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Bei Verdacht auf eine maligne Lfision wird nach chirur- 
gischer Entnahme, mechanischer oder enzymatischer 
Aufschliel3ung und spezifischer DNA-F/irbung in einer 
Biopsie ,,automatisch" der zellul/ire DNA-Gehalt mit 
Hilfe der Zytophotometrie bestimmt, gefolgt von Com- 
puter-gestfitzten Aussagen fiber Dignit/it und Prognose - 
Traum (und leider mancherorts Realitfit) Apparate-gl/iu- 
biger Diagnostiker, Alptraum vieler Pathologen. Was lei- 
stet die DNA-Zytophotometrie in der morphologischen 
Diagnostik wirklich? Bei welcher klinischen Fragestel- 
lung ergeben sich therapeutisch relevante Zusatzinforma- 
tionen? Bevor diese Fragen beantwortet werden, sei ein 
kurzer Llberblick gestattet. 

Methodik der quantitativen DNA-Analyse 

Basierend auf der Erkenntnis, daI3 eine St6rung des di- 
ploiden Chromosomensatzes (Aneuploidie) hfiufig mit 
malignem Wachstum assoziiert ist, wurde schon in den 
30er Jahren die Methode der quantitativen DNA-Bestim- 
mung an Schnittpr/iparaten oder Zellsuspensionen ent- 
wickelt [7]. Spezifische F/irbungen mit streng st6chiome- 
trischer Farb-Substrat-Reaktion sind die Basis ffir das 
relativ einfache MeBverfahren der Zytophotometrie, mit 
dem z.B. der DNA-Gehalt einzelner Zellkerne /iul3erst 
genau bestimmt werden kann. Bis auf wenige Ausnah- 
men haben alle normalen Zellen des K6rpers in der G 1 
bzw. G 0-Phase des Zellzyklus (fast) den gleichen diplo- 
iden (2c) DNA-Gehalt. Ausgehend von diesem diploiden 
Normalwert wird der nuklefire DNA-Gehalt des zu mes- 
senden Pr/iparats (zumeist Tumoren) vergleichend be- 
stimmt. In der Synthese (S)-Phase wachsender Zellen ver- 
mehrt sich die DNA und erreicht in der pr/imitotischen 
Ruhephase (G 2) mit tetraploiden Megwerten ihr Maxi- 
mum. Ver/inderungen dieser gesetzmfiBigen DNA-Vertei- 
lungsmuster mit Entwicklung hypertetraploider und 
aneuploider Zellklone k6nnen Malignit/it bedeuten. Um 
die Probleme und Fehlerquellen der Methodik verstehen 
zu k6nnen, mnl3 hier kurz auf 2 unterschiedliche Verfah- 
ren, die Durchflul3- bzw. Scanning- oder Schnittzytopho- 
tometrie, eingegangen werden. 

Bei der Durchflui3zytophotometrie wird von einem so- 
liden Tumor eine unselektionierte Zellsuspension vieler 
1000 Einzelzellen hergestellt, in dieser der DNA-Gehalt 
der Einzelzellen gemessen und als Histogramm wiederge- 
geben. Vorteilhaft ist die in kurzer Zeit mel3bare groBe 
Zellzahl. Entscheidender Nachteil dieser Methode ist je- 
doch, dab ohne morphologische Kontrolle alle Zellen ei- 
ner L/ision, d.h. Tumorzellen, Zellen des Normalgewe- 
bes, Stromazellen etc., gleichermaBen gemessen werden. 
Dies f/ihrt zu einem relativ starken ,,Hintergrundrau- 
schen", so dab erst ab einem Anteil von mindestens 10- 
15% Tumorzellen in der Gesamtpopulation mit der 
Durchflul3zytophotometrie eine Aussage fiber die Digni- 
t/it einer L/ision gemacht werden kann. Bei zirrh6sen 
Mammakarzinomen beispielsweise ist h/iufig der Anteil 
der Tumorzellen im Verh/iltnis zu den Stromazellen und 
den randlichen normalen Gangepithelien so gering, dab 
hier auch hochmaligne Tumoren nicht erfal3t werden. 
Ebenso ist bei kleinen Geschwfilsten oder bei lokal ent- 
wickelten Borderline-Tumoren diese Methode ungeeig- 
net, da auch hier der Anteil der fakultativ malignen Zel- 
len, d.h. der aus diagnostischer Sicht eigentlich proble- 
matischen bzw. interessierenden Zellpopulationen, ffir 
zuverl/issige Resultate zu klein ist. 

In der Scanning- oder Schnittzytophotometrie wird 
die DNA-Bestimmung am strukturell intakten histologi- 
schen Pr/iparat oder zytologischen Ausstrich durchge- 
ffihrt. Es bleibt also gleichzeitig die M6glichkeit der mor- 
phologischen Kontrolle der zu messenden Zellpopulation 
voll erhalten, so dal3 auch lokal begrenzte Verfinderun- 
gen, verstreut im Stroma liegende Zellgruppen oder um- 
schriebene, mittels konventioneller Histologie schwer 
beurteilbare Tumorareale verl/il31ich erfal3t werden k6n- 
hen. Nachteil dieser Methode ist, dab nur eine begrenzte 
Zellzahl (z. B. 100-200) gemessen werden kann. Dieser 
scheinbare Nachteil wird nach unseren Erfahrungen 
dutch die mikroskopisch kontrollierte Auswahl der ,,ver- 
dfichtigen" Zellen mehr als ausgeglichen; so schreibt auch 
J. P. A. Baak [5] in seinem exzellenten Manual fiber quan- 
titative Tumorpathologie ,,Selection: The cornerstone of 
diagnostic pathology". Daher ist ffir Fragestellungen der 



klinischen Pathologie die Scanning-Methode deutlich 
besser geeignet. 

FragesteHung 

Um den Nutzen der DNA-Zytophotometrie in der pa- 
thohistologischen Diagnostik bewerten zu k6nnen, seien 
hier die zentralen Fragen der Kliniker an den Pathologen 
rekapituliert: 

1. Welcher Dignitfit ist die operativ entfernte Lfision 
oder das gewonnene Punktat: eindeutig benigne, eindeu- 
tig maligne oder handelt es sich um einen Grenzfall? 
2. Kann aufgrund der Histologie eine Aussage ~iber die 
m6gliche Prognose ffir den Krankheitsverlauf gemacht 
werden? 
3. Ergeben sich aus der speziellen Histologie m6glicher- 
weise Anhaltspunkte ffir die Therapieauswahl? 

Dignitiitsbestimmung 

Bei 80% der eingesandten Tumorproben eines Instituts 
fiir Pathologie kann aufgrund der konventionellen Histo- 
logie die Dignit/it eindeutig festgelegt werden. Die Mali- 
gnit/it einer histologisch eindeutig beurteilten L/ision mit 
der DNA-Zytophotometrie zu verifizieren, hat in der Re- 
gel wenig Sinn und bringt eher Verwirrung. In den ver- 
bleibenden Prozentsatz fallen in erster Linie Dysplasien 
und Borderline-L/isionen, also Ver/inderungen zwischen 
eindeutig maligne und eindeutig benigne, deren Einord- 
nung aufgrund fehlender morphologischer Charakteristi- 
ka schwierig bis unm6glich und deren Beurteilung daher 
subjektiven Einflfissen unterworfen ist. Wird in diesem 
Fall DNA-zytophotometrisch ein aneuploides Zellkern- 
muster gemessen, so ist die maligne Potenz der L/ision 
nachgewiesen, und es liegt ein metastasierungsf~ihiger Tu- 
mor vor. Hier kann die DNA-Zytophotometrie hilfreich 
in der Dignit/itsbeurteilung und damit auch bei therapeu- 
tischen Entscheidungen sein. 

Es mug an dieser Stelle betont werden, dab die Inter- 
pretation der Histogramme nur auf dem Boden genauer 
Kenntisse des fiir eine Tumorentit/it charakteristischen 
DNA-Profils erfolgen darf, da die Schwankungen von 
Tumortyp zu Tumortyp unterschiedlich ausgepr/igt sind. 
Auch die Auswertungsmodalit/iten miissen definierten 
Richtlinien folgen [6]. Es gibt immer wieder Tumoren, die 
ein diploides DNA-Histogramm zeigen und trotzdem 
ausgedehnt metastasieren k6nnen. Andererseits weisen 
viele Carcinomata in situ atypische DNA-Werte auf (es 
handelt sich ja um Krebszellen) ohne dab sic bereits me- 
tastasierungsf/ihig sind (sonst wfiren es keine Carcinoma- 
ta in situ). Sie k6nnen somit in der Regel lokal saniert 
werden. Die unkritische Durchfiihrung der DNA-Zyto- 
photometric mit schcmatischer Auswertung fiihrt in vie- 
len F/illen zweifellos zu Fehlinterpretationen. 

Ferner ist anzumerken, dab die Beurteilung niemals 
ohne Kontrolle des histologischen Befunds vorgenom- 
men werden darf. Physiologisch proliferierende Schleim- 
hautabschnitte, z.B. der Kolon-, Magen- oder Tuben- 

schleimhaut, sowie entzfindliche Prozesse (speziell bei Vi- 
rusinfektionen), k6nnen durchaus heteroploide DNA- 
Muster zeigen, ohne deshalb maligne zu sein. Bei unsach- 
gem/il3er Interpretation derartiger Befunde werden gra- 
vierende Fehldiagnosen gestellt. 

Werden die hier nut skizzierten Fehlerquellen ad/iquat 
beriicksichtigt und die notwendigen Kontrollen, d.h. 
Messungen im angrenzenden Normalgewebe, durchge- 
ffihrt, so stellt die DNA-Zytophotometrie bei vielen L/i- 
sionen eine die konventionelle Histologie ergfinzende Zu- 
satzmethode dar, die zur objektiven Bestimmung der Tu- 
mordignit/it beitragen kann. 

Prognosebestimmung 

In zahlreichen Arbeiten konnte gezeigt werden, dab der 
zytophotometrisch bestimmte DNA-Gehalt und dessen 
zellul/ires Verteilungsmuster mit der Prognose eines Tu- 
mors besser korreliert, als die iiblicherweise angegebenen 
Parameter wie Tumorstadium und Tumorgrading ein- 
schliel31ich des Lymphknotenstatus [4]. Dies gilt fiir Kar- 
zinome der Mamma [3], des Ovars [10, 13], der Nieren 
[14], des Kolons/Rektums [17], der Speicheldriisen [12], 
der Prostata [2], des Endometriums [15], der Schilddrfise 
[1, 18] und viele andere. 

Auch bei den in der pathohistologischen Diagnostik 
so schwierig zu beurteilenden Grenzfalltumoren ist durch 
den kompetenten Einsatz der DNA-Zytophotometrie ein 
h6heres Mal3 an diagnostischer Sicherheit mit vergleichs- 
weise zuverl/issigen Aussagen zur Prognose zu erreichen. 
Beispielsweise konnte gezeigt werden, dal3 Borderline- 
Tumoren des Ovars mit atypischem DNA-Muster eine 
gr613ere maligne Potenz mit h/iufigeren peritonealen Im- 
plantationen und schlechterer Prognose aufweisen als 
solche mit diploiden oder nahe diploiden Megwerten 
[9, 16]. Dies wurde auch fiir Grenzfalltumoren des Ma- 
gens, der Harnblase und der Zervix gezeigt. In verglei- 
chenden Untersuchungen wurde allerdings auch hier 
nachgewiesen, dag beispielsweise die bei Borderline-Tu- 
moren des Ovars gemessenen Histogramme nicht auf die 
bei Borderline-Tumoren der Magenschleimhaut erhobe- 
hen Mel3daten zu fibertragen sind, so dab die Forderung 
nach qualifizierter Auswertung nochmals unterstrichen 
werden muB. 

Zukiinftige Entwicklungen 

Mit der Zytophotometrie k6nnen nicht nur die DNA, 
sondern auch andere zytochemische und immunhistoche- 
mische Farbreaktionen und spezielle Strukturen in Ge- 
weben quantitativ erfal3t werden. Neue technische Ent- 
wicklungen mit hochaufl6senden CCD-Kameras und 
komplexen Datenverarbeitungssystemen, Echtbildana- 
lysen, konfokalen Laser-scanning-Mikroskopen, dreidi- 
mensionalen Rekonstruktionen etc. werden in naher Zu- 
kunft erheblich zur Pr~izisierung und Beschleunigung der 
quantitativen Zell- und Gewebsanalyse beitragen. So 
werden mit Hilfe der Immunzytologie, die w/ihrend der 
letzten Jahre in der morphologischen Diagnostik sprung- 



haft  an Bedeutung gewonnen hat, in histologischen 
Schnitten Antigene spezifisch lokalisiert, ohne dab bisher 
eine Quantifizierung m6glich war. Derzeit sind Verfahren 
in der Entwicklung, die sichtbar gemachten Antigene 
auch zu messen, um erstmals Topographie und Quantit/it  
zu verbinden. Beispiele hierftir sind die Untersuchungen 
an Ostrogen-, Progesteron- und EGF-Rezeptoren  bei 
M a m m a -  [11], Ovarial- und Harnblasenkarzinomen, am 
Zytostatikaresistenz-assoziierten P l70-Glykoprotein [8] 
durch den und an dem MAB Ki-67 definierten Prolifera- 
tions-assoziierten nukle/iren Antigen. Somit ergeben sich 
neue M6glichkeiten, die Bedeutung bestimmter Zellpro- 
teine fiir funktionelle Abl/iufe im Zellmetabolismus zu 
quantifizieren und mi t  dem biologischen Verhalten des Tu- 
mors zu korrelieren. Auch hier mfissen jedoch detaitlierte 
Kennmisse bei der teils schwierigen Interpretation der 
Mel3werte gefordert werden, bevor Konsequenzen ffir the- 
rapeutische Magnahmen gezogen werden diirfen, 

Sehlugfolgerung 

Von dem eingangs skizzierten Szenario der automatisier- 
ten Dignitfits- und Prognosebestimmung mit Hilfe der Zy- 
tophotometrie sind wir noch welt entfernt. Dessenunge- 
achtet stellt diese Methode bei vielen Fragen der klinischen 
Pathologie heute eine sinnvolle Erggnzung konventioneller 
Histologie dar, die hilfreich bei der pr/idiktiven Beurtei- 
lung des biologischen Verhaltens maligner Geschw2ilste 
sein kann. Dies gilt speziell fiir die Dignitfitsbestimmung 
bei Grenzfalltumoren und die Prognoseabsch~tzung von 
individuellen Malignomen. Sie steuert somit in vielen Fill- 
len einen Baustein zur multifaktoriellen Gesamtbeur- 
teilung einer malignen L/ision bei. 

Fiir die Beantwortung wissenschaftlicher Fragesteltun- 
gender  Tumor- und Zellbiologie kann die DNA-Zytopho-  
tometrie als quantifizierende Methode sinnvoll eingesetzt 
werden, wenn die methodischen M6glichkeiten und Gren- 
zen ausreichend reflektiert wurden. 

Ausdrficklich gewarnt wird allerdings vor der unkriti- 
schen Anwendung als diagnostische oder wissenschaftliche 
Routinemethode. Dies gilt insbesondere, wenn die notwen- 
digen morphologischen Kontrolluntersuchungen fehlen 
und/oder wenn der Untersucher wenig erfahren in der In- 
terpretation der Resultate ist. 
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