Uber eine hohe Reproduzierbarkeit unter
mehreren Untersuchern verflgt, konnte in wissenschaftlichen Arbeiten der
Heinrich-Heine-Universitat gezeigt werden; bei der Re-Evaluation von 103 bzw.
456 DNA-Histogrammen von Messungen an Prostatakarzinomen ergaben sich
Ubereinstimmungswerte von 93% bzw. 90.2% (Tils 2016).

Bei den ca. 150 Fallen von Prostatakarzinomen pro Jahr, die am Schwerpunkt
Cytopathologie in Dusseldorf bearbeitet werden, geht es Ublicherweise um die
Empfehlung, ob man aus DNA-bildzytometrischer Sicht eine gewtinschte Active
Surveillance-Strategie (,AS-Strategie“) empfehlen kann oder eher von ihr
abraten muss. Dabei wird das Ergebnis der DNA-bildzytometrischen Messung
in den Kontext der anderen Kriterien, die gemaly S3-Leitlinie fur eine AS-
Strategie erflllt sein sollen (Leitlinienprogramm Onkologie 2016), eingeordnet
und als ein ,Baustein“ in der Entscheidungsfindung, nicht hingegen als
alleiniges Kriterium verstanden. Ein Typ A wird dabei als Indikator fur eine Sinn-
haftigkeit der AS-Strategie gesehen, ein Typ C und ein Typ D schlieRen eine
Empfehlung dieser Therapieform aus. Beim Typ B wird eine AS-Strategie nicht
primar empfohlen, aber als therapeutische Moglichkeit (mit gewisser Erhdhung

des Risikos) dargestellt, insbesondere bei alteren Patienten.
1.6 Automatisierte DNA-Bildzytometrie

Ublicherweise werden DNA-bildzytometrische Messungen interaktiv durch
einen Untersucher durchgeflihrt, wobei es sich sowohl um arztliches Personal,
als auch um technisches Personal (MTA, Zytoassistenten) handeln kann. Diese
auch als ,manuelle Messungen® bezeichneten Messvorgange erfolgen somit
unter standiger interaktiver Kontrolle, so dass fehlerhafte Zelldetektionen oder
fehlerhafte Zuordnungen von Zellen zu bestimmten Kategorien (Referenzzellen,
Analysezellen etc.) von vornherein vermieden werden kénnen. Dieser Vorteil
muss allerdings im Kontext des zeitlichen Aufwandes gesehen werden, der
abhangig vom Praparat und der Fragestellung betrachtlich sein kann.
AuRerdem kann stets nur ein Teil der auf dem Objekttrager vorhandenen Zellen

in die Messung einbezogen werden, so dass (trotz aller Vorgaben in den
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Arbeitsanleitungen) stets das Risiko der Ergebnisverfalschung durch Selektion

bestimmter visuell auffalliger Zellen besteht.

In einer mehrjahrigen Kooperation wurde seit ca. 2006 eine Automatisierung
der DNA-Bildzytometrie entwickelt. Kooperationspartner waren dabei der
Schwerpunkt Cytopathologie (Wissenschaftliche Leitung: A. Bocking, seit 2010
tatig in Duren), der Lehrstuhl fur Bildverarbeitung der RWTH Aachen (Wissen-
schaftliche Leitung: T. Aach, D. Meyer-Ebrecht) und die Firma Motic (Xianmin,
China bzw. Wetzlar). Ziel war, Hardwarekomponenten und eine Software fir ein
TV-Bildanalysesystem zu schaffen, mit der es mdglich werden wirde, ein
Feulgen-gefarbtes Praparat automatisiert, also ohne primare Tatigkeit eines
Untersuchers, auszuwerten. Die Aufgaben, die dem Fachpersonal zukommen,
liegen bei einer solchen Anwendung dann in der Uberpriifung der Ergebnisse
der Bildanalyse, indem die in einer Bildgalerie abgelegten Objekte auf
Plausibilitat der Zuordnung zu einzelnen Kategorien (Eichzellen, Analysezellen,

normale Zellen, Makrophagen, Artefakte) durchgesehen wirden.

Wichtige Fragen, die in diesem Zusammenhang bearbeitet werden mussten,
betrafen die Objekterkennung (besonders mit der Thematik der Autofokus-
sierung) und die Objektzuordnung in die genannten Kategorien. Ferner musste
das Problem gelost werden, dass gleiche Zellarten je nach Praparation und
eventueller Vorfarbung nicht immer eine identische Morphologie zeigen. So ist
beispielsweise ein normaler reifer Lymphozyt in luftgetrockneten Praparationen
(z.B. Schilddrisenpunktaten) wesentlich grof3er als in mit Alkoholspray fixierten
Praparationen (z.B. Bronchialschleimhautausstriche) und noch kleiner in
Praparaten, die nach Zellvereinzelung aus Paraffinblocken von Geweben (z.B.
aus Prostatastanzen) gewonnen wurden. Entsprechend musste von Prapa-
ration zu Praparation jeweils ein eigener Lerndatensatz generiert werden, an-
hand dessen das verwendete Computersystem auf eine mdglichst hohe
Korrelation der Kategorisierung von Zellen im Vergleich zu einem erfahrenen
arztlichen Untersucher gebracht werden konnte. Hierzu wurden von einem
Untersucher pro Praparationsart Zehntausende von Objekten detektiert, nach
morphologischen Gesichtspunkten kategorisiert und in einer Bilddatenbank

abgelegt. Diese Bilddatenbank diente Mathematikern bzw. Informatikern als
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Grundlage, um die Software des automatisierten DNA-Bildzytometriesystems
immer besser anzupassen. Hierzu wurden komplexe Bildverarbeitungs-
algorithmen entwickelt, die spater in eine naturwissenschaftliche Promotion
eines Mathematikers muindeten (Friedrich 2015). Eine detaillierte wissen-
schaftliche Erstbeschreibung im medizinischen Kontext wurde im Zusammen-
hang mit einer oralpathologischen Anwendung veroffentlicht (Bocking et al.
2013).

Das sich hieraus fur eine bestimmte Praparation ableitende Klassifikations-
system wird als Classifier oder Klassifikator bezeichnet. Derzeit ist nicht nur ein
Classifier fur Ausstriche von Zellsuspensionen nach Zellvereinzelung von
Prostatastanzen im Einsatz. Es gibt auch Classifier fir Alkoholspray-fixierte
Abstriche von der Cervix uteri, fur Alkoholspray-fixierte Zytozentrifugate von
Urin und far luftgetrocknete Sedimentausstriche von Ergissen (Pleura,

Peritoneum, Perikard).

Die Qualitat der Classifier lasst sich an einem Beispiel aus der
Entstehungsphase verdeutlichen (Abb. 7). Fur Prostatakarzinome ergab sich
bei Berlicksichtigung von fast genau 48.000 Objekten eine Ubereinstimmung
von 90.9% zwischen der Zuordnung, die ein Untersucher vorgenommen hatte,

und der Zuordnung durch die entsprechend ausgelegte Software.

ground truth
Cancer Cells Artifacts Fibroblasts Granulocytes Lymphocytes

Cancer Cells 22389 657 192 15 1189

.E Artifacts 818 15033 257 35 174

;E Fibroblasts 63 125 1083 1 14

g Granulocytes 0 0 0 0 0

© Lymphocytes 677 94 8 33 5125
Total 23974 15909 1540 84 6502
Error (%) 6.50 5.51 29.68 100.00 21.18

Abb. 6: Korrelationsmatrix flr die Kategorisierung von durch den Untersucher
in Gruppen zugeordneten Objekten (,ground truth“, Spalten) und der auto-
matisierten Zuordnung (,classification®, Zeilen) am Beispiel des Classifiers flr
Prostatakarzinome. Die Ubereinstimmung betragt auf der Basis von 48.009
Objekten 90.9% (Friedrich et al. 2012).
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Entsprechend kann man davon ausgehen, dass nunmehr ein Classifier vorliegt,
der von der sogenannten Papierform her in der Lage sein sollte, eine
ausreichend genaue Bestimmung des DNA-zytometrischen Profils eines Pro-

statakarzinoms zu ermdglichen.
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2 Ziel der Arbeit

Was bisher fehlt, ist die klinische Uberpriifung der automatisierten Anséatze.
Dazu wurden am Schwerpunkt Cytopathologie der Heinrich Heine-Universitat
Diisseldorf wissenschaftliche Arbeiten initiiert, die eine Uberpriifung der bisher
etablierten Classifier auf Eignung in der taglichen diagnostischen Tatigkeit

ermdglichen sollten.

Inzwischen namlich sind Messeinrichtungen der Firma Motic mit der Option
einer automatisierten DNA-Bildzytometrie gewerblich erhaltlich, so dass
automatisierte Messungen nunmehr auch in die Krankenversorgung eingefuhrt
werden kénnten. Am Schwerpunkt Cytopathologie der Heinrich Heine-Uni-
versitat Dusseldorf wurde eines der ersten automatisierten DNA-Bildzytometrie-
systeme der Firma Motic etabliert und zur wissenschaftlichen Erprobung

freigegeben.

Im Vorfeld klinischer Anwendungen bedarf es methodischer Untersuchungen,
um sich Uber die Messqualitat eines solchen Systems im Klaren zu werden und
um abzuschatzen, inwieweit die Automatisierung wirklich Vorteile bringt.
Insbesondere werden vergleichende Messreihen bendtigt, die Ergebnisse
manuell durchgeflihrter Messungen mit denen automatisierter Messungen

korrelieren lassen.

In der hier vorliegenden Studie wurde der Classifier fur Prostata auf seine
messtechnischen Qualitdten hin getestet. Hierfir wurden Falle von
Prostatakarzinomen verwendet, an denen bereits manuelle DNA-
bildzytometrische Messungen im Rahmen der Routinediagnostik vorgenommen
worden waren. Die Messpraparate sollten nunmehr erganzend automatisierten
Messungen unterzogen werden. An diesen sollten vergleichbare Kenndaten fir
Referenz- und Analysezellen erhoben werden und mit den Ergebnissen der

manuellen Messung in Beziehung gesetzt werden.
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Ziele dieser Studie lagen darin, unter anderem die technische Qualitat des
Classifiers im Hinblick auf das Ausmalf} der richtigen Kategorisierung der Zellen
zu testen. Des Weiteren sollte die Dauer und Art der Korrektur von Objekten
unter Verwendung der Bildgalerie ermittelt werden. Zum Schluss bestand die
Frage, inwieweit sich die Ergebnisse der manuellen und der automatisierten
DNA-bildzytometrischen Messungen im Hinblick auf die klinische Aussage

korrelieren lassen.
Zu der Studie liegt ein Ethikvotum von der Ethikkommission der Medizinischen

Fakultat der Heinrich Heine-Universitat Dusseldorf (Studiennummer 4942 vom
30.1.2015) vor.

16



3 Material und Methoden

3.1 Auswahl der Messpraparate

Wir entschieden uns, die manuelle DNA-Bildzytometrie mit der automatisierten
DNA-Bildzytometrie an Fallen von Prostatakarzinomen durchzuflhren, die bei
der manuellen DNA-Bildzytometrie als Typ B oder als Typ C gradiert worden
waren. Diese Vorgabe erfolgte, da genau diese beiden Typen die Grenze
zwischen noch eher gunstigen Tumoren und moglicher Active Surveillance-
Strategie bzw. eher unglnstigen Tumoren mit einer konkreten Therapie-

notwendigkeit reprasentieren.

Zwischen 2010 und 2015 gab es im Durchschnitt jahrlich 65 als Typ B bzw. als
Typ C eingeordneter Falle. Die Zahlen schwankten zwischen 49 und 80 Fallen
im Jahr. Im jahrlichen Durchschnitt waren 82% von ihnen als Typ B und 18%

als Typ C klassifiziert worden.

Insgesamt wurden aus dem Archiv der Cytopathologie am Universitatsklinikum
Dusseldorf (UKD) 37 Patienten-Falle ausgewahlt, die im Vorfeld fir Fragen der
Krankenversorgung manuell gemessen und ausgewertet worden waren und
beim Nachmikroskopieren noch technisch einwandfrei erschienen. Ausgewahlt
wurden die Praparate insbesondere im Hinblick auf die subjektive Starke der fur
die DNA-Bildzytometrie notwendigen Feulgen-Farbung, welche technisch
bedingt nicht unbegrenzt stabil ist, sondern nach und nach durch natirliches
Ausbleichen schwacher wird.

Fur die automatisierten Messungen geeignet zeigten sich letztendlich 27
Praparate. Die Ubrigen 10 waren nicht verwendbar, weil sie entweder zu wenige
Eichzellen (Fibroblasten) aufwiesen und / oder doch schon zu stark

ausgeblichen waren, so dass sich kein ausreichender Kontrast darstellen liel3.

Zwolf der 27 Falle wiesen nach manueller Messung in der Routinediagnostik

einen Typ B, finfzehn einen Typ C auf.
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3.2 Zellvereinzelung und Praparateherstellung

Alle technischen Arbeitsschritte wurden im Vorfeld der manuellen Messungen
gemall den Vorgaben in den Arbeitsprotokollen des Schwerpunktes
Cytopathologie (Standard Operation Procedures, SOP) am UKD vorge-

nommen.

Nachdem von einem Pathologen auf dem HE-gefarbten Schnittpraparat aus der
Routinebefundung der tumortragende Bezirk mit einem wasserfesten Filzstift
markiert worden war, wurde diese Markierung von einer MTA auf den
korrespondierenden Paraffinblock uUbertragen. Danach wurden zur Zell-
vereinzelung (Delgado et al. 1984, Hedley et al. 1985) ausschliel3lich aus
diesem Bereich vier bis funf 50-60 ym dicke Schichten angefertigt und in einen
Nylongazebeutel gepackt. Dieser wurde danach verschweil3t und in eine
Biopsiekassette gegeben. Es schlossen sich folgende Inkubationsschritte bzw.

Arbeitsschritte an:
1. Entparaffinierung: 2x Xylol je 30 min.

2. Rehydrierung: 100% Ethanol 30min.
96% Ethanol 30min.
70% Ethanol 30 min.

2x Aqua dest. je 30 min.

3. Pepsinierung: Pepsinlosung = 25mg Pepsin Porcine + 0,07M
HCI auf 37 °C erwarmen

Gazebeutel in Réhrchen Uberflihren, je
Roéhrchen 5ml 37 °C warme Pepsinlésung
dazu geben und 35 min. bei 37 °C inkubieren
lassen.

Nach 35 min. je 5 ml kalte PBS-Puffer
hinzugeben, um die enzymatische Reaktion
zu stoppen.
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Die ersten beiden Schritte wurden dabei bei Raumtemperatur auf einem
Schuttler durchgefuhrt. Durch die Pepsinierung wird ein Verdau von Fasern und
Zytoplasmaanteilen erreicht, so dass nunmehr ausschlieBlich Zellkerne
vorlagen. Diese passen durch die Maschenweite der Nylongaze, so dass sie
passiv aus dem Nylongazebeutel in die vorgelegte Flussigkeit Ubergehen. Vor

dem nachsten Schritt wird dann der Beutel vorsichtig entnommen.

4. Herstellung der Praparate: Roéhrchen 10 min. bei 400g zentrifugieren.
Uberstand bis auf ca. 1 ml abpipettieren.

Zellsediment auf Poly-L-Lysin beschichtete
Objekttrager auftragen und lufttrocknen.

Die verwendete Nylongaze (Porengrdfie 50 um) wurde Uber die Firma Robert
Brickmann (Art.-Nr.: 03-50/31) bezogen, das Pepsin Uber die Firma Serva
(Pepsin Porcine Art.-Nr.: 31820)

3.3 Feulgen-Farbung

Die Feulgen-Farbung (Feulgen und Rossenbeck 1924, Graumann 1953) dient
der spezifischen stochiometrischen Darstellung der DNA. Durch saure Hydro-
lyse werden die Purinbasen Adenin und Guanin aus den DNA-Molekllen ent-
fernt und hinterlassen freie Aldehydgruppen, an denen sich fuchsinschweflige
Saure anlagert. Diese geht eine Bindung mit den freien Aldehydgruppen ein
und farbt diese rotlila. Bei RNA hingegen fallt die Reaktion negativ aus, da die
Aldehydgruppen raumlich keine Verbindung mit der fuchsinschwefligen Saure
eingehen konnen. Die Farbung kann an zuvor gefarbten Praparaten genauso
wie an ungefarbten luftgetrockneten Praparaten angewandt werden. Sie wird
automatisiert gemal® den SOPs mit einem Farbeautomaten ,Cell Stain“ der
Firma Tharmac (Waldsolms, Deutschland) durchgefuhrt (Tabelle 2, Tabelle 3).

Kritischer Schritt ist die Durchfuhrung der sauren Hydrolyse (Schritt 7, vgl.

Tabelle 3), die bei einer definierten Temperatur und unter genauer Einhaltung

einer Zeitvorgabe erfolgen muss. Hierzu ist in dem Farbeautomaten eine
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heizbare Kulvette eingepasst, deren jeweilige Temperatur einstellbar und

kontrollierbar ist. Alle anderen Schritte erfolgen bei Zimmertemperatur.

Reagentien Artikel-Nr. Hersteller
Ethanol 70%, 96%, 99,5% UKD-Apotheke
10% gepuffertes Formalin HT 50-1-128 Sigma

5N HCI 1.09911.0001 Merck
Schiff'sches Reagenz 1.09033.0500 Merck
1 N HCI 1.09970.0001 Merck
Kaliumdisulfit (K2S205) zur 105056 Merck
SO,-Wasser-Herstellung
Xylol 1.08685.2500 Merck
Aqua dest. UKD-Apotheke

Tab. 2: Gerate und Reagenzien zur Feulgen-Farbung (Arbeitsprotokoll
Cytopathologie UKD)

Farbeschritte Reagenz Zeit
1. Xylol 15 min
2. 99,5% Ethanol 5 min
3. 96% Ethanol 5 min
4. 10% gepuffertes Formalin 50 min
5. Aqua dest. 10 min
6. Aqua dest. 10 min
7. 5 N HCI (bei 27 °C) 60 min
8. Aqua dest. 2 min
9. Aqua dest. 2 min
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10. Aqua dest. 2 min

11. Schiff's Reagenz 60 min
12. SO2-Wasser 5 min
13. SO,-Wasser 5 min
14. SO,-Wasser 5 min
15. Aqua dest. 1 min
16. Aqua dest. 1 min
17. 70% Ethanol 10 min
18. 96% Ethanol 10 min
19. 99,5% Ethanol 10 min
20. Xylol 15 min

Tab. 3: Ablauf der Feulgen-Farbung (Arbeitsprotokoll Cytopathologie UKD)

Nach Abschluss der Farbung stellt sich ein Zellbild dar, in welchem
ausschlieBlich die Zellkerne der Zellen rotlila angefarbt sind. Das Zytoplasma
ist, soweit Uberhaupt im Rahmen der enzymatischen Verdauung mit Pepsin
noch erhalten, ungefarbt bzw. nur schemenhaft erkennbar. Die Praparate
werden mit einem konventionellen Eindeckmedium unter einem Deckglas
eingedeckt und zum weitmdglichen Schutz gegen Ausbleichen in licht-
undurchlassigen Mappen aufbewahrt.

3.4 Manuelle DNA-Bildzytometrie

Die Durchfiuhrung der manuellen Messungen erfolgte an einem TV-
Bildanalysesystem MotiCyte DNA.

Es besteht aus einem Mikroskop (Motic BA 410 Trinocular, Motic Deutschland,
Abb. 8) mit einer 30W-Halogen-Beleuchtung und Plan-Wechselobjektiven; die
mikroskopischen Bilder werden mit einer Kamera vom Typ Moticam Pro 285A
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(Motic Deutschland, Abb. 8) auf einen Windows PC Ubertragen und dort mit der

Software MotiCyte-Screener analysiert.

Abb. 8: Motic BA410 (Trinocular) 30W Halogen Mikroskop und Moticam Pro
285A Kamera (aus der Bedienungsanleitung des MotiCyte)

Nach Anwahlen des Messprogramms wurden die Patientendaten und der
zugehorige Patienten-Code eingegeben. Mit der 2x Objektivvergroflerung
verschafft man sich danach eine Ubersicht tber die Zellverteilung auf dem
Objekttrager und kalibriert das Gerat durch einen Weil-Abgleich des TV-

Kamera-Framegrabber System.

Die eigentliche Messung erfolgt mit der 40x Objektivvergrofierung. Das
Praparat wird maanderférmig abgegangen. Zellkerne, die gemessen werden
sollen, werden am Bildschirm mit einer Maus manuell angeklickt und auf diese
Weise vom Untersucher ausgewahlt. Innerhalb der Analysezellpopulation soll
darauf geachtet werden, Zellkerne per Zufall (,random sampling®) zu erfassen,
um eine Verzerrung des Messergebnisses zu vermeiden. Fir eine verlasslich

interpretierbare Messung werden 300 Analysezellen angestrebt.

Formal wird (vgl. Girmes 2009) beim Messvorgang zuerst die Kontur des zu

messenden Objektes auf der Basis des Prinzips der Schwellenwertfindung
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detektiert. Danach wird eine Maske um den Kern gelegt und die Kernflache
bestimmt. Danach wird die Integrierte Optische Dichte (IOD) des Messobjektes
errechnet, indem innerhalb der Messmaske die Extinktionswerte aller einzelnen
Bildpunkte (Pixel) aufsummiert werden. Die Eichung des Systems zur
Festlegung des normalen 2c-Wertes erfolgt mit internen Referenzzellen, d.h.
normalen Zellen, von denen man erwarten darf, dass sie einen diploiden Chro-
mosomensatz besitzen. Die Gleichsetzung der mittleren 10D einer solchen
Zellpopulation mit dem normalen 2c-Wert ermdglicht, jedem beliebigen 10D-

Wert der Analysezellen einem c-Wert zuzuordnen.

Bei der Messung von Prostatakarzinomen werden zur Eichung 30 Fibroblasten
herangezogen. Zur technischen Qualitatskontrolle der Eichung muss zum einen
darauf geachtet werden, dass der Variationskoeffizient der Messwerte der
Referenzzellen mdglichst < 5% liegt und auf diese Weise eine homogene
Referenzzellpopulation gegeben ist. Ferner muss der Korrelationskoeffizient
zwischen der Kernflache der Referenzzellen und ihrer IOD < 0,4 sein. Beide
GroRRen mussen unkorreliert sein, um storende Streulichteffekte etc. als Verfal-

schung der Messung ausschlief3en zu konnen (vgl. Girmes 2009).

Die Bestimmung der 10D eines Zellkerns erfolgt formal in folgenden
Einzelschritten:
- Detektion von Kerngrenzen auf der Basis der Schwellenwertfindung
- Bildung einer Maske um den Kern und Bestimmung der Zellkernflache
- Erhebung der differentiellen Haufigkeitsverteilung der Grauwerte in der
Maske.

Die Differenz aus der mittleren Extinktion des Zellkerns und des Hintergrundes
multipliziert mit der Kernflache ergibt den ungeeichten DNA-Gehalt. Der
geeichte DNA-Gehalt errechnet sich aus dem Quotienten des ungeeichten

DNA-Gehalts der Analysezelle und dem mittleren Extinktionswert der Eichung.

Aus den Messwerten wird dann vom Programm ein DNA-Histogramm erstellt,

das diagnostisch ausgewertet werden kann.
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3.5 Automatisierte DNA-Bildzytometrie

Bei der automatisierten DNA-Bildzytometrie (Bocking et al. 2013) werden die
Aufgaben, das Praparat zu durchsuchen, die Zellen auszuwahlen und zu
klassifizieren, vom TV-Bildanalysesystem Ubernommen. Aufgabe des
Untersuchers bleibt, die Auswahl und Klassifikation der Zellen zu kontrollieren
und gegebenenfalls zu andern. Da die Anwendung neuartig ist und am
Schwerpunkt Cytopathologie in mehreren wissenschaftlichen Projekten
erstmals getestet wird, sollen der technische Ablauf der Messung und die
Bearbeitung der Messung durch den Untersucher genauer beschrieben

werden.

Das TV-Bildanalysesystem, eine MotiCyte DNA-Workstation (Abb. 9), besteht
aus einem motorisierten Mikroskop BA600 (Motic Deutschland GmbH, Wetzlar),
gekoppelt mit einer hochaufldésenden Moticam Pro 285A 2/3” CCD-Farbkamera
(Motic Deutschland GmbH, Wetzlar). Arbeitsobjektiv des Mikroskops ist ein
40x/0,65nA  Planobjektiv, wobei die aufgenommenen Bilder 10-fach
nachvergroRert werden. Sie werden auf einen Dell Computer Optiplex 9010,
der uber einen Intel-Core-Prozessor 17-3770 mit 3,4GHz verfugt und unter
Windows 7 lauft, Gbertragen und dort unter Verwendung der Software MotiCyte
V2.3 - Screener (Motic Deutschland GmbH, Wetzlar) analysiert.

Abb. 9: MotiCyte DNA-Workstation fur die automatisierte DNA-Bildzytometrie
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Technischer Ablauf der Messung

Wenn der PC hochgefahren ist, wird das Programm durch Doppelklick auf das
Symbol "MotiCyte V2.3 - Screener" gestartet. Nach Anlegen einer neuen
Patientendatei muss unter dem Reiter "Optionen" und dem Unterpunkt
~,Programmeinstellungen® kontrolliert werden, ob der Prostata-Klassifikator aus-

gewahlt ist.

Scannen eines Praparates (Abb. 10, 11 und 12)

Zunachst muss der Beam-Splitter auf die mittlere Position 50% (Okular) / 50%
(Kamera) eingestellt werden (Abb. 10). Dann wird die Aperturblende vollstandig
gedffnet (Abb. 10). Um eine Ubersichtskarte zu erzeugen, wird auf den Button
'‘Karte abscannen' geklickt (Abb. 10, Punkt 3). Der Objektivrevolver wird nun auf
die 40-fache Vergrolierung eingestellt (Abb. 11, Punkt 4). Die Aperturblende
wird soweit geschlossen, dass sie eben gerade nicht mehr im Okular sichtbar
ist (Abb. 10). Folgend werden auf dem Praparat Zellen gesucht und diese
werden fokussiert. Danach wird das Gerat kalibriert, hierfir wird im Mendureiter
der Punkt 'Optionen' und im Unterpunkt 'Kalibration' gewahlt (Abb. 11, Punkt 7)
und die vorgegebenen Schritte ausgefihrt. Nachfolgend wird auf der Uber-

sichtskarte die Region zum Scannen ausgewahlt (Abb. 11, Punkt 9).

Im nachsten Schritt werden manuell mindestens 10 sogenannte Fokuspunkte in
der fur die Messung ausgewahlten Region gesetzt. Dazu wird auf der
Registerkarte 'Scannen' die Option 'Manuell' ausgewahlt (Abb. 12, Punkte 1 und
2). Auf der Ubersichtskarte werden 10 verschiedene Punkte ausgewahlt und
auf die Zellen fokussiert (Abb. 12, Punkt 3). Fur jeden Fokus-Punkt muss
separat auf die Option 'Fokus-Punkt hinzufigen' angeklickt werden (Abb. 12,
Punkt 3). Ziel ist, der Software Anhaltspunkte zu geben, in welchen Bereichen
der Z-Achse der Autofokus in bestimmten Regionen des Praparates arbeiten

soll.
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Abb. 10: Automatisiertes Mikroskop (Firma Motic)
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Abb. 11: Screenshot MotiCyte V2.3, Arbeitsschritte Ubersichtskarte erzeugen,
Kalibrieren und Messregion auswahlen.
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Abb. 12: Screenshot MotiCyte V2.3, Arbeitsschritte Manuelle Fokuspunkte
Setzen und Scannen.

Durchfiihrung der automatisierten Messung

Zum Schluss wird das Praparat durch das Anklicken der Option 'Objekttrager
scannen' vom System automatisch gescannt (Abb. 12, Punkt 4). Das Scannen
des Praparats dauert je nach Zellanzahl zwischen 20-45 min. Gemal} den
Vorgaben des Classifiers werden die erfassten Messobjekte in verschiedenen
Unterdateien (Kategorien) der Bildgalerie als Bild abgelegt und als Messwert

gespeichert. Es stehen folgende Kategorien zur Verfigung:

Fibroblasts (Referenzzellen)

Zur Eichung dienen normale Fibroblasten, deren Kerne langgestreckt und spitz
zulaufend sind (Abb. 14). Inr DNA-Gehalt ist als 2c anzunehmen.

Abnormals (Analysezellen)

In dieser Kategorie sollen die Tumorzellen abgelegt werden, also diejenigen
Messobjekte, die von Form, GroRe und Extinktion her als atypische Drusen-
zellen der Prostata erkannt werden (Abb. 15). lhr individueller DNA-Gehalt ist
naturgemal} variabel. Untrennbar von abnormen Zellen sind auch in aller Regel
normale Epithelien mit einem DNA-Gehalt von 2c untermischt, da gerade bei

Prostatakarzinom haufig Tumorareale kleinherdig mit normalem Gewebe
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untermischt wachsen. Entsprechend ist in der Analysezellpopulation fast immer

ein unterschiedlich grol3er 2c-Peak vorhanden.

Lymphocytes / Granulocytes (Lymphozyten und Granulozyten)

Lymphozyten und / oder Granulozyten sind den meisten Geweben in gewisser
Zahl untermischt und werden bei bestimmten Anwendungen der DNA-
Bildzytometrie auch als Referenzzellen verwendet. Bei der automatisierten
Messung von Prostatakarzinomen haben sie keine Funktion. Die Zellkerne sind
klein und rundlich (Lymphozyten) bzw. klein und gelappt (Granulozyten) und

haben einen normalen DNA-Gehalt von 2c.

Artifacts (Artefakte)

Messobjekte, die vom Classifier nicht einer bestimmten Zellart zugeordnet

werden koénnen, werden als Artefakte eingestuft. Darunter befinden sich
Zellkonglomerate und sich Uberlagernde Zellkerne, aber auch defokussierte
Objekte. Auch Analysezellen werden hier gelegentlich irrtimlich abgelegt, z.B.

solche mit bizarren Kernformen oder besonders deutlicher Hyperchromasie.

Zwei typische, richtig klassifizierte Messobjekte sind im Folgenden als
Screenshot aus der Bildgalerie dargestellt (Abb. 13 und Abb. 14).

Abb. 13: Referenzzelle (Fibroblast) mit einem DNA-Gehalt von 2,02c
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Abb. 14: Abnorme Zelle mit einem DNA-Gehalt > 9¢c

Bearbeitung der Messung durch den Untersucher

Nach der Messung mussen die Rohdaten bearbeitet werden. Es werden dabei
die einzelnen Kategorien in dem Mal3e auf die Richtigkeit der Zuordnung der
Messobjekte untersucht, wie dieses notwendig ist, um sicherzugehen, dass
keine messrelevanten Zellen falsch klassifiziert wurden. Eine Durchsicht aller
Messobjekte ist hingegen bei der Fille gemessener Objekte (zum Teil >
20.000) weder mdglich, noch sinnvoll. Dazu bendtigt der Untersucher morpho-
logische Expertise, um entscheiden zu kdnnen, ob ein auffalliges Messobjekt in
der richtigen Kategorie eingeordnet ist und in welche Kategorie es mdglicher-

weise stattdessen gehort.

Bei allen Formen geht es aber zunachst darum, eine glaubhafte Eichung zu
erreichen, so dass zunachst die Referenzzellen angesehen werden missen.
Bei ihnen ist das Ziel, einen 2c-Peak im Bereich der ubrigen normalen Zellen zu
ermdglichen, z.B. bei Verwendung von Fibroblasten als Referenzzellen einen
2c-Peak bei Lymphozyten oder innerhalb der Analysezellen einen solchen Peak
fur die untermischten normalen Epithelien darzustellen. Aulierdem muss die
Verlasslichkeit der Eichung dadurch gewahrleistet sein, dass der Variations-
koeffizient (CV) der IOD-Werte fur die Referenzzellen bei < 5% liegen soll. Der
Korrelationskoeffizient (CC) zwischen der I0OD der Referenzzellen und ihrer
Kernflache soll < 0,4 sein; genauer wird auf diese Aspekte in Kapitel 3.7 ein-

gegangen.
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Bei der Bearbeitung der Analysezellen ist bei Prostatakarzinomen wesentlich,
die DNA-Stammlinien sicher zu identifizieren und dafir zu sorgen, dass alle
Messobjekte mit einem Wert von > 9c wirklich einzeln liegende Tumorzellkerne
ohne Uberlappungen oder sonstige Limitationen sind. Dazu werden bei den
Analysezellen die entsprechenden Zellelemente Uberpruft und ggfls. bei
Bedenken in die Artefakte verschoben. Andererseits ist nicht ausgeschlossen,
dass sich unter diesen wiederum auch Zellen befinden, die falschlich als
Artefakte klassifiziert worden sind, so dass auch innerhalb dieser Gruppe nach
zu bericksichtigenden Zellen gesucht werden muss. Finden sich kleine
auffallige Peaks in der Gruppe der Analysezellen, so ist ebenfalls eine Uber-

prufung der Messobjekte in diesem Bereich vonndéten.

Beispiele fur als Artefakte zu klassifizierende Messobjekte zeigen die folgenden
Screenshots aus der Bildgalerie (Abb. 15 - Abb. 18).

Abb. 15: Zellkonglomerat, das als Artefakt zu klassifizieren ist. Ggfls. kbnnten
bei Bedarf sich nur berihrende, aber nicht Uberlappende Zellkerne (z.B. unten
links) Uber ein Schneidetool getrennt werden und dann der Analysezellgruppe
zugeordnet werden.
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Abb. 16: Dublette aus zwei sich Uberlappenden Zellkernen, die nicht als
Analysezelle interpretiert werden darf, sondern einem Artefakt entspricht.

0.81c

Abb. 17: Nicht interpretierbares, unklares Objekt, das in die Gruppe der
Artefakte gehort. Die ,ausgefranst® wirkende Kernkontur und die Aufhellungen
im Zentrum sprechen fur einen defokussierten Zellkern.

Abb. 18: Ein unklares zellulares Element, dessen Form zwar an einen
Fibroblastenkern erinnert, aber (vgl. Abb. 13 in gleicher Vergrélierung) viel zu
grof3 hierflr ist. Auch dieses Element kann nur als Artefakt klassifiziert werden.
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Auswertung der Messdatei nach Bearbeitung der Bildgalerie

An die Bearbeitung der Bildgalerie schlief3t sich die Extraktion der Daten fur die
Erstellung des DNA-Histogramms und fur statistische Zwecke an. Die einzelnen
Parameter, die in der hier vorliegenden Arbeit verwendet wurden, sind dabei in
Kapitel 3.7 dargelegt. Im Folgenden sind zwei Histogramme, jeweils eines flr
einen Typ B nach Tribukait bzw. fur einen Typ C nach Tribukait, wiedergegeben
(Abb. 19 und Abb. 20).

-abmmalsEAI
I Fibrokiasts(R)

Abb. 19: Histogramm Typ B mit Stammlinien bei 2,02c und 4,0c; keine Zellen
mit einem DNA-Gehalt > 9c

- aknermals(A)
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Abb. 20: Histogramm Typ C nach Tribukait. Zwei DNA-Stammlinien bei 2,1c,
5,5c sowie eine Zelle mit einem DNA-Gehalt > 9c
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3.6 Aufbau der Messreihe

Jeder Patientenfall wurde dreimal gemessen.

- Aus dem Fallarchiv des Schwerpunktes Cytopathologie stand das
Ergebnis der manuell vorgenommenen konventionellen DNA-
bildzytometrischen Messung aus der Krankenversorgung zur Verfigung.

- Bei der ersten automatisierten Messung wurde das System
hochgefahren und der automatisierte Messvorgang, wie in den obigen
Schritten erklart, durchgefihrt.

- Bei der zweiten automatisierten Messung wurde das komplette System
wieder heruntergefahren, so dass alle Voreinstellungen der vorherigen
Messung geldscht waren, danach neu gestartet und eine vollkommen

neue Messung angeschlossen.

3.7 Untersuchte Messparamater

Im Folgenden sollen die untersuchten Messparameter charakterisiert werden.
Dabei musste streng genommen stets zwischen ,Objekten® in den Rohdaten
und ,Zellen® bzw. ,Zellkernen“ in den kontrollierten Daten unterschieden
werden, was aus Griunden der Praktikabilitat hier nicht durchgehend verwirklicht

werden konnte.
Zahl der Referenzzellen und der Analysezellen

Die Zahlenangaben zu den Referenzzellen und den Analysezellen vor und nach
der Kontrolle der Bildgalerie wurden in allen Fallen dokumentiert. Nicht
berticksichtigt wurde, wie viele Objekte eliminiert bzw. hinzugewonnen wurden.
Es kann somit nicht unterschieden werden, ob eine Veranderung von z.B. 540
Zellen auf 536 Zellen bedeutet, dass genau vier Objekte aus dieser Klasse in
eine andere verschoben worden sind. Genauso gut kdnnten zehn Objekte nicht
akzeptiert worden sein und sechs andere Objekte durch eine Zuweisung aus

einer anderen Klasse von Zellen hinzugekommen sein.
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Variationskoeffizient (CV) der integrierten optischen Dichte (IOD) der
Referenzzellen

Um von einer verlasslichen Eichung ausgehen zu konnen, ist Ublich, bei der
IOD der Eichzellen einen Variationskoeffizienten von < 5% zu fordern. Ist
dieses nicht realisierbar, so kann man das Messergebnis nur bedingt als valide
ansehen. Ob es akzeptiert wird, bleibt aber in der klinischen Routine dem
Untersucher Uberlassen. Bei der Kontrolle der Bildgalerie wurde daher genau
darauf geachtet, Fehlzuordnungen bei den Referenzzellen aufzufinden und zu

korrigieren.

Korrelationskoeffizient (CC) zwischen der IOD und der Flache der
Referenzzellen

Auf DNA-bildzytometrische Messergebnisse konnen auch physikalische
EinflussgroRen entscheidend einwirken, zu denen Effekte wie Blooming, Glare,
Shading oder Refraktionsphanomene gehoéren. Im weitesten Sinne kdnnen die
hieraus resultierenden Probleme heute Uber Software-Anwendungen geldst
werden. Ein wichtiger Kontrollparameter dafur, ob man die Optik im Griff hat, ist
der Korrelationskoeffizient zwischen der [I0OD wund der Flache der
Referenzzellen, im Folgenden mit CC abgekurzt.

Ziel ist nachzuweisen, dass |OD-Werte der oft kleinen oder schmalen
Referenzzellen unabhangig von ihrer Kernflache sind. Stellt man sich dieses
graphisch vor, indem man auf der x-Achse die Kernflache und auf der y-Achse
die IOD auftragt, so sollen die Messwertpaare in einem parallel zu den Achsen
liegenden Rechteck dargestellt sein. Ab einer bestimmten Kleinheit der
Referenzzellkerne beobachtet man aber, dass eine Abhangigkeit beider
Grolen insoweit einsetzt, dass ein Richtung (0/0) gerichteter Shift einsetzt; an
das besagte Rechteck schlieldt sich dann eine Art Schwanz zum Nullpunkt des
Koordinatensystems an, in welchem eine am Ende lineare Abhangigkeit
zwischen Kernflache und 10D besteht. Liegt der CC-Wert zwischen beiden
Parametern < 0,4, so geht man von einer Unabhangigkeit der Parameter und

damit einer verlasslichen Eichung aus.
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Inhaltlich liegt das Problem darin, dass bei zu kleinen Eichzellen die IOD-Werte
durch Beugung von Licht in den Strahlengang an der Kernkontur zu niedrig
ausfallen, somit der 2c-Wert fur die Referenzzellen auf einem zu niedrigen
mittleren 10D-Wert basiert und konsekutiv eine Rechtsverschiebung der DNA-
Werte der Analysezellen resultiert. Hierdurch kann es zu falsch aneuploiden
DNA-Stammlinienbestimmungen und somit zur klinischen Fehlinterpretation der

Messung kommen (vgl. Girmes 2009).

Abbildung 21 zeigt einen Ausdruck dieser methodischen Untersuchung, wie er

Teil der Dokumentation einer manuellen DNA-bildzytometrischen Messung ist.

O W om0 w0 w0 w0 s 70 e

Abb. 21: Dokumentation zur Qualitat der Eichung bei einer manuellen DNA-
bildzytometrischen Messung. Aufgetragen sind auf der x-Achse die I0D-Werte
der Eichzellen und auf der y-Achse die Kernflache der Eichzellen in um?2. Die
resultierende Punktewolke liegt in einem imaginaren Rechteck ohne Hinweis
auf eine lineare Beziehung zwischen beiden Variablen. CC-Wert: 0,02
(Biesterfeld 2014).

35



DNA-Stammlinie

Die DNA-Stammlinie, als Begriff 1963 eingeflhrt von Sandritter (Seidel und
Sandritter 1963, Sandritter et al. 1966), benennt den DNA-Gehalt der Zellen der
Go/G1-Fraktion einer Zellpopulation und musste im Idealfall normaler Zellen,
z.B. Fibroblasten, Lymphozyten oder regelrechter Prostataepithelien, bei oder

sehr nahe bei 2,0c liegen.

Je nach Arbeitsgruppe liegen leicht unterschiedliche Definitionen vor, ins-
besondere abhangig davon, ob sich die Lage der Stammlinie auf den Median,
den Mittelwert oder den Modalwert der DNA-Verteilung im zu beruck-
sichtigenden Bereich der Messwerte bezieht. In dieser Studie bestimmte sich
die DNA-Stammlinie als der Modalwert der DNA-Verteilung der gemessenen
Zellkerne. Sie wurde als diploid definiert, wenn der Modalwert innerhalb des
97,5%-Konfidenzintervalls des mittleren DNA-Gehaltes der Eichzellpopulation
lag (= ,diploide DNA-Stammlinie®), als peritetraploid, wenn der Modalwert sich
innerhalb des doppelten Vielfachen des 95%-Konfidenzintervalls des mittleren
DNA-Gehaltes der Eichzellpopulation befand (= ,peritetraploide DNA-
Stammlinie“) und als aneuploid in denjenigen Fallen, die einen Modalwert
aullerhalb der diploiden und peritetraploiden Bereiche zeigten (= ,aneuploide
DNA-Stammlinie®).

Exceeding Events

Werte fur die ,Exceeding Events“ (EE) geben an, wie viele Zellen einen
bestimmten absoluten DNA-Wert, z.B. 5¢ oder 9c, Uberschreiten und werden
als z.B. 5cEE bzw. 9cEE bezeichnet. Hinter diesen beiden Variablen steht die
biologische Uberlegung, DNA-Messwerte zu quantifizieren, die die Grenzen flr
den Normalwert der Gy/M-Phase (4c) oder der G,/M’-Phase (8c) eindeutig
Uberschreiten. In dieser Studie wurde der 9cEE berucksichtigt; Messungen

wurden u.a. als Tribukait C kategorisiert, wenn sie einen 9cEE > 0 aufwiesen.
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C-Max

Der C-Max stellt den maximalen DNA-Einzelwert einer Analysezelle in der

gesamten Analysezellpopulation dar.

3.8 Statistik

Die statistischen Untersuchungen wurden in Kooperation mit dem Institut fir
Pathologie in Koblenz unter Verwendung des biometrischen Programmpaketes
BMDP und seiner im Folgenden in Klammern genannten Unterprogramme vor-
genommen. Dazu gehdrten die deskriptive Grundstatistik mit Errechnung von
Mittelwerten, Medianen und Datenverteilungen etc. (1D, 2D), ferner bei
kategorisierten Daten die Berechnung von Kreuztabellen (Mehr-Felder-Tafeln)
und ihre Auswertung mit dem Pearson Chi*-Test (4F) bzw. mit Cohen’s Kappa
sowie bei nicht gestuften Daten die Berechnung von Korrelationskoeffizienten
und die Durchfihrung eines t- bzw. U-Tests (3D). Streudiagramme wurden zur

graphischen Veranschaulichung genutzt.

Zur Darstellung der Tendenz und Grdfie der Abweichung von Messergebnisse
erfolgte bei den Untersuchungen zu den Peaks aullerdem eine erweiterte
statistische Analyse und eine graphische Darstellung mit Bland-Altman-
Diagrammen am Schwerpunkt Cytopathologie des Universitatsklinikums Dus-
seldorf.

Mit der Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests und des Shapiro-Wilk-Tests wurde
hier zunachst auf Normalverteilung der Daten Uberprift. Sofern eine
Normalverteilung angenommen werden konnte, wurde der Spearman’sche
Korrelationskoeffizient berechnet, und zwar zur Uberpriifung, ob eine Kor-
relation zwischen den Abweichungen der Messwerte untereinander (Bias) und
den Mittelwerten der Messwerte besteht. Als Hp (Nullhypothese) wurde an-
genommen, dass keine signifikante Korrelation zwischen dem Bias und dem
Mittelwert besteht. AulRerdem wurde der Student t-Test angewendet, um die

Nullhypothese zu testen, dass der Bias gleich Null ist.
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Abschlieliend wurden die Daten auf ein Bland-Altman-Diagramm Ubertragen.
Hierbei werden pro Messwertpaar der Durchschnitt der beiden Messwerte auf
der x-Achse und die Differenz der beiden Messwerte auf der y-Achse

aufgetragen. Abb. 22 zeigt hierflr ein Beispiel.
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Abb. 22: Beispiel fur ein Bland-Altman-Diagramm fir 12 Messwertpaare aus
zwei Messreihen. Aufgetragen sind auf der x-Achse die Mittelwerte aus den
jeweiligen beiden Messwerten und auf der y-Achse ihre Differenz. Eingetragene
Hilfslinien betreffen die ideale Linie bei Ubereinstimmenden Messwerten

entsprechend einer Differenz von Null ( ), die Linie fir den Mittelwert
(Bias) der wirklich ermittelten Differenzen ( ) und Linien fir die obere
bzw. untere Grenze des 95%-Konfidenzintervalls der Differenzen ( -------- )-

Sofern Testungen angewandt wurden, galt ein p-Wert von p < 0,05 als
statistisch signifikant, entsprechend einer Irrtumswahrscheinlichkeit von < 5%,

die Nullhypothese falschlich abzulehnen.

Die oben angesprochene Anwendung der Kappa-Statistik fuhrt zu Werten
zwischen 0,0 und 1,0. k-Werte < 0,20 zeigen eine schwache Ubereinstimmung
an, k-Werte zwischen 0,21 und 0,4 eine leichte, zwischen 0,41 und 0,6 eine
malfige, zwischen 0,61 und 0,8 eine gute und von > 0,8 an eine sehr gute

Ubereinstimmung.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientenkollektiv

Von den 37 Messpraparaten konnten 27 statistisch ausgewertet werden,
darunter 12 Tribukait B- und 15 Tribukait C-Falle. Die Ubrigen 10 Praparate
waren bereits zu stark abgeblasst bzw. enthielten zu wenige Eichzellen, um
noch fur weitere Untersuchungen zur Verfligung zu stehen. Versuche, sie zu
messen, fuhrten zu keinem methodisch unanfechtbaren Resultat. In einem Fall
konnte nur die erste der beiden vorgesehenen automatisierten Messungen
erfolgen, so dass er in den methodischen Untersuchungen nicht berlcksichtigt
wurde; diese beziehen sich somit auf 52 Messungen von 26 Fallen.

4.2 Methodische Untersuchungen an den Referenz-

zellen

4.2.1 Zahl der Referenzzellen

In Tabelle 4 sind fur die Zahl der als Referenzzellen erkannten Messobjekte die
Rohdaten wiedergegeben. Tabelle 5 zeigt die statistischen Kenndaten.

Referenzzellen|Referenzzellen
Fall Messreihe t‘:f:‘rgzzarr;ﬁ;_ :::1:2 ::ra;?ﬁ;: Differenz | Differenz in %
galerie galerie
1 1 23 36 -13.00 -56.52
1 2 251 40 211.00 84.06
2 1 324 57 267.00 82.41
2 2 332 37 295.00 88.86
3 1 526 85 441.00 83.84
3 2 478 74 404.00 84.52
4 1 124 39 85.00 68.55
4 2 122 92 30.00 24.59
5 1 414 42 372.00 89.86
5 2 378 62 316.00 83.60
6 1 97 72 25.00 25.77
6 2 94 30 64.00 68.09
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7 1 65 33 32.00 49.23
7 2 85 31 54.00 63.53
8 1 481 41 440.00 91.48
8 2 454 51 403.00 88.77
9 1 303 71 232.00 76.57
9 2 518 80 438.00 84.56
10 1 136 70 66.00 48.53
10 2 126 80 46.00 36.51
11 1 106 45 61.00 57.55
11 2 105 42 63.00 60.00
12 1 22 38 -16.00 -72.73
12 2 22 30 -8.00 -36.36
13 1 101 33 68.00 67.33
13 2 91 32 59.00 64.84
14 1 82 19 63.00 76.83
14 2 85 30 55.00 64.71
15 1 35 35 0.00 0.00

15 2 43 30 13.00 30.23
16 1 249 133 116.00 46.59
16 2 152 74 78.00 51.32
17 1 111 35 76.00 68.47
17 2 41 35 6.00 14.63
18 1 244 30 214.00 87.70
18 2 187 33 154.00 82.35
19 1 627 157 470.00 74.96
19 2 625 165 460.00 73.60
20 1 31 30 1.00 3.23

20 2 28 30 -2.00 -7.14
21 1 111 30 81.00 72.97
21 2 98 35 63.00 64.29
22 1 20 30 -10.00 -50.00
22 2 24 32 -8.00 -33.33
23 1 157 30 127.00 80.89
23 2 191 43 148.00 77.49
24 1 71 30 41.00 57.75
24 2 64 30 34.00 53.13
25 1 244 78 166.00 68.03
25 2 249 57 192.00 77.11
26 1 34 66 -32.00 -94.12
26 2 298 137 161.00 54.03

Tab. 4: Datenubersicht Uber die Referenzzellen vor und nach Bearbeitung der
Bildgalerie fiir beide Messreihen a 26 Messungen (n = 52)
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Referenzzellen | Referenzzellen
Messreihe vor Bearbeitung |nach Bearbeitung Differenz Differenz in %
der Bildgalerie | der Bildgalerie
Beide Messreihen
Mittelwert 189,98 53,40 136,58 48,14
SD 168,95 33,32 150,00 45,67
cv 88,93 62,40 109,83 94,87
Median 116,50 38,50 67 64,77
Kleinster Wert 20 19 -32 -94,12
GroRter Wert 627 165 470 91,48
Messreihe 1
Mittelwert 182,23 52,50 129,73 42,51
SD 169,91 32,76 152,18 54,00
cv 93,24 62,41 117,30 127,03
Median 111 38,50 72 67,68
Kleinster Wert 20 19 -32 -94,12
GroRter Wert 627 157 470 91,48
Messreihe 2

Mittelwert 197,73 54,31 143,42 53,77
SD 171,00 34,50 150,48 35,68
cv 86,47 63,52 104,92 66,36
Median 124 38,50 63,50 64,49
Kleinster Wert 22 30 -8 -36,36
GroRter Wert 625 165 460 88,86

Tab. 5: Statistische Grunddaten Uber die Referenzzellen vor und nach
Bearbeitung der Bildgalerie. Angaben flir beide Messreihen a 26 Messungen (n
= 52) sowie fur die einzelnen Messreihen 1 und 2 getrennt. SD =
Standardabweichung, CV = Variationskoeffizient

Rein deskriptiv lasst sich aus den Daten ableiten, dass in aller Regel die Zahl
der als Referenzzellen berlcksichtigten Objekte bei der Durchsicht der Bild-
galerie vermindert wurde, was der Erwartung entspricht. Nur bei vier der 52
Messungen (7,7%) wurde die Zahl der Eichzellen durch Hinzunahme von
Objekten erhoht. Die hohen Werte fir SD und CV verdeutlichen, dass die
Bearbeitung der Bildgalerie individuell erfolgte, auch wenn die Vorgaben, nach

denen Referenzzellen ausgewahlt werden sollten, stets die gleichen waren.
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In Tabelle 6 sind die Korrelationskoeffizienten zwischen den einzelnen
Variablen dokumentiert. Mit Werten von 0,6095 bzw. 0,6506 sind die Zahlen der
Referenzzellen vor und nach Bearbeitung der Bildgalerie noch signifikant
korreliert. Sehr hoch korreliert waren die Zahlen der Referenzzellen vor der
Bearbeitung und die Differenz: Je mehr Objekte vorhanden waren, desto mehr

Zellen wurden in der Regel auch durch den Untersucher eliminiert.

Referenzzellen | vor Bearbeitung |nach Bearbeitung Differenz Differenz in %

Messreihe 1

vor Bearbeitung

nach Bearbeitung 0.6095 "o
Differenz 0.9853 0.4653 Mo
Differenz in % 0.5925 0.1090 0.6381 Mo
Messreihe 2
vor Bearbeitung Mo
nach Bearbeitung 0.6506 feee
Differenz 0.9844 0.5068 Mo
Differenz in % 0.6260 0.1376 0.6787 Mo

Tab. 6: Korrelationskoeffizienten fur die zur Zahl der Referenzzellen erhobenen
Variablen, getrennt nach den Messreihen 1 und 2.

Sowohl im t-Test, als auch im Mann-Whitney U-Test ergab sich im Vergleich

beider Messreihen keine statistische Signifikanz (p > 0,05) (Tabelle 7).

Referenzzellen t-Test Mann-Whitney U-Test
vor Bearbeitung 0.6388 0.5279
nach Bearbeitung 0.7703 0.7189
Differenz 0.6432 0.6785
Differenz in % 0.2369 0.5719

Tab. 7: p-Werte des t-Tests und des Mann-Whitney U-Tests im Vergleich der
Messreihen 1 und 2 fiir die zur Zahl der Referenzzellen erhobenen Variablen
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Fur die 52 Messungen zeigt Abb. 23 die Beziehung zwischen der Zahl der
Referenzzellen vor und nach Bearbeitung der Bildgalerie. Auch wenn sich keine
ideale Gerade darstellt, zeigt sich doch im Wesentlichen eine Linearitat der
Ergebnisse, was flr eine vergleichbare Vorgehensweise bei der Bild-

bearbeitung spricht.
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Abb. 23: Graphische Darstellung der 52 Messwerte der Messreihen 1 und 2 fur
die Zahl der Referenzzellen vor und nach Bearbeitung der Bildgalerie. Die
Ziffern 1 bis 5 in der Grafik geben wieder, wie viele Messpunkte auf einen
Datenpunkt fallen. Die Ziffernsumme entspricht somit 52.

4.2.2 Variationskoeffizient (CV) der integrierten
optischen Dichte (IOD) der Referenzzellen

In Tabelle 8 sind die Variationskoeffizienten fir die |IOD der Referenzzellen

fallweise dargestellt, in Tabelle 9 die zugehdrigen statistischen Kenndaten.
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CV-Wert vor |CV-Wert nach
Fall Messreihe | Bearbeitung | Bearbeitung Differenz | Differenzin %
der Bildgalerie|der Bildgalerie
1 1 31.10 4.95 26.15 84.08
1 2 27.88 4.47 23.41 83.97
2 1 15.06 4.58 10.48 69.59
2 2 14.42 3.63 10.79 74.83
3 1 17.65 2.79 14.86 84.19
3 2 18.60 2.42 16.18 86.99
4 1 17.62 3.77 13.85 78.60
4 2 18.30 4.00 14.30 78.14
5 1 18.59 1.34 17.25 92.79
5 2 20.67 3.13 17.54 84.86
6 1 10.39 4.02 6.37 61.31
6 2 14.84 4.98 9.86 66.44
7 1 38.30 3.10 35.20 91.91
7 2 28.49 3.94 24.55 86.17
8 1 18.99 2.82 16.17 85.15
8 2 18.18 3.24 14.94 82.18
9 1 8.65 1.15 7.50 86.71
9 2 16.73 1.36 15.37 91.87
10 1 15.04 2.85 12.19 81.05
10 2 13.38 2.75 10.63 79.45
11 1 30.41 2.92 27.49 90.40
11 2 10.81 1.66 9.15 84.64
12 1 22.42 491 17.51 78.10
12 2 16.86 4.96 11.90 70.58
13 1 20.38 4.92 15.46 75.86
13 2 17.58 4.97 12.61 71.73
14 1 20.75 4.69 16.06 77.40
14 2 24.13 11.97 12.16 50.39
15 1 12.52 4,74 7.78 62.14
15 2 15.03 3.86 11.17 74.32
16 1 14.76 4.00 10.76 72.90
16 2 14.58 4.07 10.51 72.09
17 1 21.88 4.99 16.89 77.19
17 2 8.72 4.98 3.74 42.89
18 1 19.95 4.94 15.01 75.24
18 2 22.79 4.78 18.01 79.03
19 1 11.39 2.67 8.72 76.56
19 2 11.97 3.25 8.72 72.85
20 1 34.82 21.55 13.27 38.11
20 2 31.15 19.04 12.11 38.88
21 1 28.74 4.99 23.75 82.64
21 2 29.72 4.69 25.03 84.22
22 1 20.16 4.89 15.27 75.74
22 2 11.68 3.87 7.81 66.87
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23 1 24.07 4.89 19.18 79.68
23 2 16.02 3.92 12.10 75.53
24 1 22.48 4.67 17.81 79.23
24 2 27.24 6.00 21.24 77.97
25 1 12.03 3.50 8.53 70.91
25 2 14.87 2.15 12.72 85.54
26 1 28.14 3.61 24.53 87.17
26 2 14.90 3.66 11.24 75.44

Tab. 8: Datenubersicht Uber die CV-Werte vor und nach Bearbeitung der

Bildgalerie fiir beide Messreihen a 26 Messungen (n = 52)

CV-Wert vor CV-Wert nach
Messreihe Bearbeitung der | Bearbeitung der Differenz Differenz in %
Bildgalerie Bildgalerie
Beide Messreihen
Mittelwert 19,54 4,62 14,92 76,01
SD 6,99 3,55 6,17 12,15
cv 35,77 76,85 41,36 15,99
Median 18,24 4,00 14,08 78,04
Kleinster Wert 8,65 1,15 3,74 38,11
GroRter Wert 38,30 21,55 35,20 92,79
Messreihe 1
Mittelwert 20,63 4,55 16,08 77,49
SD 7,63 3,65 6,88 11,26
cv 37,01 80,20 42,79 14,53
Median 20,06 4,30 15,37 78,35
Kleinster Wert 8,65 1,15 6,37 38,11
GroRter Wert 38,30 21,55 35,20 92,79
Messreihe 2

Mittelwert 18,44 4,68 13,76 74,53
SD 6,23 3,51 5,25 13,03
cv 33,80 75,06 38,14 17,48
Median 16,80 3,93 12,14 76,75
Kleinster Wert 8,72 1,36 3,74 38,88
GroRter Wert 31,15 19,04 25,03 91,87

Tab. 9: Statistische Grunddaten der CV-Werte vor und nach Bearbeitung der
Bildgalerie. Angaben fur beide Messreihen a 26 Messungen (n = 52) sowie flr
die einzelnen Messreihen 1 und 2 getrennt. SD = Standardabweichung, CV =
Variationskoeffizient
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Man erkennt, dass das Ziel der Bearbeitung durch den Untersucher, namlich
die Senkung des CV-Wertes auf < 5%, bei 48 der 52 Messungen (92,3%),
erreicht werden konnte. Bei vier Fallen gelang dieses aber trotz aller
Bemuhungen nicht. Die Reduktion der Zellzahl um im Durchschnitt jeweils
knapp > 75% belegt, dass die automatisiert als Eichzellen vorgesehenen
Messobjekte doch eine gewisse Messwertschwankung zeigen, die eine
Beschrankung der Eichzellen auf eine vergleichsweise kleine Stichprobe

notwendig erscheinen liel3.

In Tabelle 10 sind die Korrelationskoeffizienten der untersuchten Variablen
angegeben. Die eher geringe Korrelation zwischen den Referenzzellen vor und
nach Bearbeitung der Bildgalerie (0,4353 bzw. 0,5416) belegt, dass von Fall zu
Fall individuell vorgegangen werden musste und ein immer gleiches Vorgehen

nicht anzunehmen ist.

CV-Wert vor Bearbeitung |nach Bearbeitung Differenz Differenz in %

Messreihe 1

vor Bearbeitung -

nach Bearbeitung 0.4353 Mo
Differenz 0.8788 -0.0471 "oe-
Differenz in % 0.1158 -0.7913 0.5480 "o
Messreihe 2
vor Bearbeitung Mo
nach Bearbeitung 0.5416 Mo
Differenz 0.8256 -0.0272 Mo
Differenz in % 0.0153 -0.7709 0.5358 "

Tab. 10: Korrelationskoeffizienten fur die zum Variationskoeffizienten der
Referenzzellmessung (CV) erhobenen Variablen, getrennt nach den
Messreihen 1 und 2.

Die Ergebnisse des t-Tests und des Mann-Whitney U-Tests fur den Vergleich

der Messreihen 1 und 2 zeigen fur alle vier untersuchten Variablen keine
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Signifikanz (p > 0,05), so dass sich keine Anhaltspunkte dafur ergeben, dass

die Daten nicht zu einer einheitlichen Stichprobe gehoren (Tabelle 11).

cv t-Test Mann-Whitney U-Test
vor Bearbeitung 0.2875 0.2504
nach Bearbeitung 0.9035 0.8211
Differenz 0.2008 0.2543
Differenz in % 0.4206 0.4740

Tab. 11: p-Werte des t-Tests und des Mann-Whitney U-Tests im Vergleich der
Messreihen 1 und 2 fur die zum Variationskoeffizienten (CV) der Referenzzellen
erhobenen Variablen

4.2.3 Korrelationskoeffizient (CC) zwischen der

mittleren IOD und der Kernflache der Referenz-
zellen

Die Datenverteilung der CC-Werte und die statistischen Angaben zu
Mittelwerten, Medianen etc. sind in den Tabellen 12 und 13 dokumentiert. Da
der Messwert vor Bearbeitung der Bildgalerie bei der 2. Messung von Fall 12
Null war, kann dort keine prozentuale Abweichung berechnet werden (Division

durch Null).

CC-Wert vor | CC-Wert nach
Fall Messreihe | Bearbeitung | Bearbeitung Differenz | Differenzin %

der Bildgalerie|der Bildgalerie
1 1 0.40 -0.37 0.77 192.50
1 2 0.59 -0.37 0.96 162.71
2 1 0.19 -0.39 0.58 305.26
2 2 0.12 -0.37 0.49 408.33
3 1 0.02 -0.39 0.41 2050.00
3 2 0.04 -0.39 0.43 1075.00
4 1 -0.33 0.12 -0.45 136.36
4 2 -0.35 0.18 -0.53 151.43
5 1 0.23 -0.27 0.50 217.39
5 2 0.26 -0.15 0.41 157.69
6 1 -0.39 -0.38 -0,01 2.56
6 2 -0.09 -0.11 0.02 -22.22
7 1 0.49 -0.32 0.81 165.31
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7 2 0.42 -0.30 0.72 171.43
8 1 0.07 -0.16 0.23 328.57
8 2 0.06 -0.26 0.32 533.33
9 1 -0.27 -0.17 -0.10 37.04
9 2 0.09 -0.23 0.32 355.56
10 1 0.23 -0.33 0.56 243.48
10 2 0.29 -0.39 0.68 234.48
11 1 0.02 -0.35 0.37 1850.00
11 2 -0.08 -0.18 0.10 -125.00
12 1 -0.11 -0.13 0.02 -18.18
12 2 0.00 -0.19 0.19 ---
13 1 0.17 -0.29 0.46 270.59
13 2 0.15 -0.31 0.46 306.67
14 1 0.37 -0.08 0.45 121.62
14 2 0.54 -0.33 0.87 161.11
15 1 -0.35 -0.10 -0.25 71.43
15 2 -0.18 -0.06 -0.12 66.67
16 1 -0.15 -0.32 0.17 -113.33
16 2 0.07 -0.36 0.43 614.29
17 1 0.35 -0.10 0.45 128.57
17 2 -0.50 -0.39 -0.11 22.00
18 1 0.18 -0.38 0.56 311.11
18 2 0.34 -0.04 0.38 111.76
19 1 -0.08 -0.38 0.30 -375.00
19 2 -0.11 -0.39 0.28 -254.55
20 1 0.20 0.56 -0.36 -180.00
20 2 0.29 0.00 0.29 100.00
21 1 0.45 0.11 0.34 75.56
21 2 0.40 -0.05 0.45 112.50
22 1 0.31 0.02 0.29 93.55
22 2 -0.21 0.01 -0.22 104.76
23 1 0.11 -0.31 0.42 381.82
23 2 -0.14 -0.38 0.24 -171.43
24 1 0.28 0.00 0.28 100.00
24 2 0.33 -0.36 0.69 209.09
25 1 0.14 -0.31 0.45 321.43
25 2 0.30 -0.22 0.52 173.33
26 1 0.19 -0.19 0.38 200.00
26 2 -0.12 -0.39 0.27 -225.00

Tab. 12: Datenubersicht Uber die CC-Werte vor und nach Bearbeitung der
Bildgalerie fiir beide Messreihen a 26 Messungen (n = 52)
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CC-Wert vor CC-Wert nach
Messreihe Bearbeitung der | Bearbeitung der Differenz Differenz in %
Bildgalerie Bildgalerie
Beide Messreihen
Mittelwert 0,10 -0,21 0,31 222,58
SD 0,26 0,19 0,32 421,23
cv 257,31 -91,20 104,42 189,25
Median 0,13 -0,28 0,375 157,69
Kleinster Wert 8,65 -0,39 -0,53 -375
GroRter Wert 38,30 0,56 0,96 2050,
Messreihe 1
Mittelwert 0,10 -0,19 0,29 266,06
SD 0,25 0,22 0,32 524,70
cv 239,24 -116,35 108,26 102,90
Median 0,175 -0,28 0,375 150,84
Kleinster Wert -0,39 -0,39 -0,45 -375
Grofter Wert 0,49 0,56 0,81 2050
Messreihe 2
Mittelwert 0,10 -0,23 0,33 177,36
SD 0,27 0,16 0,34 280,52
Ccv 281,69 69,34 102,57 158,16
Median 0,08 -0,28 0,35 157,69
Kleinster Wert -0,50 -0,39 -0,53 -254,55
GroRter Wert 0,59 0,18 0,96 1075

Tab. 13: Statistische Grunddaten der CC-Werte vor und nach Bearbeitung der
Bildgalerie. Angaben fir beide Messreihen a 26 Messungen (n = 52) sowie flr
die einzelnen Messreihen 1 und 2 getrennt. SD = Standardabweichung, CV =
Variationskoeffizient

Auch wenn die Werte allesamt niedrig wirken, zeigt sich doch eine beachtliche
Standardabweichung, so dass die Werte letztendlich doch als recht breit
gestreut anzusehen sind. Nach der Bearbeitung der Bildgalerie kamen sowohl
hdhere, als auch niedrigere Werte als vor der Bearbeitung der Bildgalerie vor,

wobei sich die Werte insgesamt etwa harmonisch um Null herum verteilen.

Eine hohe Korrelation zwischen den Variablen der CC-Werte innerhalb der

beiden Messreihen lief3 sich insbesondere fur den Vergleich der Werte vor bzw.
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nach Bearbeitung der Bildgalerie nicht herstellen (0,0908 bzw. -0.1561)
(Tabelle 14). Die Abnahmen der Werte hingegen (,Differenz) war mit den

beiden Werten durchaus signifikant verbunden (r > +/- 0,6).

CC-Wert vor Bearbeitung |nach Bearbeitung Differenz Differenz in %

Messreihe 1

vor Bearbeitung

nach Bearbeitung 0.0908 "e-e-
Differenz 0.7250 -0.6201 Mo
Differenz in % 0.0120 -0.3325 0.2394 Meme
Messreihe 2
vor Bearbeitung "e-e-
nach Bearbeitung -0.1561 feee
Differenz 0.8817 -0.6036 eme
Differenz in % 0.0755 -0.0581 0..087 Meme

Tab. 14: Korrelationskoeffizienten fur die zum CC-Wert der Referenzzellen
erhobenen Variablen, getrennt nach den Messreihen 1 und 2.

Im t-Test und im Mann-Whitney U-Test wiederum (Tabelle 15) traten keine
Hinweise auf signifikante Unterschiede in der Datenverteilung zwischen den

beiden Messreihen zutage (p > 0,05).

CcC t-Test Mann-Whitney U-Test
vor Bearbeitung 0.9547 0.9025
nach Bearbeitung 0.4151 0.4559
Differenz 0.6630 0.7774
Differenz in % 0.4577 0.7992

Tab. 15: p-Werte des t-Tests und des Mann-Whitney U-Tests im Vergleich der
Messreihen 1 und 2 fur die zum CC-Wert der Referenzzellmessung erhobenen
Variablen
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4.3 Methodische Untersuchungen an den Analyse-

zellen

Anders als bei den Referenzzellen wurde die statistische Auswertung an den
Analysezellen nicht ausschlieRlich bezogen auf alle 26 Falle vorgenommen,
sondern aus inhaltlich-klinischen Grinden auch um Untersuchungen erganzt,
bei denen Daten flur die beiden Gruppen Tribukait B und Tribukait C separat
analysiert wurden. Dieses gilt sowohl fur die Zahl der Analysezellen, als auch
fur den hochsten gemessenen Wert, den Maximalwert (C-Max). Im Folgenden
werden sie als ,abnorme Zellen“ bezeichnet, was der Zuordnung im Klassifi-

kator als ,Abnormals” Rechnung tragt.

4.3.1 Zahl der abnormen Zellen

In Tabelle 16 sind die Daten fur die 26 Messwertpaare bezogen auf die Zahl
abnormer Zellen dargestellt, in Tabelle 17 die wichtigsten statistischen

Kenndaten wie Mittelwert, Standardabweichung oder Median.

Zahl abnormer|Zahl abnormer
Fall Messreihe Zelle.n vor Be-) Zellen pach Differenz | Differenzin %
arbeitung der | Bearbeitung
Bildgalerie |der Bildgalerie
1 1 17416 17155 261 1.50
1 2 14440 14389 51 0.35
2 1 5443 5420 23 0.42
2 2 5383 5358 25 0.46
3 1 22693 22542 151 0.67
3 2 22050 21993 57 0.26
4 1 13438 13295 143 1.06
4 2 15276 14880 396 2.59
5 1 14620 14460 160 1.09
5 2 14640 14468 172 1.17
6 1 4383 4127 256 5.84
6 2 4556 4459 97 2.13
7 1 5810 5684 126 2.17
7 2 5786 5732 54 0.93
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8 1 13450 13202 248 1.84
8 2 12538 12268 270 2.15
9 1 10289 10205 84 0.82
9 2 12905 12752 153 1.19
10 1 1483 1373 110 7.42
10 2 1515 1365 150 9.90
11 1 2232 2070 162 7.26
11 2 1969 1820 149 7.57
12 1 1068 937 131 12.27
12 2 1222 1074 148 12.11
13 1 9019 8692 327 3.63
13 2 7738 7419 319 4.12
14 1 6398 6052 346 5.41
14 2 7669 7208 461 6.01
15 1 2094 1961 133 6.35
15 2 2394 2238 156 6.52
16 1 3839 3645 194 5.05
16 2 2404 2475 -71 -2.95
17 1 2773 2655 118 4.26
17 2 1280 1200 80 6.25
18 1 10742 10014 728 6.78
18 2 10367 9598 769 7.42
19 1 8190 8131 59 0.72
19 2 8455 8359 96 1.14
20 1 917 833 84 9.16
20 2 787 711 76 9.66
21 1 7850 7471 379 4.83
21 2 7435 7104 331 4.45
22 1 1375 1331 44 3.20
22 2 1577 1510 67 4.25
23 1 5483 5199 284 5.18
23 2 5434 5187 247 4.55
24 1 4585 4427 158 3.45
24 2 4240 4104 136 3.21
25 1 7160 6970 190 2.65
25 2 7223 7044 179 2.48
26 1 11443 9635 1808 15.80
26 2 10833 9804 1029 9.50

Tab. 16: Datenubersicht Uber die Zahl abnormer Zellen vor und nach
Bearbeitung der Bildgalerie fur beide Messreihen a 26 Messungen (n = 52)
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Zahl abnormer | Zahl abnormer
Messreihe Beaz:)"e?tnu‘:;r der Bezf::::i':::;:er Differenz Differenz in %
Bildgalerie Bildgalerie
Beide Messreihen
Mittelwert 7390,6 7153,9 236,6 4,35
SD 5463,7 5399,6 294,8 3,67
cv 73,9% 75,5% 124,6% 84,4%
Median 6104 5892 152 3,87
Kleinster Wert 787 711 -71 -2,95
GrofSter Wert 22693 22542 1808 15,80
Messreihe 1
Mittelwert 7469,0 7211,0 258,0 4,57
SD 5546,4 5475,8 346,7 3,74
cv 74,3% 75,9% 134,4% 81,8%
Median 6104 5868 159 3,94
Kleinster Wert 917 833 23 0,42
GrofSter Wert 22693 22542 1808 15,80
Messreihe 2

Mittelwert 7312,2 7096,9 215,3 4,13
SD 5488,5 5430,1 237,0 3,67

cv 75,1% 76,5% 110,1% 88,8%
Median 6504,5 6388 149,5 3,67
Kleinster Wert 787 711 -71 -2,95
GrofSter Wert 22050 21993 1029 12,11

Tab. 17: Statistische Grunddaten der Zahl abnormer Zellen vor und nach
Bearbeitung der Bildgalerie. Angaben fir beide Messreihen a 26 Messungen (n
= b52) sowie fur die einzelnen Messreihen 1 und 2 getrennt. SD =
Standardabweichung, CV = Variationskoeffizient

Die Daten zeigen zum einen, wie unterschiedlich gro® die Zahl der
automatisiert als abnorm erkannten Messobjekte, die zwischen 787 und 22693
schwankt, ist, abhangig vom rein technischen Ergebnis der Zellvereinzelung,
welches wiederum auf biologischen Gegebenheiten des Grundgewebes basiert.
Aulerdem lasst sich ablesen, dass sich die Tatigkeit des Untersuchers auf die

durchschnittliche Reduktion der Zahl von Messobjekten um 4,35% +/- 3,74%
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(SD) der Objekte beschrankt. Allerdings kénnen von Fall zu Fall gehdrige
Schwankungen auftreten. Bei nur einer Messung kamen ,netto” Objekte hinzu
(Abweichung: -2,95%).

Nicht dokumentiert wurde, wie viele Objekte insgesamt ausgetauscht wurden,
also ob eine Reduktion von z.B. 30 Objekten rein durch das Elimination von 30
Objekten oder durch eine Elimination von z.B. 50 Objekten und die Hinzu-
nahme 20 anderer, falschlich als Artefakte kategorisierter Objekte zustande

kam.

Die Korrelationskoeffizienten fur die Variablen in den einzelnen Messreihen
sind in Tabelle 18 wiedergegeben. Insbesondere fir die Objektzahl vor und
nach Bearbeitung der Bildgalerie ergaben sich sehr hohe Werte (0,9981 bzw.
0,9991).

Abnorme Zellen | vor Bearbeitung |nach Bearbeitung Differenz Differenz in %
Messreihe 1
vor Bearbeitung Mo
nach Bearbeitung 0.9981 Heee
Differenz 0.2339 0.1736 e
Differenzin % -0.4184 -0.4634 0.6256 eee
Messreihe 2
vor Bearbeitung Mo
nach Bearbeitung 0.9991 Heee
Differenz 0.2605 0.2186 Mo
Differenz in % -0.3987 -0.4261 0.5158 Mo

Tab. 18: Korrelationskoeffizienten fiir die zu der Zahl der abnormen Zellen
erhobenen Variablen, getrennt nach den Messreihen 1 und 2.

Im Vergleich beider Messreihen zeigte sich weder fur den t-Test, noch fur den
Mann-Whitney U-Test eine statistische Signifikanz (p > 0,05), was auf eine gute

Vergleichbarkeit beider Messreihen schlieRen lasst (Tabelle 19).
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Abnorme Zellen t-Test Mann-Whitney U-Test
vor Bearbeitung 0.9553 0.9399
nach Bearbeitung 0.9340 0.9399
Differenz 0.6360 0.5096
Differenz in % 0.4502 0.6109

Tab. 19: p-Werte des t-Tests und des Mann-Whitney U-Tests im Vergleich der
Messreihen 1 und 2 fur die zur Zahl der abnormen Zellen erhobenen Variablen

Fiur alle 52 Messungen war zwischen der Zahl der abnormen Messwerte vor

und nach Bearbeitung der Bildgalerie trotz aller Schwankungen in der Zahl kor-

rigierter Objekte eine eindeutige Linearitat erkennbar (Abbildung 24).
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Abb. 24: Graphische Darstellung der 52 Messwerte der Messreihen 1 und 2 fir
die Zahl abnormer Zellen vor und nach Bearbeitung der Bildgalerie. Die Ziffern
1 bis 5 in der Grafik geben wieder, wie viele Messpunkte auf einen Datenpunkt

fallen. Die Ziffernsumme betragt somit 52.
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4.3.2 Hohe des maximalen Messwertes (C-Max)

In den Tabellen 20 und 21 sind die Messwerte und die statistischen Kenndaten
fur den maximalen Messwert dargestellt.

Dabei zeigte sich, dass die Mittelwerte und Mediane zwar gut vergleichbar
waren, dass aber andererseits doch deutliche Abweichungen zwischen den
beiden Messreihen zutage traten. Fur die meisten Messungen ergab sich im
Rahmen der Durchsicht der Bildgalerien, dass besonders hohe Einzelwerte als
Uberlappungen von Zellen, z.B. als Dubletten, erkannt und eliminiert wurden.
Dafur wurden allerdings vom Untersucher andere Messobjekte, die als
Artefakte eingeordnet worden waren, als Messzellen akzeptiert. Insgesamt
waren am Ende die C-Max-Werte in 28 Messungen nach Durchsicht der
Bildgalerien flur Messobjekte und Artefakte hoher und in 24 Messungen

niedriger als zuvor, was in etwa ausgeglichen ist.

C-Max vor C-Max nach
Fall Messreihe | Bearbeitung | Bearbeitung Differenz | Differenzin %
der Bildgalerie|der Bildgalerie
1 1 23.17 9.71 13.46 58.09
1 2 6.65 9.44 -2.79 -41.95
2 1 4.56 4.47 0.09 1.97
2 2 4.69 4.78 -0.09 -1.92
3 1 7.97 7.17 0.80 10.04
3 2 7.98 9.01 -1.03 -12.91
4 1 9.26 10.64 -1.38 -14.90
4 2 8.74 16.40 -7.66 -87.64
5 1 8.76 8.38 0.38 4.34
5 2 9.07 7.25 1.82 20.07
6 1 9.47 10.33 -0.86 -9.08
6 2 9.51 10.56 -1.05 -11.04
7 1 7.50 5.49 2.01 26.80
7 2 5.16 5.34 -0.18 -3.49
8 1 5.88 5.89 -0,01 -0.17
8 2 8.41 5.10 3.31 39.36
9 1 8.52 6.86 1.66 19.48

56



9 2 8.51 5.03 3.48 40.89
10 1 9.18 5.67 3.51 38.24
10 2 8.89 5.22 3.67 41.28
11 1 11.30 6.33 4.97 43.98
11 2 11.71 5.23 6.48 55.34
12 1 4.96 8.23 -3.27 -65.93
12 2 5.66 7.84 -2.18 -38.52
13 1 15.47 12.26 3.21 20.75
13 2 8.98 9.77 -0.79 -8.80
14 1 3.85 7.41 -3.56 -92.47
14 2 4.44 7.62 -3.18 -71.62
15 1 5.50 8.58 -3.08 -56.00
15 2 5.50 7.78 -2.28 -41.45
16 1 5.05 6.04 -0.99 -19.60
16 2 7.26 5.61 1.65 22.73
17 1 5.45 6.87 -1.42 -26.06
17 2 5.09 6.61 -1.52 -29.86
18 1 11.67 11.91 -0.24 -2.06
18 2 21.55 9.94 11.61 53.87
19 1 6.85 30.64 -23.79 -347.30
19 2 9.71 5.77 3.94 40.58
20 1 8.50 17.11 -8.61 -101.29
20 2 8.10 19.64 -11.54 -142.47
21 1 11.26 18.73 -7.47 -66.34
21 2 10.34 19.70 -9.36 -90.52
22 1 9.28 14.69 -5.41 -58.30
22 2 10.25 11.36 -1.11 -10.83
23 1 6.75 6.64 0.11 1.63
23 2 8.34 5.32 3.02 36.21
24 1 11.36 6.04 5.32 46.83
24 2 7.88 6.47 1.41 17.89
25 1 6.13 4.74 1.39 22.68
25 2 6.26 4.79 1.47 23.48
26 1 38.44 10.75 27.69 72.03
26 2 8.39 9.21 -0.82 -9.77

Tab. 20: Datenubersicht Uber den héchsten Messwert (C-Max) vor und nach

Bearbeitung der Bildgalerie fur beide Messreihen a 26 Messungen (n = 52)
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C-Max vor C-Max nach
Messreihe Bearbeitung der | Bearbeitung der Differenz Differenz in %
Bildgalerie Bildgalerie
Beide Messreihen
Mittelwert 9,09 9,08 0,01 -13,53
SD 5,51 4,97 6,80 66,61
cv 60,57 54,76 44769,68 -492,18
Median 8,40 7,515 -0,135 -1,99
Kleinster Wert 3,85 4,47 -23,79 -347,3
GroRter Wert 38,44 30,64 27,69 72,0
Messreihe 1
Mittelwert 9,85 9,68 0,17 -18,95
SD 7,07 5,63 8,48 80,76
cv 71,75 58,26 48,86 -4,26
Median 8,51 7,82 0,04 0,73
Kleinster Wert 3,85 4,47 -23,79 -347,30
GroRter Wert 38,44 30,64 27,69 72,03
Messreihe 2
Mittelwert 8,35 8,49 -0,14 -8,11
SD 3,29 4,24 4,74 49,67
cv 39,46 49,92 -3313,70 -611,76
Median 8,375 7,435 -0,485 -6,14
Kleinster Wert 4,44 4,78 -11,54 -142,47
GroRter Wert 21,55 19,70 11,61 55,34

Tab. 21: Statistische Grunddaten Uber den hochsten Messwert (C-Max) vor und
nach Bearbeitung der Bildgalerie. Angaben flir beide Messreihen a 26
Messungen (n = 52) sowie fur die einzelnen Messreihen 1 und 2 getrennt. SD =
Standardabweichung, CV = Variationskoeffizient

Aufgrund der doch recht deutlichen Abweichungen der Messwerte zueinander

bestand keine eindeutige Korrelation zwischen den C-Max-Werten vor und
nach Bearbeitung der Bildgalerie (0,1240 bzw. 0,2253) (Tabelle 22).
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C-Max vor Bearbeitung |nach Bearbeitung Differenz Differenz in %
Messreihe 1
vor Bearbeitung -
nach Bearbeitung 0.1240
Differenz 0.7513 -0.5617 ---
Differenz in % 0.3717 -0.7998 0.8418 ---
Messreihe 2
vor Bearbeitung
nach Bearbeitung 0.2253 -
Differenz 0.4858 -0.7422
Differenz in % 0.3261 -0.8037 0.9453 ---

Tab. 22: Korrelationskoeffizienten fur die zum maximalen Messwert (C-Max)
erhobenen Variablen, getrennt nach den Messreihen 1 und 2.

Abschliel3end sind noch die Ergebnisse des t-Tests bzw. des Mann-Whitney U-
Test wiedergegeben (Tabelle 23). Bei einem p-Wert von jeweils > 0,05 1asst
sich annehmen, dass die Messwertpaare beider Messreihen eine gute

Vergleichbarkeit untereinander aufweisen.

C-Max t-Test Mann-Whitney U-Test
vor Bearbeitung 0.3750 0.7559
nach Bearbeitung 0.4157 0.3000
Differenz 0.9041 0.9100
Differenz in % 0.5276 0.8211

Tab. 23: p-Werte des t-Tests und des Mann-Whitney U-Tests im Vergleich der
Messreihen 1 und 2 fur die zum maximalen Messwert (C-Max) erhobenen
Variablen

Fur alle 52 Messungen gibt Abb. 25 die Beziehung zwischen dem maximalen
Messwert (C-Max) vor und nach Bearbeitung der Bildgalerie wieder. Dabei zeigt
sich bis zu einem C-Max-Wert von ca. 15c eine vorwiegend als linear zu

bezeichnende Beziehung der Messwerte.
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Abb. 25: Graphische Darstellung der 52 Messwerte der Messreihen 1 und 2 fur
den maximalen Messwert (C-Max) vor und nach Bearbeitung der Bildgalerie.
Die Ziffern 1 bis 5 in der Grafik geben wieder, wie viele Messpunkte auf einen
Datenpunkt fallen. Die Ziffernsumme betragt entsprechend 52.

4.3.3 Lage des ersten Peak

Die Lage des ersten Peaks ist zwar formal ein sich kontinuierlich erstreckender
Parameter, wird aber mit bestimmten festen Grenzen interpretiert (siehe
Material und Methoden). Deswegen macht es Sinn, seine Datenverteilung
genauer zu betrachten und auch naturliche Schwankungsbreiten zu ermitteln,
mit denen man von Messung zu Messung rechnen muss. Die entsprechenden
Berechnungen wurden aus klinischen Grinden fur die als Tribukait B bzw. als

Tribukait C beurteilten Falle getrennt vorgenommen.
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4.3.3.1 Tribukait B-Falle

Vergleich zwischen manueller Messung und automatisierter Messung

Der im Folgenden wiedergegebene Vergleich bertcksichtigt die manuelle
Messung und als reprasentatives Beispiel fur die Automatisierung das Ergebnis
der ersten automatisierten Messung. Tabelle 24 stellt die Ergebnisse der
Messungen gegenuber. Der durchschnittiche Wert fur die automatisierten
Messungen liegt bei 2,0325¢ und fur die manuellen Messungen bei 2,015c, die
mittlere Differenz bei 0,0175c. Die grofte Differenz zwischen zwei Messungen
lag bei 0.09c. Alle Messungen lagen im Toleranzbereich von 2c+10%, so dass
keine aneuploiden DNA-Stammlinien zu beobachten waren. Dass von 12
Messungen neun automatisiert hoher lagen und nur drei niedriger als bei der
manuellen Messung, kann bei den minimalen Abweichungen vernachlassigt
werden und ist hier nicht als relevanter oder gar klinisch entscheidender Trend
fur eine Neigung der automatisierten Messungen zu hoheren Messwerten zu

interpretieren.

Tribukait B

Fall Manuelle Automatisierte Differenz
Messung Messung
1 1,98¢c 2,01c 0,03c
2 2,04c 2,05¢c 0,01c
3 2,01c 2,06¢c 0,05¢c
4 2,02c 2,00c -0,02c
5 2,05¢c 2,07c 0,02¢c
6 1,99c 2,00c 0,01c
7 2,04c 2,02¢c -0,02c
8 2,00c 2,03c 0,03c
9 2,04c 2,03c -0,01c
10 2,01c 2,02¢c 0,01c
11 2,00c 2,09¢c 0,09¢c
12 2,00c 2,01c 0,01c
& 2,015¢ & 2,0325¢ @ 0,0175c

Tab. 24: Datenubersicht zur Lage des ersten Peaks im Vergleich der manuellen
und der automatisierten Messung fur Tribukait B-Falle
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Die Tests auf Normalverteilung zeigten, dass die Daten normalverteilt sind und

somit die parametrische Statistik anwendbar war. In Tabelle 25 sind die

entsprechenden Daten dargestellt.

Konfidenzintervall

Konfidenzintervall

Spearman’s t-Test der Konfidenzintervall untere Grenze der obere Grenze der
Korrelationskoeffizient Stichproben des Bias Ubereinstimmung Ubereinstimmung
(95% Konfidenz) (95% Konfidenz)
Spearman’s ;. \wert t p-wert untere obere untere obere untere obere
Rho
0,166 0,606 1,969 0,075 -0,0021 0,0371 -0,0763 -0,0094 0,0444 0,1113

Tab. 25: Teststatistik zum Vergleich der Lage des Peak
automatischer und manueller Messungen fur Tribukait B-Falle.

1 im Vergleich

Aus den Daten und der Wertetabelle oben kann man ablesen, dass die
Messwerte des Peak 1 der Diagnosegruppe Tribukait B weitestgehend
Ubereinstimmend sind. Auch der Bland-Altman-Plot (Abb. 26) zeigt keine
auffalligen Schwankungen der Messwerte bei einer maximalen Abweichung von
0,09c und lasst erkennen, dass die gemessenen Schwankungen unabhangig

von der Lage der Messwerte sind.
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Abb. 26: Bland-Altman-Plot fir Peak 1 im Vergleich der manuellen Messung
(M) und der ersten automatisierten Messung (A) der Tribukait B-Falle. x-Achse:
Mittelwert der beiden Messwerte, y-Achse: Differenz der beiden Messwerte.
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Vergleich zwischen den beiden automatisierten Messungen

Die Daten fur den Vergleich der beiden automatisierten Messungen sind in
Tabelle 26 wiedergegeben. Auch hier stellen sich die Messwerte weitgehend
gleichlautend flir beide Messungen dar. Der durchschnittiche Wert fiur die
Messungen liegt bei 2,0325¢ bzw. bei 2,0367¢ und unterscheidet sich somit um
weniger als 0,01c. Die groflte Differenz zwischen zwei Messungen betrug
0,09c. Alle Messwerte verblieben im Toleranzbereich von 2¢c+10%, so dass
keine aneuploiden DNA-Stammlinien auftraten. In jeweils sechs Fallen lagen
die erste oder die zweite Messung um einen geringen Betrag hoher bzw.

niedriger, so dass sich hier kein auswertbarer Trend darstellte.

Tribukait B

Fall Automatisierte Automatisierte Differenz
Messung 1 Messung 2
1 2,01c 2,02c -0,01c
2 2,05¢c 2,06¢c -0,01c
3 2,06¢c 2,01c 0,05¢c
4 2,00c 2,00c 0,00c
5 2,07c 2,05¢ 0,02c
6 2,00c 1,97c 0,03c
7 2,02¢ 2,00c 0,02c
8 2,03c 1,95¢ 0,08c
9 2,03c 2,08c -0,05¢c
10 2,02c 2,07c -0,05¢
11 2,09¢c 2,13c -0,04c
12 2,01c 2,10c -0,09c
J 2,0325¢ J 2,0367c @ 0,0042c

Tab. 26: Datenubersicht zur Lage des ersten Peaks im Vergleich der beiden
automatisierten Messungen fur die Tribukait B-Falle

Die Tests auf Normalverteilung zeigten, dass auch diese Daten normalverteilt
waren und somit die parametrische Statistik angewendet werden konnte. In

Tabelle 27 sind die entsprechenden Daten dargestellt.
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Spearman's

t-Test der
Stichproben (Bias

Konfidenzintervall

Konfidenzintervall
untere Grenze der

Konfidenzintervall
obere Grenze der

Korrelationskoeffizient null) des Bias Ubereinstimmung Ubereinstimmung
(95% Konfidenz) (95% Konfidenz)
Spe%’ man’s  , wert t p-wert  untere  obere  untere obere untere obere
0
-0,568 0,054 -0,267 0,794 -0,0618 0,0132 -0,0700 -0,0188 0,0224 0,0737

Tab. 27: Teststatistik zum Vergleich der Lage des Peak 1 im Vergleich der
beiden automatisierten Messungen fur Tribukait B-Falle.

Aus den Daten und der Wertetabelle oben kann man ablesen, dass die
Messwerte des Peak 1 der Diagnosegruppe Tribukait B weitestgehend
Ubereinstimmen. Auch der Bland-Altman-Plot (Abb. 27) zeigt keine auffalligen

Schwankungen der Messwerte bei einer maximalen Abweichung von 0,09c.
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Abb. 27: Bland-Altman-Plot fur Peak 1 im Vergleich der beiden automatisierten
Messungen der Tribukait B-Falle. x-Achse: Mittelwert der beiden Messwerte, y-
Achse: Differenz der beiden Messwerte.

4.3.3.2 Tribukait C-Falle

Vergleich zwischen manueller Messung und automatisierter Messung

Tabelle 28 zeigt die Messwerte fur den Vergleich zwischen der manuellen

Messung und der ersten automatisierten Messung. Der durchschnittliche Wert

64



fur die automatisierten Messungen betragt 2,08c, fur die manuellen Messungen
2,045¢c, die mittlere Differenz 0,034c. Die grofte Differenz zwischen zwei
Messungen lag in zwei Fallen bei 0,15c. Vier manuelle Messwerte lagen am
Rand des Toleranzbereiches von 2c+10%, wurden aber als noch nicht Beleg fur

eine aneuploide DNA-Stammlinie interpretiert.

Dass von 15 Messungen zwolf automatisiert héher lagen und nur drei niedriger
als bei der manuellen Messung, ist zwar ein zu beachtender Trend, spielt aber
bei den im Grunde sehr geringen Abweichungen keine flr klinische oder metho-

dische Aussagen wesentliche Rolle.

Tribukait C

Fall Manuelle Automatisierte Differenz
Messung Messung

1 2,00c 2,11c -0,11c
2 2,04c 2,17c -0,13c
3 2,21c 2,06¢c 0,15¢c
4 2,20c 2,09c 0,11c
5 2,20c 2,05¢c 0,15¢c
6 2,06¢c 2,00c 0,06¢c
7 1,99c 1,98¢c 0,01c
8 1,95¢ 1,91c 0,04c
9 2,10c 2,09c 0,01c
10 2,05¢c 2,05¢c 0,00c
11 2,13c 2,07c 0,06¢c
12 2,06¢c 1,95¢ 0,11c
13 2,00c 2,00c 0,00c
14 2,20c 2,06¢c 0,14c
15 2,01c 2,08c -0,07c

J 2,08c @ 2,045¢c @ 0,034c

Tab. 28: Datenubersicht zur Lage des ersten Peaks im Vergleich der manuellen
und der automatisierten Messung fur Tribukait C-Falle

Die Tests auf Normalverteilung zeigten, dass die Daten normalverteilt sind und
somit die parametrische Statistik anwendbar war. In Tabelle 29 sind die ent-

sprechenden Daten dargestellt.
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Konfidenzintervall

Konfidenzintervall

Spearman’s t-Test der Konfidenzintervall untere Grenze der obere Grenze der
Korrelationskoeffizient Stichproben des Bias Ubereinstimmung Ubereinstimmung
(95% Konfidenz) (95% Konfidenz)
Spearman’s ;. \ert t p-wert untere obere untere obere untere obere
Rho
-0,445 0,096 -1,523 0,150 -0,0851 0,0144 -0,2965 -0,1263 0,0557 0,2258

Tab. 29: Teststatistik zum Vergleich der Lage des Peak
automatischer und manueller Messungen fur Tribukait C-Falle.

1 im Vergleich

Aus den Daten und der Wertetabelle oben kann man ablesen, dass die

Messwerte des Peak 1 der Diagnosegruppe Tribukait C eine gute
Ubereinstimmung zeigen. Der Bland-Altman-Plot (Abb. 28) zeigt alle Werte-
paare im Toleranzbereich, aulerdem lasst sich ablesen, dass die gemessenen
Schwankungen offenbar als unabhangig von der Lage der Messwerte

betrachtet werden konnen.

(A-M)

Mittel + 1 965D

=}
=

Witte! - 1 965D
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Tri.C_Peak1_Durchschnitt von A & M

Abb. 28: Bland-Altman-Plot fir Peak 1 im Vergleich der manuellen Messung
(M) und der ersten automatisierten Messung (A) der Tribukait C-Falle. x-Achse:
Mittelwert der beiden Messwerte, y-Achse: Differenz der beiden Messwerte.
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Vergleich zwischen den beiden automatisierten Messungen

Die Daten fur den Vergleich der beiden automatisierten Messungen zeigt
Tabelle 30. Bei Fall 13 lie3 sich die zweite Messung nicht verlasslich
auswerten, so dass der Fall hier nicht berlcksichtigt werden konnte. Insgesamt
stellen sich die Messwerte weitgehend gleichlautend fur beide Messungen dar;
die durchschnittlichen Werte fur die Messungen liegen bei 2,045¢c bzw. bei
2,016¢ und unterscheiden sich somit nur um fast genau 0,03c. Die groRte
Differenz zwischen zwei Messungen betrug 0,08c. Alle Messwerte lagen bei 2c
+ 10% und somit im Toleranzbereich von; aneuploiden DNA-Stammlinien
kamen nicht vor. Bei neun Fallen lag der erste Messwert hdher, bei funfen der
zweite, was bei den geringen Unterschieden nicht fur einen auswertbaren

Trend spricht.

Tribukait C

Fall Automatisierte Automatisierte Differenz
Messung 1 Messung 2
1 2,11c 2,03c 0,08c
2 2,17c 2,10c 0,07c
3 2,06¢c 2,00c 0,06¢c
4 2,09¢c 2,15¢c -0,06¢
5 2,05¢c 2,00c 0,05¢c
6 2,00c 1,95¢ 0,05¢c
7 1,98¢c 2,05¢c -0,07c
8 1,91c 1,95¢ -0,04c
9 2,09c 2,03c 0,06¢c
10 2,05¢c 2,06c -0,01c
11 2,07c 2,09¢c -0,02c
12 1,95¢ 1,83c 0,12¢c
13 2,00c - -
14 2,06¢c 1,94c 0,12¢c
15 2,08c 2,04c 0,04c
J 2,045¢ J 2,016¢ J 0,032c

Tab. 30: Datenubersicht zur Lage des ersten Peaks im Vergleich der beiden
automatisierten Messung fur die Tribukait C-Falle

Die Tests auf Normalverteilung zeigten, dass auch an diesen Daten eine
parametrische Statistik angewendet werden konnte. In Tabelle 31 sind die

entsprechenden Daten wiedergegeben.
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Konfidenzintervall

Konfidenzintervall

Spearman’s t-Test der Konfidenzintervall untere Grenze der obere Grenze der
Korrelationskoeffizient Stichproben des Bias Ubereinstimmung Ubereinstimmung
(95% Konfidenz) (95% Konfidenz)
Spez;\{r:lan's p-wert t p-wert  untere  obere  untere obere untere obere
o
-0,130 0,658 1,939 0,075 -0,0037 0,0680 -0,1507 -0,0282 0,0925 0,2150

Tab. 31: Teststatistik zum Vergleich der Lage des Peak 1 im Vergleich der
beiden automatisierten Messungen fur Tribukait C-Falle.

Aus den Daten und der Wertetabelle oben kann man ablesen, dass die

Messwerte des Peak 1 der Diagnosegruppe Tribukait C weitestgehend

ubereinstimmend sind. Der Bland-Altman-Plot (Abb. 29) weist keine auffalligen

Schwankungen der Messwerte auf; die Breite des Konfidenzintervalls des

Vertrauensbereiches wird weder ausgeschopft,

noch Uberschritten.

Eine

Abhangigkeit der gemessenen Unterschiede von der Hohe der Messwerte ist

nicht zu erkennen.

(Messung1 - Messung3)

Tri.C_Peak1_Unterschied
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Abb. 29: Bland-Altman-Plot fur Peak 1 im Vergleich der beiden automatisierten
Messungen der Tribukait C-Falle. x-Achse: Mittelwert der beiden Messwerte, y-
Achse: Differenz der beiden Messwerte.
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4.3.4 Lage des zweiten Peak

4.3.4.1 Tribukait B-Falle

Vergleich zwischen manueller Messung und automatisierter Messung

Der im Folgenden wiedergegebene Vergleich bezieht sich auf die manuelle
Messung und als reprasentatives Beispiel das Ergebnis der ersten automati-
sierten Messung. Tabelle 32 stellt die Messergebnisse dar. Der durch-
schnittliche Wert flr die automatisierten Messungen liegt bei 4,07c und fur die
manuellen Messungen bei 4,25c, die mittlere Differenz bei -0,18c, die groflte
Differenz bei -0,67c. Nicht alle automatisierten Messungen hielten den Tole-
ranzbereich von 4c+10% ein; eine der 12 Messungen lag mit 4,70c klar Gber
der Schwelle von 4,4c, eine weitere ergab gerade noch den Schwellenwert.
Dass von 12 Messungen elf automatisiert héher lagen als bei der manuellen
Messung, bestatigt den gleichartigen Trend beim ersten Peak (dort 9:3). Auch
wenn die durchschnittliche Abweichung mit -0,18c nicht sehr hoch wirkt, betragt
sie doch bereits 45% und damit fast die Halfte der zu einer Seite von 4c
erlaubten Abweichung bei der klinischen Interpretation (0,18c von 0,40c).

Tribukait B

Fall Manuelle Automatisierte Differenz
Messung Messung

1 3,97¢c 4,26¢ -0,29c
2 4,29¢c 4,31c -0,02c
3 4,04c 4.21c -0,17c
4 4,03c 4,70c -0,67c
5 4,27c 4,38¢c -0,11c
6 3,98¢c 4.14¢c -0,16¢
7 3,98¢c 4,04c -0,06¢
8 4,00c 4.14c -0,14c
9 4,15¢ 4,31c -0,16¢
10 4,01c 4.41c -0,40c
11 4,00c 3,90c 0,10c
12 4,15¢ 4,20c -0,05¢

d 4,07c d 4,25¢c @ -0,18¢c

Tab. 32: Datenubersicht zur Lage des zweiten Peaks im Vergleich der
manuellen und der automatisierten Messung fur Tribukait B-Falle
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Die Tests auf Normalverteilung zeigten, dass die Daten normalverteilt sind und
somit die parametrische Statistik anwendbar war. In Tabelle 33 sind die
entsprechenden Daten dargestellt.

Konfidenzintervall (95% Konfidenzintervall (95%
Spearman Korrelationskoeffizient Konfidenz) der Schiatzung 75% Konfidenz) der Schitzung 83%
(0,2) (0,3)
p-wert untere obere untere Obere
Spearman-Rho
0,315 0,319 42,8% 94,5% 51,6% 97,9%

Tab. 33: Teststatistik zum Vergleich der Lage des Peak 2 im Vergleich
automatischer und manueller Messungen fur Tribukait B-Falle.

Aus den Daten und der Wertetabelle oben kann man ablesen, dass die
Messwerte des Peak 2 der Diagnosegruppe Tribukait B vergleichbar sind, aber
im Trend bei der automatisierten Messung hoher liegen. Auch der Bland-
Altman-Plot (Abb. 30) illustriert diesen Sachverhalt noch einmal gut, erkennbar
daran, dass die meisten Werte oberhalb der Null-Linie der y-Achse liegen. Zwei

Falle liegen aulRerhalb des Vertrauensbereiches, einer davon deutlich (Fall 4).
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Abb. 30: Bland-Altman-Plot fir Peak 2 im Vergleich der manuellen Messung
(M) und der ersten automatisierten Messung (A) der Tribukait B-Falle. x-Achse:
Mittelwert der beiden Messwerte, y-Achse: Differenz der beiden Messwerte.
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Vergleich zwischen den beiden automatisierten Messungen

Die Daten fur den Vergleich der beiden automatisierten Messungen sind in
Tabelle 34 wiedergegeben. Zu bemerken ist, dass sich in drei Fallen bei der
zweiten Messung kein eigentlicher Peak abgrenzen lie. Fur die neun
verbliebenen Falle stellen sich die Messwerte annahernd gleich flr beide
Messungen dar. Die Mittelwerte fur die Messungen betragen 4,26¢ bzw. 4,25c
und unterscheiden sich somit lediglich um 0,01c. Die grofite Differenz zwischen
zwei Messungen betrug allerdings doch bereits 0,24c. Acht Falle zeigten
Messwerte innerhalb des Toleranzbereiches von 4c £ 10%, im neunten Fall
lagen beide Peaks mit fast gleichen Werten von 4,70c und 4,60c jeweils
aulderhalb. In finf Fallen zeigte die erste Messung einen héheren Wert fir den

zweiten Peak, in vier Fallen die zweite, was ausgeglichen ist.

Tribukait B

Fall Automatisierte Automatisierte Differenz
Messung 1 Messung 2
1 4,26¢ 4,30c -0,04c
2 4,31¢c 4,39¢c -0,08c
3 4,21¢c 4,31c -0,10c
4 4,70c 4,69¢c 0,01c
5 4,38¢c 4,14c 0,24c
6 4.14c 4,06¢c 0,08c
7 4,04c 4,20c -0,16¢
8 4.14¢c 4,11c 0,03c
9 4,31¢c - -
10 4.41c - -
11 3,90c - -
12 4,20c 4,09¢c 0,11c
J 4,26¢ @ 4,25¢c @ 0,01c

Tab. 34: Datenubersicht zur Lage des zweiten Peaks im Vergleich der beiden
automatisierten Messungen fur die Tribukait B-Falle. Im Mittelwert der auto-
matisierten Messung 1 sind die Messwerte der Falle 9-11 nicht berucksichtigt.

Die Tests auf Normalverteilung zeigten, dass auch diese Daten normalverteilt
waren und somit die parametrische Statistik angewendet werden konnte. In

Tabelle 35 sind die entsprechenden Daten dargestellt.
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Konfidenzintervall

Konfidenzintervall

Spearman’s t-Test der Konfidenzintervall untere Grenze der obere Grenze der
Korrelationskoeffizient Stichproben des Bias Ubereinstimmung Ubereinstimmung
(95% Konfidenz) (95% Konfidenz)
Spe;r:‘nan's p-Wert t p-Wert  untere  obere  untere obere untere obere
o
-0,142 0,715 0,245 0,813 -0,0841 0,1041 -0,3907 -0,0690 0,0890 0,4107

Tab. 35: Teststatistik zum Vergleich der Lage des Peak 2 im Vergleich der

beiden automatisierten Messungen fur Tribukait B-Falle.

Aus den Daten und der Wertetabelle ergibt sich, dass die Messwerte des Peak

2 der Diagnosegruppe Tribukait B bei den beiden automatisierten Messungen

zwar in den Mittelwerten fast genau Ubereinstimmen, aber dennoch eine

gewisse Schwankung der Werte vorhanden ist. Der Bland-Altman-Plot (Abb.

31) illustriert diesen Sachverhalt. Dabei bleiben alle Wertepaare im Vertrauens-

bereich, und eine Abhangigkeit der gemessenen Unterschiede von der Hohe

der Messwerte ist nicht erkennbar.
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Abb. 31: Bland-Altman-Plot fur Peak 2 im Vergleich der beiden automatisierten
Messungen der Tribukait B-Falle. x-Achse: Mittelwert der beiden Messwerte, y-

Achse: Differenz der beiden Messwerte.
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4.3.4.2 Tribukait C-Falle

Vergleich zwischen manueller Messung und automatisierter Messung

Tabelle 36 stellt die Messwerte fur den Vergleich zwischen der manuellen
Messung und der ersten automatisierten Messung dar. Der durchschnittliche
Wert flr die automatisierten Messungen lag bei 4,17c, fir die manuellen
Messungen bei 4,38c; die mittlere Differenz betrug -0,21c. Die grofdte Differenz
zwischen zwei Messungen lag bei -0,68c. Funf manuelle und sieben
automatisierte Messwerte befanden sich auf3erhalb des Toleranzbereiches von
4c +/- 10% und wurden als Beleg fur eine aneuploide DNA-Stammlinie inter-
pretiert. Dass von 15 Messungen elf automatisiert hohere Werte zeigten und
nur vier niedriger lagen als bei der manuellen Messung, ist ein zu beachtender
Trend, spielt aber bei den noch recht geringen Abweichungen keine

wesentliche Rolle.

Tribukait C

Fall Manuelle Automatisierte Differenz
Messung Messung

1 4,10c 4,38¢c -0,28c
2 3,43c 3,90c -0,47c
3 4.47c 4.44c 0,03c
4 4,30c 3,92¢c 0,38c
5 4,30c 4,20c 0,10c
6 4,03c 4,29¢c -0,26¢
7 3,09¢c 3,44c -0,35c¢c
8 3,95¢ 4.12¢c -0,17c
9 4,33c 4,85¢ -0,52c¢
10 4,01c 4,53c -0,52¢
11 4,39¢c 5,07¢c -0,68c
12 4,38¢c 4.18¢c 0,20c
13 4,30c 4,33c -0,03c
14 4,90c 5,47c -0,57c
15 4,43c 4,50c -0,07c

d417c @ 4,38c @ -0,21c

Tab. 36: Datenubersicht zur Lage des zweiten Peaks im Vergleich der
manuellen und der automatisierten Messung fir Tribukait C-Falle
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Die Tests auf Normalverteilung zeigten, dass die Daten normalverteilt sind und
somit die parametrische Statistik anwendbar war. In Tabelle 37 sind die
entsprechenden Daten dargestellt.

Aus den Daten und der Wertetabelle kann man erkennen, dass die Messwerte
des Peak 2 der
Ubereinstimmung zeigen. Auch der Bland-Altman-Plot (Abb. 32) weist alle

Diagnosegruppe Tribukait C eine noch recht gute
Wertepaare im Toleranzbereich aus, aulerdem lasst sich ablesen, dass die
gemessenen Schwankungen offenbar unabhangig von der Lage der Messwerte
waren. Der t-Test bzgl. der Lage des Mittelwertes der beiden einzelnen
Messwerte im Vergleich zur Null-Linie weist allerdings mit p = 0,019 darauf,
dass der Unterschied von im Durchschnitt -0,21c statistisch signifikant ist.

Spearman's

t-Test der

Konfidenzintervall

Konfidenzintervall
untere Grenze der

Konfidenzintervall
obere Grenze der

Korrelationskoeffizient Stichproben des Bias Ubereinstimmung  Ubereinstimmung

(95% Konfidenz) (95% Konfidenz)

Spearman's  p.\ert t p-wert untere  obere untere  obere  untere obere
Rho

0,271 0,328 2,659 0,019 0,0414 0,3866 -0,6922 -0,1018 0,5298 1,1202

Tab. 37: Teststatistik zum Vergleich der Lage des Peak 2 im Vergleich
automatischer und manueller Messungen fur Tribukait C-Falle.
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Abb. 32: Bland-Altman-Plot fir Peak 2 im Vergleich der manuellen Messung
(M) und der ersten automatisierten Messung (A) der Tribukait C-Falle. x-Achse:
Mittelwert der beiden Messwerte, y-Achse: Differenz der beiden Messwerte.
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Vergleich zwischen den beiden automatisierten Messungen

Die Daten fur den Vergleich der beiden automatisierten Messungen sind in
Tabelle 38 wiedergegeben. Bei Fall 13 liel3 sich die zweite Messung nicht
auswerten, so dass der Fall hier nicht berucksichtigt werden konnte. Insgesamt
waren sich die Messwerte weitgehend gleich; die durchschnittlichen Werte
lagen bei 4,38c bzw. bei 4,28c und unterschieden sich somit nur um 0,10c. Die
grolte Differenz zwischen zwei Messungen betrug allerdings doch 0,71c.
Sieben Messwerte der ersten und funf Messwerte der zweiten automatisierten
Messung zeigten sich aul3erhalb des Toleranzbereiches von 4c +/- 10% und
fuhrten zur Einordnung als aneuploide DNA-Stammlinie. Bei sieben Fallen lag
der erste Messwert hoher, bei sechsen der zweite, in einem Fall waren beide
Messwerte exakt gleich; insgesamt ergab sich hier kein auf Unterschiede

zwischen den Messreihen weisender Trend.

Tribukait C

Fall Automatisierte = Automatisierte Differenz
Messung 1 Messung 2
1 4,38¢c 4,27¢c 0,11c
2 3,90c 3,59¢c 0,31c
3 4,44¢c 4,30c 0,14c
4 3,92c 3,98c -0,06¢
5 4,20c 4,20c 0,00c
6 4,29¢c 4,31c -0,02c
7 3,44c 3,51c -0,07c
8 4.12¢c 4,29¢c -0,17¢c
9 4,85¢c 4.61c 0,24c
10 4,53¢c 4,54¢ -0,01c
11 5,07c 4,96¢ 0,11c
12 4,18¢c 4,40c -0,22c
13 4,33c - -
14 5,47c 4,76¢ 0,71c
15 4,50c 4,22¢c 0,28c
J 4,38¢c J 4,28 @ 0,10c

Tab. 38: Datenubersicht zur Lage des zweiten Peaks im Vergleich der beiden
automatisierten Messungen fur die Tribukait C-Falle. Im Mittelwert der auto-
matisierten Messung 1 ist der Wert von Fall 13 nicht bertcksichtigt.
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Die Tests auf Normalverteilung zeigten, dass auch an diesen Daten eine
parametrische Statistik angewendet werden konnte. In Tabelle 39 sind die
entsprechenden Daten wiedergegeben.

Konfidenzintervall Konfidenzintervall
, t-Test der . .
Spearman's . . Konfidenzintervall  untere Grenze der obere Grenze der
. .. Stichproben (Bias X " T . o
Korrelationskoeffizient null) des Bias Ubereinstimmung Ubereinstimmung
(95% Konfidenz) (95% Konfidenz)
Spearman’  p.ert t p-wert  untere obere untere obere untere obere
s Rho
0,497 0,070 1,156 0,153 -0,0410 0,2338 -0,6049 -0,1351 0,3279 0,7977

Tab. 39: Teststatistik zum Vergleich der Lage des Peak 2 im Vergleich der
beiden automatisierten Messungen fur Tribukait C-Falle.

Aus den Daten und der Wertetabelle ergibt sich, dass die Messwerte des Peak
2 der Diagnosegruppe Tribukait C weitestgehend als Ubereinstimmend
angesehen werden kénnen. Auch der Bland-Altman-Plot (Abb. 33) zeigt im
Wesentlichen keine auffalligen Schwankungen der Messwerte; ein Wertepaar
liegt allerdings auflerhalb des Vertrauensbereiches. Eine Abhangigkeit der
gemessenen Unterschiede von der Hohe der Messwerte ist ebenfalls nicht

abzuleiten.
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Abb. 33: Bland-Altman-Plot flr Peak 2 im Vergleich der beiden automatisierten
Messungen der Tribukait C-Falle. x-Achse: Mittelwert der beiden Messwerte, y-
Achse: Differenz der beiden Messwerte.
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4.4 Klinische Datenauswertung

441 Altersverteilung der Patienten

Von den 27 Fallen waren in der manuellen DNA-zytometrischen Messung 12
als Typ B nach Tribukait (,Tribukait B“) und 15 als Typ C nach Tribukait
(, Tribukait C“) eingestuft worden. Die in Abb. 34 dargestellte Altersverteilung
lasst fur beide Typen eine erwartete Haufung bei Patienten in der Altersklasse
von 61-70 Jahren erkennen; statistisch signifikante Unterschiede bestanden
nicht (Pearson-Chi?-Test: p > 0,05).

81-90 H
i i Tribukait C
i Tribukait B
61-70
51-60 ;
0 2 4 6 8 10

Abb. 34: Altersverteilung der Patienten in 10-Jahres-Gruppen, geordnet nach
den Tribukait-Typen

4.4.2 Gegenuberstellung der Ergebnisse von manuel-
ler und automatisierter DNA-Bildzytometrie

Da die beiden automatisierten DNA-bildzytometrischen Messungen in den 26
Fallen, in denen zwei Messungen erfolgen konnten, jeweils zu einem

gleichlautenden Ergebnis bezuglich des Tribukait-Typs kamen, kdnnen die
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klinischen Ergebnisse im Folgenden vereinfacht als Gegenlberstellung von
manueller Messung und automatisierter Messung dargestellt werden; eine
Fallunterscheidung nach den automatisierten Messungen 1 und 2 ist nicht
notwendig. Alle 53 automatisierten Messungen ergaben einen Typ B oder Typ

C nach Tribukait, Einstufungen als Typ A oder Typ D kamen nicht vor.

Die Ergebnisse der manuellen und der automatisierten DNA-bildzytometrischen
Messungen wurden in einer Vierfeldertafel gegenubergestellt (Tabelle 40).
Neun der 12 Falle mit manuell ermitteltem Typ B wurden automatisiert
gleichartig eingeordnet (75%); beim Typ C wurden 13 von 15 Fallen gleich
eingestuft (86,7%). Insgesamt lagen somit in 22 Fallen konkordante Ergebnisse
vor (81,5%); der Kappa-Wert lag bei 0,622, was einer ,guten Ubereinstimmung*

entspricht.

Automatisierte Manuelle
DNA-Bildzytometrie DNA-Bildzytometrie Total
B C
B 9 2 11
C 3 13 16
Total 12 15 27

Tab. 40: Ubereinstimmungsmatrix von manueller und automatisierter DNA-
bildzytometrischer Messung bei Klassifikation von 27 Prostatakarzinomen als
Typ B oder Typ C nach Tribukait

In finf der 27 Falle lag keine Ubereinstimmung vor. Zwei Falle wurden in der
automatisierten Messung als Tribukait C statt in der manuellen Messung als

Tribukait B, also hoher eingestuft, in drei Fallen war es umgekehrt.

4.4.3 Diskrepant beurteilte Falle

Die zur Diagnose eines Typ B bzw. Typ C fluhrenden DNA-zytometrischen

Kenndaten der funf diskrepanten Falle sind in Tabelle 41 dargestellt.
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Tribukait Peak 1 Peak 2 Peak 3

Auto. Man. Auto. Man. Auto. Man. Auto. Man. Auto. Man.
1 1 B C 217 2,04 3,90 3,43 - - 447 5,30
1 2 B 2,10 3,59 4,78
2 1 B C 2,05 220 4,20 4,30 - - 8,38 10,94
2 2 B 2,00 4,20 7,25
3 1 C B 2,00 2,02 4,70 4,03 - - 567 6,11
3 2 o 2,00 4,69 5,22
4 1 C B 2,07 205 4,38 4,27 5,09 - 6,33 7,23
4 2 o 2,05 4,14 4,63 5,23
5 1 C B 200 199 414 398 491 - 741 8,63
5 2 - 1,97 4,06 4,80 7,62

Tab. 41: DNA-zytometrische Kenndaten der beiden automatisierten und der
singularen manuellen Messung von funf diagnostisch diskrepanten Fallen

Im Folgenden sollen auf die Unterschiede in den DNA-Messwertverteilungen

eingegangen werden und die diagnostischen Interpretationen skizziert werden.

Fall 1:

Die DNA-Histogramme zeigen ein ahnliches Grundmuster mit einer diploiden

DNA-Stammlinie, einem zweiten Peak im Bereich im tetraploiden Bereich um 4c
und Einzelzellen > 4,4c: Diagnostisch ausschlaggebend ist die Interpretation
des zweiten Peaks. Er liegt bei der manuellen Messung aul3erhalb von 4c +/-
10% (= Typ C), bei den beiden automatisierten Messungen innerhalb bzw. auf

der Grenze (= Typ B).

Fall 2:

Die DNA-Histogramme weisen auch hier jeweils eine diploide DNA-Stammlinie
auf, begleitet von einem zweiten Peak im Bereich im tetraploiden Bereich um 4c
und von Einzelzellen > 4,4c: Bei den beiden automatisierten Messungen
reichen die Einzelzellen bis 7,25¢c bzw. 8,38c, bleiben also unterhalb der zu
einer Interpretation als Typ C liegenden Schwelle von 9c, wahrend manuell eine
Zelle mit einem DNA-Gehalt von 10,94c ermittelt wurde. Daraufhin wurden die
Bildgalerien verglichen, die aber nur bedingt hilfreich waren, Zellkerne anhand
der Morphologie vergleichend zwischen verschiedenen Messungen zu

identifizieren und daher keine echte Aufklarung der Situation erméglichten.
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Fall 3:

Alle drei Messungen zeigen eine diploide DNA-Stammlinie sowie einen zweiten
Peak, der bei der manuellen Messung mit 4,03c im tetraploiden Bereich lag
(Typ B), bei den automatisierten Messungen hingegen mit 4,70c und 4,69c im
aneuploiden Bereich von aullerhalb von 4c +/- 10% (Typ C). Zellen mit

Einzelwerten > 9c kamen bei allen drei Messungen nicht vor.

Fall 4.

Die DNA-Histogramme zeigen ein ahnliches Grundmuster mit einer diploiden
DNA-Stammlinie und einem zweiten Peak im Bereich im tetraploiden Bereich
um 4c. Hinzu kommt aber bei beiden automatisierten Messungen ein dritter
Peak aullerhalb des 4c-Bereiches, namlich bei 5,09¢c bzw. bei 4,63c. Zellen mit
Einzelwerten von > 9c¢ wurden nicht nachgewiesen. Der dritte Peak aul3erhalb
des 4c-Bereiches flhrt zur Interpretation der automatisierten Messungen als

Typ C, wahrend die manuelle als Typ B ausgewertet wird.

Fall 5:

Die Unterschiede in den DNA-Histogrammen gleichen denjenigen bei Fall 4. Es
traten auch in diesem Fall bei den automatisierten Messungen dritte Peaks
aullerhalb des 4c-Bereiches auf, namlich bei 5,09c bzw. bei 4,63c, vor, die zur
Einordnung als Typ C fuhrten. Bei der manuellen Messung lag ein solcher
dritter Peak nicht vor (= Typ B).
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5 Diskussion

5.1 Das Prostatakarzinom - ein ,,Sonderfall”“ in der
klinischen Tumormedizin

Das Prostatakarzinom nimmt innerhalb der Karzinome in mehrerlei Hinsicht
eine Sonderstellung ein.

Seit langem ist anerkannt, dass es sich im Wesentlichen um einen Tumor
alterer Manner handelt. In einem aktuellen Review, in dem 29 zwischen 1948
und 2013 veroffentliche, jeweils mindestens 100 Falle aufweisende Obduktions-
statistiken aus Europa, Asien und Amerika zusammengestellt worden waren,
wurde bei insgesamt 8583 Fallen und in allen Studien eine altersabhangig
steigende, sich alle 14 Jahre verdoppelnde adjustierte Pravalenz von Prostata-
karzinomen angegeben (Bell et al. 2015): Bei Mannern von < 30 Jahren betrug
sie 5%, bei Mannern ab 80 Jahren lag sie im Mittel bei 59%. Zu Ende gedacht
fihrt diese Steigerung zu der Uberlegung, ob nicht letztendlich jeder Mann bei

,unendlichem® Leben an einem Prostatakarzinom erkranken wirde.

Ebenfalls war bereits bekannt, dass Prostatakarzinome letztendlich Uber eine
gute Prognose verfiigen. Die aktuellen Zahlen des Robert-Koch-Institutes
geben flir Deutschland, bezogen auf 2011/2012, bei einem medianen
Erkrankungsalter von 71 Jahren absolute 5-Jahres-Uberlebensraten und 10-
Jahres-Uberlebensraten von 78% bzw. 60% an; die entsprechenden relativen,
also auf die allgemeine Sterbetafel von 71-Jahrigen bezogenen Werte liegen
bei 93% bzw. 91%. Berucksichtigt sind dabei alle Sterbefalle, nicht etwa nur die
durch ein Prostatakarzinom bedingten Falle (RKI 2015). Diese Zahlen
unterstreichen die im Allgemeinen sehr gute Prognose von Prostata-
karzinomen; nur fir maligne Hodentumoren ergibt sich mit 96% bzw. 95% ein

besseres relatives 5- bzw. 10-Jahres-Uberleben.
Die statistisch sehr gute Prognose ist allerdings kritisch im Gegenlicht sich

verandernder epidemiologischer Zahlen zu sehen. In einer friheren Auflage der

Krebsdatenlbersicht vom Robert-Koch-Institut, bezogen auf die Zahlen von
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2005/2006, wird die ,Entwicklung von Inzidenz und Mortalitat® wie folgt
beschrieben (RKI 2010):

,Die Zahl jéhrlich neu aufgetretener Krebserkrankungen der Prostata
in Deutschland ist seit 1980 um 200 %, die altersstandardisierte
Erkrankungsrate um 110 % angestiegen. Dieser Anstieg kann
groBtenteils auf den Einsatz neuer Methoden in der Diagnostik, z. B.
der Bestimmung des prostataspezifischen Antigens (PSA),
zurtickgefiihrt werden. Die friihzeitigere, hinsichtlich der Entwicklung
der Krebserkrankung, aber auch in Bezug auf das Alter der Patienten
gestellte Diagnose, fiihrt zu erheblich hbheren Erkrankungsraten im
Altersbereich zwischen 50 wund 69 Jahren bei gleichzeitig
abnehmenden Erkrankungsraten (lber 75-Jdhriger und einem
abnehmenden mittleren Erkrankungsalter von 73 Jahren 1980 auf 69
Jahre 2006. Die Zahl der Sterbefélle hat in Folge der demografischen
Entwicklung, d. h. der Zunahme é&lterer Ménner in der Bevédlkerung,
seit 1980 zwar um 30 % zugenommen, die altersstandardisierte
Sterberate ist aber um 20 % gefallen.*

Der dramatische Anstieg von diagnostizierten Prostatakarzinomen Iasst sich
auch aus Abb. 35 ablesen.

Stellung des Prostatakarzinoms
in der aktuellen deutschen Tumorstatistik

[nach Robert Koch-Institut 2008]

Altersstandardisierte Inzidenz und Mortalitst in Deutschland 1 Altersstandardisierte Inzidenz und Montalitat in Deutschland 1980 - 2004, ICD-10 Coo-g7 ohne C44
Falie pra 100.000 {Europastendard) Falie pro 100.000 (Furopastandard)

. Manner ot Manner o Frauen

Prostatakarzinom Alle Tumorentitaten

Abb. 35: Altersstandardisierte Inzidenz von Prostatakarzinomen sowie allen
Malignomen bei Mannern und Frauen in Deutschland zwischen 1980 und 2005
(Biesterfeld 2014 nach RKI-Daten (RKI 2012)); Details siehe folgenden Text.
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Sie illustriert seinen Anstieg von ca. 45 Fallen / 100.000 Méanner im Jahr 1980
auf ca. 115 Falle im Jahr 2005. Setzt man diese Zahlen in das Verhaltnis zum
Anstieg aller maligner Tumoren bei Mannern im gleichen Zeitraum (von ca. 350
auf ca. 450), so gehen ca. 70% des Anstiegs an Tumorfallen auf das Konto neu

entdeckter Prostatakarzinome.

Die stark gestiegene Inzidenz wurde frihzeitig bereits als Effekt neu
entstandener diagnostischer Moglichkeiten, insbesondere der standardisierten
Prostatastanzbiopsie bei erhdhtem PSA-Wert, gedeutet und nicht als Indikator
fur eine wirklich vermehrte Zahl von Neuerkrankungen gesehen. Entsprechend
ging man davon aus, dass bei vielen Patienten Prostatakarzinome dia-
gnostiziert wurden, die ihnen vielfach Uber ihre gesamte Lebenszeit keine
klinischen Probleme gemacht hatten, wenn sie unentdeckt geblieben waren. Im
Grunde bedeutete die hdhere Detektionsrate der Karzinome eine Annaherung
der Krankheitszahlen an die oben erwahnten Tumorraten in den Obduktions-

statistiken.

Dass es Patienten gab, die ein Prostatakarzinom sehr lange Zeit Uberlebten
und nicht ,am®, sondern ,mit dem® Prostatakarzinom verstarben, war ebenso
bekannt wie die Tatsache, dass andere Patienten schnell nach Metastasierung
an diesem Tumor verstarben. Hieraus resultierten bereits in den 70er Jahren
die Wortschépfungen des ,Haustierkrebses” und des ,Raubtierkrebses®, die von
Hackethal eingefihrt bzw. auf das Prostatakarzinom angewandt wurden.
Gerade das Wissen um die schlechten schnellen Verlaufe der ,Raubtierkrebse”
fuhrte dazu, dass in der Urologie eine Zeitlang der hohen Zahl von
Neuerkrankungen mit erheblichen therapeutischen Anstrengungen begegnet
wurde, obwohl klar war, dass man damit bei der guten Gesamtprognose vielen

Patienten eine Ubertherapie anbot.

Was es allerdings ebenfalls bereits lange gab, war die Strategie des heute

,Watchful Waiting“? genannten therapeutischen Abwartens bei Patienten, die

2 Eine Definition des Watchful Waiting ergibt sich aus Empfehlung 5.11 der S3-Leitilinie: ,Langfristige
Beobachtung und sekundare symptomorientierte Therapie (,Watchful Waiting®) statt kurativer Behandlung
soll bei Patienten erortert werden, die eine mutmaRliche Lebenserwartung unter zehn Jahren haben.*
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aus anderen Grunden Uber eine nur geringe Lebenserwartung verfugten, weil
sie beispielsweise sehr alt waren oder an anderen, die Prognose
einschrankenden bzw. einer Therapie hinderlichen chronischen Erkrankungen
litten. Rationale flr eine abwartende Haltung ist dabei, dass das
Prostatakarzinom des Patienten oft nur langsam voranschreitet und die
Komorbiditaten im Grunde den klinischen Gesamtverlauf in einem hoheren
MalRe bestimmen (Adolfsson 2008, Mottet et al. 2017).

Fir die anderen Patienten wurden hormonelle Verfahren, strahlen-
therapeutische Verfahren bzw. die radikale Prostatektomie vorgesehen. Gerade
die Zahl letzterer Eingriffe nahm in den 90er Jahren nach Erfahrungen der
Pathologen im Krankengut der Urologischen Kliniken deutlich zu; auch das
Ausmald ihrer Aufarbeitung veranderte sich von orientierenden Schnitt-
fuhrungen hin zur kompletten Einbettung, welche heute Standard ist. In der
Empfehlung 4.35 der S3-Leitlinie wird dazu unverandert seit 2009 explizit u.a.
ausgefuhrt, "das Prostatektomiepraparat (solle) in der transversalen Ebene in 3-
5 mm dicke Scheiben lamelliert und komplett eingebettet werden (Grof3-
flachenschnitte) oder orientiert in normalen Histologiekapseln" (Leitlinie
Onkologie 2016). Man verspricht sich davon eine sicherere Beurteilung des
Tumorstadiums (T2 vs. T3a oder T3b) und eine besser begrindete Aussage
daruber, ob der Resektionsrand im Gesunden ist (RO vs. R1) (Desai et al.
2002).

Sowohl die Hormontherapie, als auch die Strahlentherapie und die radikale
Prostatektomie bringen aber zu diskutierende Nebenwirkungen mit sich.
Exemplarisch soll hier auf diejenigen der radikalen Prostatektomie als dem
operativen Standardverfahren eingegangen werden. Erwahnt werden im Kapitel
5.3 der S3-Leitlinie (,Lokale Therapie des lokal begrenzten Prostatakarzinoms®)
therapierelevante Blutungen, rektale Verletzungen, tiefe Beinvenenthrombosen
und Lungenembolien, Lymphozelen, Urin-Leckagen und Fisteln, geringgradige
bzw. hochgradige Belastungsinkontinenz, erektile Dysfunktion, Blasenhals-
bzw. Ureterobstruktion und Urethrastriktur. Die im Kapitel 13.3 (,Vergleichende
Zusammenstellung des Nebenwirkungsprofils der Verfahren zur Prostata-

karzinombehandlung®) tabellarisch zusammengefassten prozentualen Werte
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aus verschiedenen Studien und Leitlinien fur alle kurativen Therapieansatze,
insbesondere auch unter Einbeziehung der strahlentherapeutischen Verfahren,
sind durchaus bedenkenswert, auch wenn sie stark von Studie zu Studie
schwanken. In einem neueren systematischen Review zu den Nebenwirkungen
der radikalen Prostatektomie wurden beispielsweise Werte fiur erektile
Dysfunktion zwischen <5% und 86% herausgearbeitet (Wilt et al. 2008), also
mit im Grunde unverstandliche Spannweite der Daten. Im Durchschnitt der
Studien durften sie Uber alle Verfahren bei etwa 30%-50% liegen. Flr eine
persistierende Harninkontinenz werden bei der radikalen Prostatektomie Werte
von 5%-10% genannt (Dutch Urological Association 2007), fur strahlen-
therapeutische Verfahren von bis zu 20% (Heidenreich et al. 2008).

Setzt man nun die nicht selten kleinen und auf das Organ beschrankten
Tumoren mit ggfls. blandem Verlauf in Beziehung zum Nebenwirkungsprofil der
Therapien, so wird verstandlich, dass nach Alternativen zu einer definitiven
Tumortherapie gesucht wurde. Hieraus leitet sich unter anderem auch das

Konzept der ,Active Surveillance® ab.

5.2 Grundzuge der ,,Active Surveillance“-Strategie

Folgt man den Vorgaben der S3-Leitlinie (Leitlinienprogramm Onkologie 2016/,

so bedeutet, den Weg der ,Active Surveillance® (AS) einzuschlagen,

- zunachst auf eine Therapie zu verzichten, und zwar unter der Annahme,
dass zum Zeitpunkt der Diagnosestellung ein Prostatakarzinom mit nur
geringem Malignitatspotential und entsprechend geringem
Progressionrisiko vorliegt, sowie

- durch engmaschige, Leitlinien-gerechte Nachsorge dafir Sorge zu
tragen, dass eine eventuelle Zunahme des Malignitatspotentials so zeitig
entdeckt wird, dass eine kurative Tumortherapie mit dem Ziel einer

definitiven Heilung noch rechtzeitig eingeleitet werden kann.

Die Abgrenzung einer Active Surveillance-Strategie gegenuber einer

klassischen Therapie liegt also darin, bei Diagnosestellung des
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Prostatakarzinoms zunachst auf eine Therapie zu verzichten. Gegenluber dem
Watchful Waiting besteht die Grenzziehung in dem kurativen Ansatz, der fur

Active Surveillance gegeben ist, fur Watchful Waiting aber nicht.

Das Prostatakarzinom ist somit der einzige solide Organtumor, bei dem nicht
mehr in jedem Fall eine zeitnahe Tumortherapie erfolgen muss, anders als bei
anderen epidemiologisch wichtigen Tumorentitaten wie beispielsweise
Karzinomen der Lunge, der Mamma oder des Kolorektums bzw. malignen
Melanomen oder Non-Hodgkin-Lymphomen. Diese Option, die die Patienten
nicht gewohnt sind, schafft bei ihnen, aber auch bei den sonst stets auf
Behandlung eingestellten klinischen Arzten eine gewisse Unsicherheit Uber die

Bedingungen und Mdglichkeiten der AS-Strategie.

In der aktuellen S3-Leitlinie, die von wenigen Modifikationen abgesehen auch
bereits bei Diagnosestellung der in unserer Studie analysierten Falle galt, wird
dazu im Kapitel 5 ,Therapie des nichtmetastasierten Prostatakarzinoms® in den

Empfehlungen 5.7° bis 5.10 wie folgt ausgefiihrt (Leitlinien Onkologie 2016):

- Empfehlung 5.7: ,Patienten mit einem Ilokal begrenzten
Prostatakarzinom, fiir die eine kurativ intendierte Behandlung in
Frage kommt, sollen nicht nur (iber Behandlungsverfahren wie
radikale Prostatektomie und perkutane Strahlentherapie sowie
Brachytherapie, sondern auch iiber Aktive Uberwachung (Active
Surveillance) informiert werden.

- Empfehlung 5.8: ,a. Voraussetzung flir die Wahl einer Strategie der
Aktiven Uberwachung sollen folgende Parameter sein:
* PSA-Wert < 10 ng/ml;
» Gleason-Score < 6;
*cT1undcT2a;
» Tumor in < 2 Stanzen bei leitliniengerechter Entnahme von
10-12 Stanzen
* <50 % Tumor pro Stanze.

b. Bei Gleason 3+4 (7a) sollte die Aktive Uberwachung im Rahmen
von Studien geprtift werden.

*Die Nomenklatur und die Zahlweise der Empfehlungen folgen der Nummerierung in der aktuellen S3-
Leitlinie.
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- Empfehlung 5.9: ,a. Der Tumor soll in den ersten beiden Jahren
durch PSA-Bestimmung und DRU alle drei Monate kontrolliert
werden. Bleibt der PSA-Wert stabil, ist 6-monatlich zu untersuchen.
Eine Rebiopsie soll erfolgen.

b. Sie sollte nach 6 Monaten durchgefiihrt werden.

c. Biopsien sollen danach in den ersten drei Jahren alle zwolf bis 18
Monate vorgenommen werden, spéter bei stabilem Befund alle drei
Jahre.”

- Empfehlung 5.10: ,Wenn die Einschlusskriterien in einem Kriterium
nicht mehr erfillt sind, oder sich die PSA-Verdopplungszeit auf
weniger als drei Jahre verkirzt, soll zu einer Beendigung der
Aktiven Uberwachung geraten werden.“

Damit liegen sowohl Empfehlungen fur die Entscheidung fur oder gegen eine
Active Surveillance-Strategie als auch fuar ihre Weiterfuhrung bzw. ihren
Abbruch im Laufe der Zeit vor, die eine Leitlinien-bezogene Vorgehensweise

mdglich machen sollten.

Nicht mehr in der S3-Leitlinie enthalten ist die in der Vorgangerversion von
2011 verankerte Empfehlung (damals 5.7), dass ,Bestandteil der Aufklarung
(...) neben den Vorteilen auch die fehlende Verfligbarkeit von Langzeitdaten
und die Unsicherheit der Ergebnisse aufgrund kleiner Studienpopulationen
sein“ solle. Dem ist offenbar durch Studien inzwischen Genuge getan: Vier
prospektive Studien mit jeweils mehr als 90 Patienten, die in der S3-Leitlinie in
den sogenannten ,Hintergrundinformationen® explizit dargestellt werden sind,
zeigen zwar ein heterogenes Bild von Einschlusskriterien, dokumentieren aber
die mit einer Active Surveillance-Strategie zu erzielenden Ergebnisse (Al Otaibi
et al. 2008, Khatami et al. 2007, Klotz et al. 2010, Shappley et al. 2009).
Dargestellt wurden bei mittleren Beobachtungszeitraumen zwischen 5 1/4
Jahren und 6 1/2 Jahren die sehr dhnlichen Tumor-spezifischen Uberlebens-
raten (97,6% - 100%), das recht heterogene Gesamtiberleben (78,6% - 97,8%)
sowie auch Details zu Rezidiven, Metastasenbildung und allgemein zur
Tumorprogression. In 30% - 49% der Falle wurde im Laufe des jeweiligen
Beobachtungszeitraumes auf eine definitive Therapie umgestellt; die Ubrigen

Patienten konnten Uber eine langere Zeit begrindet therapiefrei bleiben.
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5.3 DNA-Bildzytometrie als erganzendes Auswahl-
kriterium fur die Wahl einer ,,Active Surveillance-
Strategie

Die Kriterien, nach denen ein Patient fur eine Active Surveillance-Strategie
geeignet sein soll, sind nicht unwidersprochen geblieben und verfugen Uber

Schwachstellen, die nicht immer beachtet werden.

Zunachst ist zu sagen, dass bei der Definition sehr konservativ vorgegangen
wurde und sich die gewahlten Kriterien weitgehend an einer einzigen
Ubersichtsarbeit orientieren (Klotz 2005). Andere Ansatze wurden nicht oder
nur sehr zurickhaltend aufgenommen. So ware beispielsweise nach der NICE-
Leitlinie von 2008 auch vertretbar, einen PSA-Wert von 15 ng/ml fur Active
Surveillance zu akzeptieren (NICE 2008). Hinter der zurlickhaltenden Strategie
der Leitlinienkommissionen steht sicher der verstandliche Wunsch des nil
nocere, also des Prinzips, Schaden vom Patienten abzuwenden. Dennoch
bleibt die Frage, ob minimales Uberschreiten von Kriterien, also ein PSA-Wert
von 11 ng/ml oder ein Gleason-Grad 7a oder eine dritte positive Stanze mit

minimalem Tumor, wirklich als Ausschlusskriterium zu bewerten ist.

Wichtiger ist vielleicht, anzufihren, dass auch die jetzt gewahlten Kriterien

bereits bei ihrer Erfillung Probleme mit sich bringen.

Dieses gilt zum einen fur die Beschrankung des Tumorstadiums auf hochstens
T2a, also auf den Befall von < 50% des Volumens eines der beiden
Prostatalappen. Fasst man Erfahrungen aus Prostatektomien auch kleiner
Prostatakarzinome zusammen, so lasst sich sagen, dass kaum einmal eine
Beschrankung auf einen Lappen vorliegt, sondern in der grolien Mehrzahl der
Falle bei kleinherdig-diskontinuierlichem Wachstumsmuster ein Stadium pT2c
besteht. Der Sinn der Beschrankung auf eine T2a-Situation erschlie3t sich
somit nicht klar, und warum Patienten, die sonst alle Kriterien fur eine Active
Surveillance-Strategie erfullen, deren beiden Tumor-positiven Stanzen aber auf

beide Lappen verteilt sind, hiervon ausgeschlossen werden sollen, auch nicht.

88



Von besonderer Bedeutung sind aber die Probleme mit dem Gleason-Grading,
auf dessen eingeschrankte Reproduzierbarkeit auch in der S3-Leitlinie explizit
hingewiesen wird. Schon der ursprungliche Gleason-Score waren die Werte
zwischen zwei Untersuchern mit 36% - 81% fir genaue Ubereinstimmung und
69% - 86% fur eine Ubereinstimmung von +/- einem Scorewert eher maRig
(Allsbrook et al. 2001, Rubin et al. 2004, Sakr et al. 2000). Fur den modifizierten
Gleason-Score (Epstein et al. 2005) ist eine Verbesserung dieser Werte nicht
allgemein anerkannt (Burchardt et al. 2008, Kuroiwa et al. 2010, Netto et al.
2011, Veloso et al. 2007), auch wenn in manchen Studien eine Verbesserung
der Reproduzierbarkeit gesehen wurde (Helpap und Egevad 2007, Melia et al.
2006). Auch die Frage, ob die durch die Modifkation angestrebte hohere
Korrelation zwischen den Ergebnissen in Stanzbiopsien und spateren Prostat-
ektomien realisiert werden konnte, ist bislang bei kontroversen Ergebnissen
nicht klar zu beantworten (Helpap und Egevad 2006, Egevad et al. 2012,
Uemura et al. 2009, Kuroiwa et al. 2010, Veloso et al. 2007, Zareba et al.
2009).

Das Schlagwort ,3 Pathologen - 2 Meinungen® hat somit leider flr das Grading
des Prostatakarzinoms nichts an Brisanz und Bedeutung verloren. Urologen ist
dieses Themenfeld leider sehr fremd, wie eine neuere Untersuchung einer
deutschen urologischen Arbeitsgruppe an Befundberichten aus der Pathologie
ergab (Damjanoski et al. 2013). Inwieweit eine standardmaRige Referenz-
pathologie oder zumindest eine Zweitbegutachtung auf facharztlicher Basis zu
besseren Ergebnissen fuhren, ist nicht bekannt. Klar ist aber, dass auch unter
Pathologen die Bedeutung mancher Gleason-Grade in seiner biologischen
Wertigkeit umstritten ist, wie ihre recht willkiirliche Ubersetzung in das in der
Pathologie Ubliche System als G1, G2 oder G3 belegt (Biesterfeld 2015).

Die Modifikation des Gleason-Gradings birgt noch ein weiteres Problem. Die
Definition der Kriterien fur eine Active Surveillance-Strategie basieren noch auf
Untersuchungen mit dem friheren Gleason-Grading. Wenn nun durch die
Modifikation der Definition haufiger Falle als 7a statt bisher als 6 eingestuft

werden, ohne dass die Kriterien angepasst werden, dann wird Patienten eine
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Therapieoption ggfls. weggenommen, obwohl sie die Voraussetzungen lediglich

nicht formal, inhaltlich aber sehr wohl erflllen.

Hier nun kommt die DNA-Bildzytometrie ins Spiel. Auch wenn diese nur an
wenigen Zentren durchgefuhrt wird, ist sie doch eine anerkannte Methode, die
anders als manche andere Anwendung seit vielen Jahren in den
Leistungskatalog der gesetzlichen Krankenkassen aufgenommen ist und somit
jedem Patienten prinzipiell zur Verfigung steht. Von ihr erhofft man sich gerade
auch seitens der Selbsthilfeverbande der Prostatakarzinom-Patienten,
insbesondere auch beim Dachverband ,Bundesverband Prostatakrebs
Selbsthilfe* (BPS), erganzende Informationen darliber, ob ein individueller
Patient flr eine Active Surveillance-Strategie geeignet ist oder nicht. Damit eine
solche zusatzliche Untersuchung einen Sinn macht, muss sie verschiedene
Anforderungen erfullen. Dazu gehoéren in erster Linie eine akzeptable Validitat
und eine hohe Reproduzierbarkeit von Messergebnissen verschiedener
Untersucher und ferner insbesondere die morphologische Nachvollziehbarkeit
dessen, was methodisch und inhaltlich umgesetzt wird, also die Moglichkeit,

intellektuell das biologische Konzept hinter der Methode zu erfassen.

Gerade in Letzterem liegt ein grof3er Vorteil der DNA-Bildzytometrie. Seit der
Standardisierung der Anforderungen an Labormethoden und Messmethoden
(Bocking et al. 1995, Giroud et al. 1998, Haroske et al. 1998, Haroske et al.
2001) ist auch allgemein akzeptiert, was diese Anwendung leisten kann und wo
ihre Grenzen liegen. Das biologische Konzept, Uber die Bestimmung des
mittleren DNA-Gehaltes der Go/G4-Phase der Tumorzellpopulation auf eine
pathologische numerische chromosomale Aberration zu schliel3en, daflr aber
nicht an den Chromosomen selber untersuchen zu mussen, ist im Grunde
einleuchtend und verstandlich und inzwischen auch unter den die Methode

betreibenden Gruppen anerkannt.
In der S3-Leitlinie wird der Stellenwert der DNA-Bildzytometrie in der Wahl einer

Active Surveillance-Strategie zuruckhaltend gesehen. In den Erlauterungen zu

Empfehlung 5.8 heil3t es:
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JAuch flir die DNA-Zytometrie stehen nach Ansicht der Autoren
nicht gentigend Daten zur Verfliigung, um den Routine-Einsatz als
prédiktiven Marker fiir eine aktive Therapie zu begriinden.*

Diese Einschatzung ist aus Sicht einer aktiven DNA-bildzytometrischen
Arbeitsgruppe nicht zu beanstanden. Gerade wenn es Kriterien flir eine Active
Surveillance-Strategie gibt, ware sowohl bei Patienten, die diese klar erfullen,
als auch bei Patienten, die diese klar nicht erflllen, eine solche ergénzende
Untersuchung in der Tat nicht vonndten, vorausgesetzt, dass sich die
Tumordifferenzierung nach dem Gleason-Grading im Konsens mehrerer
Facharzte erbringen lief3e. Entsprechend geht es um diese Patienten eigentlich
nicht, sondern um diejenigen, die ,auf der Kippe" stehen. Als Beispiele kdnnten
Konstellationen dienen, wie sie oben bereits zu Beginn des Kapitels 5.3 beim
Thema des minimalen Uberschreitens der Kriterien fir eine Active Surveillance-

Strategie genannt wurden.

Aus dieser Gruppe stammen auch die meisten Patienten, deren Proben auf
eigenen Wunsch oder auf Veranlassung der Urologen am Schwerpunkt
Cytopathologie weiter untersucht werden; man kann ihren Anteil mit ca. 80%
angeben. Hinzu kommen wenige Patienten, die die Active Surveillance-Kriterien
sicher erfullen und sich mehr Sicherheit bei der Wahl ihrer Therapieoption
versprechen, sowie wenige Patienten, die trotz prospektiver Aussichtslosigkeit
einer Active Surveillance-Strategie (z.B. bei einem Gleason-Grad 9 und einem
PSA von 24 ng/ml) einen komplementaren Rat suchen. Gerade bei letzterer
Gruppe werden Messungen nur nach Rucksprache mit dem behandelnden
Urologen durchgefuhrt, weil im Sinne des Wirtschaftlichkeitsgebotes in der
Medizin hier formal eine Untersuchung vorgenommen wird, deren Indikations-

stellung sich dem Pathologen nicht eigenstandig erschlief3t.

Was bei Konzeption unserer methodischen Studie allerdings noch fehlte, war
eine Untersuchung zur Validierung der Empfehlungen zur Active Surveillance-
Strategie am eigenen Krankengut. Letzten Endes erfolgten die klinischen
Wertungen der zugrunde liegenden Messungen auf der Basis der Arbeit von
Tribukait (1993), die in Kapitel 1.4 dargestellt und deren Hauptergebnis in Abb.

4 wiedergegeben ist. Ziel der Arbeit war aber nicht, etwas Uber Active
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Surveillance  auszusagen, sondern allgemein den Einfluss DNA-
bildzytometrischer KenngroRen auf den Langzeitverlauf von Patienten mit
Prostatakarzinomen ohne Behandlung zu untersuchen, so dass die Arbeit
sowohl Active Surveillance-Patienten, als auch Patienten mit dem Konzept des
Watchful Waiting sowie ggfls. auch Patienten mit anderen Grunden fur eine
,Nicht-Behandlung“ zusammenfasst. Inzwischen liegen aber Validierungsdaten
aus dem Schwerpunkt Cytopathologie und dem Institut flir Pathologie in Duren
vor, die zur Veroffentlichung eingereicht sind (Bocking et al. 2017) und die die
DNA-bildzytometrischen prognostischen Studien zum Prostatakarzinom, die in
einem systematischen Review zusammengefasst wurden, erganzen werden
(Bocking et al. 2014).

Bezuglich der interspezifischen Reproduzierbarkeit der DNA-Bildzytometrie sind
auf der Basis von Untersuchungen diverser Arbeitsgruppen die oben bereits
erwahnten Konsensus-Publikationen entwickelt worden (Bocking et al. 1995,
Giroud et al. 1998, Haroske et al. 1998, Haroske et al. 2001), die eine sehr gute
Verlasslichkeit der DNA-bildzytometrischen Messtechnik belegen. Ferner
zeigen die aktuellen Auswertungen von Tils, dass die Zuordnung von DNA-
bildzytometrischen Mustern zu der Klassifikation von Tribukait mit hoher
Reproduzierbarkeit moglich ist (Tils 2014). Aus alledem resultierte auch die
2015 erschienene Verodffentlichung ,Objektive DNA-Malignitatsgradierung als
Erganzung zum histologischen Gleason-Score®, in der alle deutschsprachigen
Arbeitsgruppen, die mit der DNA-bildzytometrischen Diagnostik des
Prostatakarzinoms befasst sind, aktuell ihre gemeinsame Vorgehensweise
dokumentiert haben (Bocking et al. 2015).

Wenn nun die Voraussetzungen fur eine technisch einwandfreie Anwendung
der DNA-Bildzytometrie als erfullt gelten kdnnen, so stellt sich die Frage,
weswegen die Methode auf wenige diagnostische Schwerpunkte beschrankt
geblieben ist. Eine der Antworten hierauf ist die relativ lange Bindung von
Personal zur klassischerweise manuellen Messung, die bislang die Aufmerk-
samkeit eines geschulten Operators wahrend des gesamten Messvorganges

und zu seiner Auswertung voraussetzt. Entsprechend wurden Mdoglichkeiten
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gesucht, die eigentliche Messung vollautomatisch auszufihren und die Tatigkeit

des Operators auf Kontrollaufgaben und Supervision zu beschranken.

5.4 Automatisierte DNA-Bildzytometrie - Mdglichkeiten
und Grenzen

Die Erprobung einer solchen Automatisierung war Gegenstand der hier
dargestellten Studie. Dabei beschrankte sich diese auf die reine Anwendung
einer ersten lauffahigen Softwareversion, die aus einer langerfristigen

Beschaftigung mit Problemen der Zellerkennung und Zellzuordnung resultierte.

Wie in der Einleitung bereits dargestellt, wurden dazu zunachst Tausende von
Bildern von Zellkernen aus Zellvereinzelungspraparaten von
Prostatakarzinomen  durch  einen  erfahrenen  Zytopathologen den
verschiedenen Zellarten zugeordnet. Aufgabe der Kooperationspartner an der
RWTH Aachen war dann, geeignete Eigenschaften pro Zellart zu extrahieren,
um zu einer moglichst guten automatisierten Zuordnung der Zellen zu gelangen
und so die Generierung von Klassifikatoren zu ermdglichen. Grundprinzipien
der Vorgehensweise sind in der bereits erwahnten Promotionsschrift von
Friedrich (2015) dargestellt, eine grundlegende Tabelle mit Klassifikations-
ergebnissen wurde in unserer Arbeit in Abb. 6 wiedergegeben. Man erkennt,
dass rein auf der Basis von fast genau 48.000 Zellbildern eine Klassifikations-
gute von knapp 91% erreicht werden konnte. Fehldetektionen betrafen dabei

fast jede mdgliche Kombination von Zellen bzw. Zellinterpretationen.

Far den wirklichen Messvorgang kam es allerdings auf andere Dinge bzw. mit
auf andere Dinge an. Eine komplett richtige Zuordnung der Zellen zu den
einzelnen Zellarten ist namlich im Grunde gar nicht verlangt, solange man die
Gewahr dafur Ubernehmen kann, dass man die eigentlichen Messparameter

verlasslich erheben kann.

Beispielsweise ist egal, wie viele Zellen sich innerhalb einer bestimmten DNA-
Stammlinie befinden, sofern die Lage der DNA-Stammlinie stimmt. Gleiches gilt

auch fur Variable wie den 9cEE: Kommt es nur darauf, ob solche Zellen
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vorhanden sind (also 9cEE = 0 vs. 9cEE > 0), so ware theoretisch ausreichend,
wenn eines der Objekte, die oberhalb von 9cEE eingeordnet wurden, wirklich
einer Analysezellen entsprache; ob die anderen Cluster oder anderweitige
Artefakte waren, kdnnte letztendlich als irrelevant angesehen werden. Auch
fehlgemessene, moglicherweise defokussierte Eichzellen waren nicht stérend,
sofern sich der Peak der Eichzellen so bestimmen lieRe, dass eine normale
Zellpopulation eine DNA-Stammlinie bei 2c aufweisen wirde.

In der Realitat einer wissenschaftlichen Studie geht man selbstverstandlich
anders vor und versucht, ein optimales Ergebnis fur alle Zellarten zu erreichen.
Das aber wiederum kostet eine gewisse Zeit, und man kann sagen, dass
bezogen auf die hier zur Verfugung stehende Softwareversion keine kirzere
Bearbeitungszeit fur den Untersucher anfiel als bei einer entsprechenden
manuellen Messung. Dies bedeutet, dass das Ziel einer Zeitersparnis mit dieser

Softwareversion, die aber heute bereits Uberholt ist, nicht erreichbar war.

Eine groRe Zahl von Objekten, die aber nicht erneut quantifiziert wurden, war
aus der eigenen Messerfahrung heraus richtig zugeordnet. Fehlzuordnungen

durch den Classifier betrafen vor allem folgende beiden Bereiche:

- Zuordnung von sich Uberschneidenden Analysezellen als eine einzelne
Analysezelle statt als Artefakt
- Zuordnung von eindeutig defokussierten Elementen als Referenz- oder

Analysezelle statt als Artefakt

Die sich Uberschneidenden Analysezellen kann man sich in vielen Fallen als
zweidimensionale Projektion einer Weinrebe vorstellen, also als ein
Konglomerat von Objekten, wobei jede einzelne Traube eine Analysezelle
reprasentiert (vgl. Abb. 16). Die Erwartung, man kénne Parameter entwickeln,
um solche rebenférmigen Konglomerate anhand ihrer GroRRe oder ihrer
,unrunden“ Form mit dem Auf uns Ab von Kreis- oder Ellipsenbégen zu
eliminieren, hat sich bislang nicht optimal umsetzen lassen - jedenfalls fanden
sich solche Konglomerate nicht nur in den Artefakten (richtige Zuordnung),

sondern auch in der Klasse der Analysezellen (falsche Zuordnung). Das
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Problem ist dabei bereits aus mathematisch-bildanalytischer Sicht nicht ganz
trivial, wie Diskussionen mit den beteiligten Naturwissenschaftlern der RWTH
Aachen zeigten. Auch aus medizinischer Sicht stellt es sich komplex dar: Zum
einen muss gewahrleistet sein, dass man nicht durch das Setzen einer
Obergrenze flr die Zellkernflache, oberhalb derer automatisch eliminiert wirde,
auf einmal wirkliche Analysezellen mit besonders grof3en Kernen ausgrenzte -
dies kdnnte das Messergebnis inhaltlich im Einzelfall verfalschen. Aullerdem
muss auch der Tatsache Rechnung getragen werden, dass Tumorzellkerne
durchaus bizarre Formen annehmen kénnen, also durchaus deutlich von einer
typischen geometrischen Grundfigur (bzw. auf einem Bild von einer
zweidimensionalen Projektion eines solchen Korpers) abweichen konnen.
Dennoch fiel aber auf, dass ein grof3er Teil der Eliminationen von Objekten aus
der Gruppe der Analysezellen auf solchen sich Uberschneiden
Objektkonglomeraten (Abb. 16) oder Dubletten (Abb. 17) etc. bestand, von
denen man aus morphologischer Sicht angenommen hatte, dass ihre
automatische Zuordnung als Artefakt moglich gewesen ware. Hier ware also
gdfls. noch Spielraum flr Softwareverbesserungen.

Zu Uberlegen ware auch, ob es nicht Sinn machen kénnte, Objekte mit ,zu
hohen“ DNA-Werten generell zu l6schen. Die Erfahrung am Schwerpunkt
Cytopathologie aus mehr als eintausend manuellen Messungen lehrt, dass
Zellen oberhalb von 32c, also oberhalb von 2°c, d.h. jenseits der G,/M’’-Phase,
als extrem selten gelten koénnen, abgesehen vielleicht von Geweben mit
euploider Polyploidisierung (Biesterfeld et al. 1994): Bei diesen sind erheblich
hohere Ploidiestufen mdglich, z.B. beim Herzmuskel und beim
Samenblasenepithel, und auch der hochste jemals in Dusseldorf gemessene
Einzelwert von 128c wurde in einem polyploiden Gewebe, namlich der
Schilddrise, nachgewiesen (Heide 1983). Mit einer solchen Streichung ab 32c
wlrde sich im Einzelfall manche Elimination von Artefakten von selbst

erledigen, ohne dass ein Risiko fur eine Ergebnisverfalschung resultierte.

Defokussierte Elemente werden Ublicherweise mit zu geringen 10D-Werten
gemessen, so dass der angegebene DNA-Einzelwert dann zu niedrig liegt. In
unserer Softwareversion war keine automatische Zuordnung von Objekten zu

den Artefakten vorgesehen, die einen bestimmten DNA-MIndestwert
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unterschreiten. Stattdessen war die Software rein darauf ausgelegt,
defokussierte Elemente anhand morphometrischer Parameter zu erkennen.
Dieses gelang aber nicht immer in ausreichendem Malle, so dass eine Reihe
defokussierter Objekte nachtraglich umklassifiziert werden musste. Ein Beispiel
fur ein solches Objekt ist vorne in Abb. 18 gezeigt. Indikatoren wie eine
ausgefranste Kernkontur oder zentral abgeblasstes Chromatin sowie das flr
das menschliche Auge eindeutige ,Verstreichen“ der Kernkontur sind sicher
gute Indikatoren flr Defokussierung. Es gilt aber auch hier, dass verhindert
werden muss, dass Messobjekte im Fokus, die ahnliche Eigenschaften
aufweisen, falschlich von vornherein aus der Messung ausgeschlossen werden.
Die Empfehlung, unterhalb eines bestimmten DNA-MIndestwertes aller Zellen
zu verwerfen, ist im Prinzip insofern sinnvoller, als nur sehr selten eine
Messung auftreten wird, in der viele Tumorzellen hypodiploid sein werden, also
DNA-Gehalte von signifikant weniger als 2c aufweisen. Ein Beispiel hierfir
waren die seltenen chromophoben Nierenzellkarzinome, bei denen
chromosomale Verluste Ublich sind. Als sinnvoller DNA-Mindestwert kame eine

Schwelle von 1,75c in Betracht.

Ein weiterer wesentlicher Kritikpunkt betrifft den Autofokus des Systems, und
zwar nicht bezogen auf die Messung eines einzelnen defokussierten Objektes,
sondern im Ganzen. Durch das Setzen von sogenannten Fokuspunkten (siehe
Kap.3.5) gibt der Untersucher der Software vor, in welchem Bereich der Z-
Achse der Autofokus fur den Fall, dass in der Umgebung des Fokuspunktes
Objekte erkannt werden sollen, arbeiten soll. Hier zeigte das Melsystem in
unserer Softwareversion noch Schwachen, da sich gelegentlich eine nicht mehr
ruckfihrbare Defokussierung ergab, hervorgerufen dadurch, dass die
Fokusebene unkorrigierbar aul3erhalb der Zone lag, in welcher der Autofokus
auf der Z-Achse arbeitete. Ggfls. ware hier auch etwas gewonnen, wenn die
Mikroskopeinrichtung besser druckgepuffert ware und auf diese Weise weniger

aulderen Einflissen wie Erschutterungen ausgesetzt ware.

Klar ist, dass die messtechnischen Schwierigkeiten auch bei der Erhebung der
MessgroRen wie Lage der DNA-Stammlinien etc. fortwirken. Sie haben also

nicht nur eine formale, sondern auch eine klinische Bedeutung, die es zu
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bedenken gibt. Es ware somit auch aus diagnostischer Sicht winschenswert,
wenn Weiterentwicklungen die beschriebenen Schwachen des Melsystems

weiter verringern warden (s. unten).

Dieses ist aber nicht nur unter messtechnischen, sondern auch unter klinischen
Gesichtspunkten winschenswert. Auch wenn sich (s. Kapitel 4.4.2) zwischen
der manuellen und der automatisierten Messung eine Ubereinstimmung im
Ploidie-Typ nach Tribukait von 81,5% (22 von 27 Fallen) ergab und der Kappa-
Wert von 0,622 als ,gute“ Ubereinstimmung gilt, stellt sich dennoch das
Problem, dass funf Patienten nicht ausreichend sinnvoll hatten beraten werden
konnen, wenn beide Messergebnisse parallel vorgelegen hatten. Auf der Basis
der manuellen Messung jedenfalls konnte man zwei der funf Patienten
(Tribukait C) keine Active Surveillance-Strategie empfehlen, wahrend bei dreien
zumindest bedingt ein solcher Weg zu diskutieren gewesen ware (Tribukait B).
Leider lagen uns weder Daten zu der abschlieRend getroffenen klinischen
Therapieentscheidung noch klinische Verlaufsdaten zu den Patienten vor. Es
muss aber klar sein, dass weiterer Verbesserungen an der Software bei
klinischen Vergleichsmessungen zu einer hoheren Korrelation mit der tradierten
manuellen Messung, die gewissermallen als Goldstandard dient, fuhren

mussen.

In der Tat hat sich seit der Durchfihrung unserer Untersuchungen, die aus dem
Jahr 2015 stammen, bereits vieles verandert. Manche Erfahrungen, die aus
dieser Studie und aus anderen Projekten rickgemeldet wurden, konnten in
neuen Softwareversionen bertcksichtigt werden. Aullerdem wurden die
Gerateeinstellungen weiter optimiert. Heute ist das identische MelRRsystem auch
mit verbesserter Software im diagnostischen Einsatz am Institut flr Pathologie
in Duren und am hiesigen Schwerpunkt Cytopathologie, insbesondere an
sogenannten Monolayern, also an speziellen Ausstrichpraparationen, die im
eigenen Labor getatigt werden. Auch die Zellvereinzelungspraparate von
Prostatakarzinomen gehéren dazu, aullerdem Pleura-, Peritoneal- und
Perikardergusse. Bei Praparaten, die bereits als von den klinischen Kollegen
primar durch Ausstreichen von gewonnenem Zellmaterial hergestellt werden,

also vor allem Abstriche aus der Mundhohle, vom Gebarmutterhals oder aus
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den Pankreas- und Gallengangen, ist die manuelle DNA-Bildzytometrie bislang
das eher eingesetzte Verfahren, da dort oft komplexe Uberlagerungen von
Zellen praparatorisch nicht vermieden werden konnen. Entsprechend haben
beide Methoden ihre besonderen Felder in der adjuvanten zytopathologischen
Diagnostik. Ob die automatisierte DNA-Bildzytometrie auch fur die primare
zytopathologische Diagnostik, z.B. von Praparaten von Korperhdhlenergussen,
geeignet ware, musste in eigenen Versuchsreihen entschieden werden. Fur die
in unserer Studie untersuchten Prostatakarzinome ka&me eine solche
Anwendung naturgemaf allerdings nicht in Betracht, da die eigentliche
Primardiagnostik dieser Tumorentitat rein histologisch, nicht aber zytologisch
erfolgt.
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