ORIGINALARBEIT

Automatisierte quantitative
Image-Zytometrie bronchialer
Spiilfliissigkeiten bei Verdacht

auf broncho-pulmonale Tumoren:
Vergleich mit Zytologie, Histologie
und klinischer Diagnose

Zusammenfassung: Die automatisierte Image-Zytometrie
wurde in den letzten Jahren zu einem sensitiven Verfahren zur
quantitativen Analyse der Kernstruktur und des DNA-Gehaltes
exfoliierter Zellen des Atemtraktes entwickelt. In der vorliegen-
den Untersuchung wollten wir die Frage kldren, ob bei der Dia-
gnose broncho-pulmonaler Tumoren bereits eine enge Uberein-
stimmung zwischen den Ergebnissen der automatisierten Ima-
ge-Zytometrie mit den zyto- und histo-pathologischen Befun-
den, sowie der abschlieBenden Enddiagnose als ,,Goldstandard“
besteht. An 142 konsekutiv untersuchten Patienten (100 Mdn-
ner, 42 Frauen) mit Verdacht auf einen broncho-pulmonalen Tu-
mor wurde im Rahmen der Bronchoskopie eine Spiilung des su-
spekten Bronchialabschnittes zusatzlich zur Gewinnung des zy-
to- und/oder histologischen Probenmaterials durchgefiihrt. Es
folgte eine zytometrische Untersuchung der Spiilfliissigkeit mit
einem automatisierten Image-Zytometer unter Verwendung ei-
nes neu entwickelten Classifiers fiir die Zellen des Atemtraktes.
Als Kontrollen dienten Spiilfliissigkeiten von 50 Patienten ohne
konkreten Tumorverdacht, bei denen eine Bronchoskopie auf-
grund anderer Indikationen stattfand. Bei 108 Patienten wurde
der Verdacht eines broncho-pulmonalen Tumors in der Enddia-
gnose bestatigt. In 97 Proben fand sich eine vermehrte Anzahl
auffdlliger Zellkerne. Weitere 36 waren unauffallig und in 9 Pro-
ben befand sich zu wenig reprasentatives Material. Die Spiilfliis-
sigkeiten der Kontrollprobanden waren samtlich unauffallig. Der
Vergleich mit der abschlieBenden Diagnose als Synthese aus al-
len Diagnoseverfahren zeigte fiir die Untersuchung bronchialer
Spiilflissigkeiten mittels Image-Zytometrie eine Sensitivitdt von
90 % (92/102) bei einer Spezifitdt von 84 % (26/31). Histopatholo-
gie: 91 % Sensitivitdt (73/80) bei 100 % Spezifitat (6/6). Zytologie
92% Sensitivitit (92/100) und 100% Spezifitit (26/26). Fiir die
automatisierte Zytometrie ergab sich damit ein positiver Vorher-
sagewert von 95% und ein negativer Vorhersagewert von 71 %.
Die quantitative Image-Zytometrie bronchialer Spiilfliissigkei-
ten erwies sich damit als empfindliche und zuverldssige Metho-
de zur Erfassung und Charakterisierung zelluldrer Atypien bei
bronchopulmonalen Tumoren. Automatisiert und nahezu bedie-
nungsfrei arbeitend, bietet sie sich als ein effektives Verfahren
fiir die erste Stufe im Rahmen des Lungenkrebs-Screenings an.

Automated Quantitative Image Cytometry of Bronchial
Washings in Suspected Lung Cancer Compared to Cytol-
ogy, Histology and Final Diagnosis: Introduction: Autom-
ated image cytometry represents a new method for the quanti-
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tative analysis of nuclear structure and DNA-content of exfolia-
tive airway epithelial cells. In the present investigation, we ex-
amined the correlation between automated cytometry, con-
ventional cytology and histopathology with the final diagnosis
as the “gold standard”. Methods: In 142 patients (100 males
and 42 females) with suspected lung cancer and 50 controls
(COPD, asthma), bronchial washings (5 - 10 ml) were obtained
during bronchoscopy before taking biopsies for cytological
and|or histological examinations. The washings were collected
in 20 ml Saccomanno’s fixative and centrifuged (500 g, 15 min).
The cell pellet was resuspended in Saccomanno’s solution. Two
specimens were stained according to Papanicolaou and another
two using the Feulgen reaction with thionin. Image cytometry
was performed by means of a special, trainable classifier for ex-
foliative cells of the respiratory tract, using the Cyto-Sacant®
(Oncometrics, Vancouver). Results: In the patients with suspec-
ted lung cancer we found numerous abnormal nuclei in 97
samples. 36 samples contained normal cells only, and 9 samp-
les were insufficient. In our control group there was no sample
with abnormal nuclei, and all washings were evaluable. Compa-
red to the final diagnosis of lung cancer, we found a sensitivity
of 90% (92/102) and a specificity of 84% (26/31). For histology
sensitivity was 91% (73/80) and specificity 100%, while we
found a sensitivity of 92% (92/100) and specificity of 100% for
cytology. For automated cytometry the positive predicted va-
lue was 95%, the negative predicted value 71%. Conclusions: In
the investigation of patients with suspected lung canver, auto-
mated image cytometry of bronchial washings is a sensitive
and reliable method for the detection of malignant changes in
the tracheobronchial mucosa. The automated procedure seems
well suited not only for analysing bronchial washings, but also
for a screening procedure.

Einleitung

Um das Ziel, ein wirksames Screeningprogramm fiir den
Lungenkrebs zu realisieren, mufSte zundchst die automati-
sierte Zytometrie von Zellen bdsartiger Lungentumoren er-
moglicht werden. Die Automatisierung der Zytometrie wurde
in jingster Zeit durch leistungsfihige Computer-Hard- und
Software in Kombination mit hochauflésenden Videosyste-
men auf Feinrobotik ermdglicht [4, 14, 20, 29].

Eine Anlage, die in der Lage ist, eine quantitative Analyse der
Kernstruktur und des Chromatin-Gehaltes automatisiert
durchzufiihren, wurde im Januar 1996 in unserer Zytometrie-
Einheit etabliert und fiir den klinischen Einsatz weiterentwik-
kelt [19, 26]. Diese Arbeit sollte vorbereitend fiir nachfolgende
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Sputumuntersuchungen zundchst priifen, inwieweit die zyto-
metrischen Untersuchungsergebnisse der in der Regel mate-
rialreichen und unter optischer Kontrolle gewonnenen bron-
chialen Spiilfliissigkeiten mit zytologischen und histologi-
schen Ergebnissen sowie der Enddiagnose iibereinstimmen.

Die automatisierte Image-Zytometrie wurde in den letzten
Jahren als ein sensitives Verfahren zur quantitativen Analyse
von Kernstrukturen und des DNA-Gehaltes exfoliierter Zellen
entwickelt. Sie fand ihren Einsatz zundchst in der Unter-
suchung von Zervixabstrichen [3,7-9]. Nun bietet sich mit
der Weiterentwicklung und Automatisierung ein neuer Ein-
satzbereich an: die Untersuchung epithelialer und makro-
phagozytdrer Zellen des Atemtraktes aus bronchialen Spiil-
fliissigkeiten oder Sputa [11,14].

Angesichts einer - allen Therapien zum Trotz - unverdndert
schlechten Prognose des Lungenkrebses zeigt sich dennoch,
daR die Frithdiagnose des Lungenkrebses die Sterberate deut-
lich senken kann [5]. Auch heute noch stirbt, trotz der seit
den 60er Jahren riickldufiger Krebsmortalitit, knapp jeder
vierte Bundesbiirger infolge eines Krebsleidens. Dabei steht
der Lungenkrebs nach Angaben der WHO mit 26,7% aller
malignen Neoplasien bei den Mdnnern und 6,7% bei den
Frauen an der Spitze der Krebstodesursachen der Manner und
bei den Frauen an 4. Stelle hinter dem Brust-, Dick- und
Enddarmkrebs [12]. In den USA stellen Lungentumoren sogar
34% aller Krebstodesfdlle von Mannern und 22% der Krebs-
todesfille von Frauen. Die dem Lungenkrebs zuzuschreiben-
den Todesraten, stiegen im Verlauf dieses Jahrhunderts dra-
stisch an. Seit den 60er Jahren verzeichnete das Statistische
Bundesamt in der Bundesrepublik bei den Mannern einen
stetigen Aufwartstrend der Lungenkrebs-Sterbeziffer von 55
auf 70 pro 100000 Einwohner. In den 80er Jahren kam es zu
einem Stillstand dieser Entwicklung und seit Anfang der 90er
Jahre wird ein riickldufiger Trend beobachtet, wobei letzteres
fiir die neuen Bundeslinder nicht uneingeschrankt gilt. Bei
den Frauen zeigt sich eine andere Entwicklung. Es findet sich
weiterhin ein stetiger Aufwadrtstrend, wobei die Sterbeziffer
sich seit den 60er Jahren fast verdoppelt hat. Im Vergleich zu
den Mdnnern ist sie mit 20 pro 100000 Einwohner z.Z. jedoch
noch relativ niedrig (Statistisches Bundesamt). Insgesamt
starben allein in unserem Land 36 748 Menschen im Jahr
1996 an bosartigen Neubildungen der Lunge und Bronchien.

In den Jahren von 1960 bis 1980 stieg die Mortalitdt an
Lungenkrebs nach Angaben der WHO in den industrialisierten
Lindern um 76% bei den Mdnnern und bei den Frauen sogar
um 135% an.

Nach Angaben der American Cancer Society wurden 1995 in
den USA 169900 Lungentumoren diagnostiziert und 157400
Todesfille erwartet [1]. Die 5-Jahres-Uberlebensraten fiir den
Lungenkrebs sind, verglichen mit anderen Tumoren, klein und
haben sich in den letzten 25 Jahren kaum verbessert [5].
Unter den in den Jahren 1981 -1987 neu diagnostizierten
Fillen betrigt die 5-Jahres-Uberlebensrate lediglich 11,8% fiir
Minner und 16,3% fiir Frauen. Die 5-Jahres-Uberlebensrate
fiir Tumoren, die in frithen, lokal begrenzten Stadien entdeckt
wurden, ist mit 47 % signifikant hoher [5]. Jedoch werden nur
18% der Tumoren in einem fritheren Stadium entdeckt. Nicht-
kleinzellige bosartige Lungentumoren konnten grundsdtzlich
friiher entdeckt und entsprechend behandelt werden. Die 5-
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Jahres-Uberlebensraten hingen deutlich vom Diagnosezeit-
punkt ab. Fiir das Stadium I wird eine Rate von 76%, fiir
Stadium II eine von 25%, weniger als 7% fiir die Stadien IIIA
und IIIB, ein Tumor im Stadium IV wird nur in Ausnah-
mefillen fiinf Jahre tiberlebt [16].

Diese Tatbestinde unterstreichen die Notwendigkeit der
Friiherkennung bosartiger Lungentumoren. Fiir eine wir-
kungsvolle Frithdiagnostik werden dringend neue Methoden
bendtigt [24]. Eine Moglichkeit kénnte die hier vorgestellte
automatisierte Image-Zytometrie in ihrer Weiterentwicklung
fiir das Sputum-Screening sein [11,14,18,29]. Sie stellt ein
sensitives Verfahren zur quantitativen Analyse der Kernstruk-
tur und des DNA-Gehaltes exfoliativer Zellen, wie die des
Atemtraktes dar. Gegeniiber der herkémmlichen DurchfluR3-
zytometrie werden nicht nur die KerngréfSe und der DNA-
Gehalt der zu untersuchenden Kerne bestimmt, sondern die
Kernstruktur wird - vergleichbar der zytologischen Unter-
suchung - anhand einer Vielzahl unterschiedlicher Chroma-
tinstrukturen (Features) analysiert und quantifiziert. Die
weitgehende Automatisierung des Verfahrens ermdoglicht eine
arbeitszeitunabhdngige Bearbeitung der Prdparate auch in
Abwesenheit des Untersuchers. Sie bietet die Madglichkeit,
eine groRere Anzahl von Proben ohne wesentlichen personel-
len Mehraufwand zu untersuchen. Sie eignet sich als diagno-
stisches Verfahren und damit auch fiir umfangreiche Scree-
ninguntersuchungen.

In der vorliegenden Studie wollten wir die Frage kldren, ob
der gegenwadrtige Stand der automatisierten Image-Zytome-
trie bei ihrem Einsatz in der Untersuchung bronchialer Spiil-
fliissigkeiten bereits eine zuverldssige Ubereinstimmung mit
den Ergebnissen von zyto- und histo-pathologischen Unter-
suchungen von Biopsie-Prdparaten zeigt.

Unter Verwendung eines automatisierten Image-Zytometers
(Cyto-Savant®) untersuchten wir bronchiale Spiilfliissigkeiten
von 142 konsekutiv untersuchten Patienten, die wegen des
Verdachts auf einen broncho-pulmonalen Tumor in der pneu-
mologischen Klinik der Augusta-Kranken-Anstalten bron-
choskopiert wurden. Als Kontrollkollektiv dienten 50 Patien-
ten ohne neoplastische Veranderungen, bei denen eine Bron-
choskopie aus anderen Griinden erfolgte.

Unsere Ergebnisse belegen, da8 die quantitative Image-Zyto-
metrie bei der Untersuchung bronchialer Spiilungen zu einem
standardisierten und zuverldssigen Verfahren mit hoher Sen-
sitivitdit und Spezifitit weiterentwickelt werden kann, das
zudem weitgehend automatisiert und bedienungsfrei arbeitet.

Methodik
Patienten

An 142 Patienten mit dem Verdacht auf einen broncho-
pulmonalen Tumor fithrten wir eine Spiilung des suspekten
Bronchialabschnittes zusdtzlich zur Gewinnung des zytologi-
schen und/oder histologischen Probenmaterials im Rahmen
einer Bronchoskopie durch. Untersucht wurden im Zeitraum
von Mai 1996 bis April 1997 insgesamt 42 Frauen und 100
Madnner im Alter zwischen 26 und 85 Jahren, Median 65 Jahre.
Bei allen Patienten dieser Gruppe bestand der klinische und/
oder rontgenologische Verdacht auf einen broncho-pulmona-
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len Tumor, oder ein solcher sollte durch die bronchoskopische
Untersuchung ausgeschlossen werden. Bei samtlichen Patien-
ten wurde vor der Bronchoskopie eine Rontgenuntersuchung
des Thorax vorgenommen. Im Rahmen der weiterfithrenden
Diagnostik erfolgte eine flexible Bronchoskopie. Fiir 86
Patienten (60%) lagen Angaben zum Rauchverhalten komplett
vor, darunter fanden wir in 95% der Fdlle Raucher mit durch-
schnittlich 47 Pack-Years. Unter den Tumorpatienten mit
bekanntem Rauchverhalten fanden wir in 97% der Fille
Raucher und nur in 3% Nichtraucher. In 9 der 142 unter-
suchten bronchialen Spiilfliissigkeiten befand sich zu wenig
reprasentatives Material, so daf8 schlieBlich 133 Patienten in
die Vergleichsuntersuchung aufgenommen werden konnten.

Kontrollkollektiv

Als Kontrollen dienten bronchiale Spiilfliissigkeiten von 50
Patienten (30 Mdnner, 20 Frauen) bei denen eine Broncho-
skopie aufgrund anderer Indikationen, (Sarkoidose, therapeu-
tische Lavage bei COPD oder Asthma) durchgefiithrt wurde.
Darunter waren 22 Nichtraucher und 28 Raucher bzw. Ex-
raucher mit mehr als 20 Packungsjahren.

Bronchoskopie

Wegen des Verdachtes auf das Vorliegen eines broncho-
pulmonalen Tumors fithrten wir im Rahmen des diagnosti-
schen Vorgehens eine konventionelle Bronchoskopie durch.
Indikation zur Bronchoskopie war ein klinischer oder radio-
logischer Verdacht auf einen broncho-pulmonalen Tumor. Die
Untersuchung erfolgte in Lokalandsthesie und, falls erforder-
lich, unter Zuhilfenahme einer i.v. Sedierung. Wir verwende-
ten flexible Bronchoskope vom Typ Olympus BFP 30, BF 20
und BF 200.

Die bronchoskopischen Befunde teilten wir in drei Gruppen

ein:

1. unauffillige oder entziindliche Verdnderungen der bron-
chialen Schleimhaut,

2. direkte Tumorzeichen (in das Bronchiallumen wachsende
stenosierende Tumoren mit der Méglichkeit zur Exfoliation
von Tumorzellen),

3. indirekte Tumorzeichen (submukése Infiltration im Sinne
einer Verbreiterung der Lappen- bzw. Segmentkarinen oder
Subsegmentkarinen mit Kompression bzw. Bronchialste-
nose, einschlief8lich Verstreichungen der Schleimhaut oder
der Knorpelstruktur assoziiert mit lokalen Hypervaskulari-
sationen).

Bronchiale Spiilungen/Materialgewinnung

In den suspekten Bronchialabschnitten wurden vor den {ibli-
chen Probeexzisionen Spiilungen mit 2 x 8 ml isotoner Koch-
salzlésung liber den Arbeitskanal durchgefiihrt. Das Aspirat
(ca. 10ml) wurde in 20ml Saccomanno-Konservierungslo-
sung aufgenommen. Noch am gleichen Tag erfolgte die
Aufbereitung des Probengutes. Bei Patienten ohne radiologi-
schen oder bronchoskopischen Lokalbefund sowie bei den
Kontrollprobanden spiilten wir die zentralen Bronchial-
abschnitte.
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Férbeverfahren

Nach Zentrifugation iiber 15 Minuten bei 500 g wurde das
Zellpellet in 0,5-1,5ml Saccomanno-Lésung [31] mittels
Pasteurpipette resuspensiert. Der Uberstand wurde verwor-
fen. Jeweils zwei Tropfen der Zellsuspension (ca. 0,2ml)
gaben wir auf sechs Objekttrager und strichen die Proben mit
einem zweiten Objekttrdger analog einer Blutprobe aus.
AnschlieBend erfolgte die Trocknung an der Luft mindestens
iiber einen Zeitraum von 12 Stunden.

Jeweils zwei Praparate farbten wir fiir die zytologische Unter-
suchung nach Papanicolaou [27] und zwei nach saurer Hydro-
lyse mit Thionin [13,17,33-35].

Zytologie

Die lichtmikroskopischen zytologischen Untersuchungen von
Tupfpriaparaten bzw. der Abstriche oder Zytozentrifugate
erfolgten unabhidngig voneinander im Zytologischen Institut
Atay und Topalidis und/oder im Forschungsinstitut fiir Friih-
diagnose und Therapie des Bronchialkarzinoms. Die Befun-
dung der zytologischen Praparate wurde nach einer modifi-
zierten Papanicolaou-Klassifikation durchgefiihrt [2, 28], darin
bedeuten PAP-Klasse O nicht reprdsentatives Material, PAP-
Klasse I ein normales Zellbild, PAP-Klasse II gutartige Erkran-
kungen, PAP-Klasse III Zellproliferationen mit Zellatypien oder
-anomalien (unklare Befunde), PAP-Klasse Ill; Dysplasien
(leicht, mdRig, schwer), PAP-Klasse IV, Carcinoma in situ, PAP-
Klasse 1V, einzelne sichere Tumorzellen (Karzinom sehr wahr-
scheinlich), PAP-Klasse V mehrere/viele Tumorzellen (sicheres
Karzinom). Zusdtzlich zur Klassifikation erfolgte die Diagnose
mit einem Freitext. In die Auswertung floR jeweils die Diagnose
mit dem héchsten Grad der neoplastischen Verdnderung ein.

Wenn notwendig erfolgten zusdtzlich zu den Farbungen nach
Papanicolaou und May-Griinwald-Giemsa, zytochemische
Farbungen (unspezifische Esterase, alkalische und saure Phos-
phatase, PAS, Amylase-PAS,) sowie immunzytochemische Far-
bungen (CEA, NSE, Vimentin) zur weiterfiihrenden Spezifika-
tion des Tumortyps bzw. der Diagnose.

Automatisierte Image-Zytometrie

Die zytometrische Untersuchung des Probenmaterials erfolgte
mit dem Cyto-Savant® (Oncometrics Imaging Corp. Vancou-
ver, CDN) unter Verwendung eines speziell entwickelten trai-
nierbaren automatisierten Classifiers (TANC, Trainable Auto-
mated Nuclear Classifier) fiir exfoliative Zellen des Atemtrak-
tes, mit dem auch Untersuchungen von Sputumproben bereits
routinemdfig durchgefiihrt werden.

Fiir die zytometrischen Untersuchungen wurden die Prdparate
unter Verwendung von Thioninsulfid nach saurer Hydrolyse
gefdrbt [13,34,35]. Die Praparate wurden zuerst 30 min in
96%igem Ethanol dehydriert, anschlieBend 30-60min in
Bohm-Sprenger-Losung fixiert und dann mit Aqua dest.
gespiilt. Die Purinbasen wurden bei Zimmertemperatur
(20°C) durch eine 45miniitige Hydrolyse in 5 N HCl entfernt.
An die Aldehydgruppen band sich das Thionin-SO, im an-
schlieBenden Farbeschritt (60 min) streng stdchiometrisch
und wurde photometrisch im blau-violetten Bereich bei
590 nm bestimmt. AnschlieBend wurden die Praparate mehr-
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fach in einer Natriumbisulfit-Lésung zur Entfernung von Farb-
resten gespiilt. AbschlieBend erfolgte die Spiilung in Ethanol-
l6sungen zunehmender Konzentrationen und schlief8lich in
Xylol, bevor die Proben in Immersionsdél eingebettet wurden.

Die Analysezeit des automatisierten Zytometers betrug eine
halbe Stunde, wdhrend dieser Zeit wurden bis zu 1500
Zellkerne rekrutiert und ihre Kernstrukturen quantitativ be-
stimmt. Als Referenzzellen fiir die Normalisierung der Zell-
kernstrukturen dienten jeweils 25 in der jeweiligen Probe
gefundene Lymphozyten. Die Unter- und Obergrenze der zu
analysierenden Anzahl der Kerne war fiir jede Gruppe frei
wadbhlbar.

Bei einer 20fachen VergroBerung und einer Bildmatrix von
1,4*10% Pixeln der verwendeten CCD-Videokamera (Kodak
Microimager 1400) und einer Bildschirmauflésung von
1246 x 1026 Bildpunkten betrug die Kantenldnge eines Pixels
ca. 0,33 um. Die Anzahl der Pixel ergab die Kerngrofe, ein
typischer Epithelzellkern mit 10 - 12 pm Durchmesser um-
faRte ca. 1000 Pixel. Die Farbintensitdt aller einzelnen Pixel
wurde bei einer Wellenldinge von 590 nm photometrisch
gemessen. Der Graubereich von weil8 bis schwarz umfafite
256 Stufen, die Summe aller Graustufen der Pixel eines Kerns
wird als integrierte optische Dichte (IOD) bezeichnet und
entspricht dem DNA-Gehalt des Kerns. Der Standardwert fiir
die 10D epithelialer Kerne betrug 110, zugelassen war ein
Bereich von +50% des Standards. Die 10D der normalen
Epithelzellkerne wurde gleich 1,0 gesetzt und als DNA-Index
bezeichnet. Ein DNA-Index von 1,0 entspricht dem doppelten
haploiden DNA-Gehalt (2c) eines normalen Kernes in der
Ruhephase. Die Obergrenze fiir die GréRe der zu sammelnden
Objekte betrug 350000 Rdhmchen (zentrales Pixel mit einer
Pixelumrandung), die Untergrenze 1500.

Das Gerdt ermoglicht die quantitative Untersuchung von
mehr als 100 verschiedenen Kernstruktureigenschaften, die
dem automatisierten Zell-Classifier bei der Einteilung der
untersuchten Objekte in die einzelnen Zellkerngruppen und
der Zellsammlung zugrunde liegen [11]. An den einzelnen
Knotenpunkten des Sortierbaums werden Schwellenwerte
einzelner Kernstrukturparameter definiert und linear-diskri-
minierende Funktionen aus den Kernstruktureigenschaften
berechnet, die eine groRtmogliche Trennung der gewiinsch-
ten Zellgruppen ermdglichen. Zur Ersparnis von Rechnerzeit
fiir die Zellsammlung und Analyse wurden Schwellenwerte
festgelegt, die nur die Sammlung von Objekten zulassen, die
im voreingestellten Bereich liegen. Primdr werden darin die
GroRe und die optische Dichte der Objekte festgelegt. Zur
Analyse des Bronchialsekretes wurden maximal 500 normale
Epithelzellkerne und zwei Gruppen mit bis zu 200 auffilligen
Kernen im Bereich 1,25 <DNA-Index < 2,5 und bis zu 100
Kernen mit einem DNA-Index > 2,5 gesammelt. Hinzu kamen
bis zu 100 Kondensatalveolarmakrophagen [23] und jeweils
bis zu 200 Lymphozyten, segmentkernige und eosinophile
Granulozyten. Die maximale Sammeldauer wurde auf 30 min
festgelegt. Die Analyse wurde abgebrochen, wenn die Min-
destanzahl der gesuchten Zellen in dieser Zeit nicht erreicht
wurde. Fiir jede der etwa 1500 Zellen wurden die MeRBwerte
aller Kernstruktureigenschaften berechnet und gespeichert.
Die Lokalisation (x- und y-Koordinaten) sdamtlicher Zellen
wurde bestimmt. Auffillige Kerne konnten daher einzeln
mikroskopisch {iberpriift werden.
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Vor der Analyse eines Satzes von bis zu 50 Proben, die das
Gerdt ohne Anwesenheit des Untersuchers bearbeitet, wurde
eine Eichung des Zytometers und eine Kontrolle der Optik
durchgefiihrt (Zeitaufwand ca. 5 Minuten). In seiner gegen-
wartigen Version konnen bei einer Analysezeit von 30 Minu-
ten mindestens 48 Prdparate pro Tag untersucht werden. Die
Revision durch den Untersucher, einschlieBlich Erstellung
und Ausdruck des Befundes, benétigt in der Regel fiinf bis
zehn Minuten. Wdhrend der 30miniitigen Zellsammlung
werden in der aktuellen Softwareversion bis zu 50000
Objekte erfa3t, davon wird in einem ,sauberen” Praparat etwa
ein Drittel als Kerne der unterschiedlichen Kategorien identi-
fiziert. Eine wochentliche Datensicherung mittels Streamer
(HP 35480A) wird parallel zur Datenaufnahme bzw. -revision
durchgefiihrt. Eine aktuelle Ubersicht iiber die Einsatzmog-
lichkeiten und Kosten der statischen Bildzytometrie in der
Diagnose epithelialer Dysplasien findet sich bei Bécking [6].

Zytometrische Befundung

Den DNA-Gehalt epithelialer diploider Zellen (2c-Wert oder
Euploidiewert) erhdlt man z.B., indem man die IOD einer
Anzahl von Lymphozyten bestimmt und mit einem labor-
eigenen Faktor multipliziert. So schlagen z.B. Bocking et al.
[9] einen Faktor von 1,2 vor, wenn in 50% alkoholfixierte
Praparate eine Stunde mit 4N HCI hydrolysiert worden sind.

Der DNA-Bereich euploider Zellkerne betrdgt 2c+0,25c und
entspricht damit etwa einem Varianzkoeffizienten von 12,5%.
Als quantitative MeRgroflen wurden aus den Einzelwerten
des DNA-Gehaltes folgende Parameter bestimmt: die Raten
der 2,5c und 5c- iiberschreitenden Zellen (2,5cER und 5cER)
und der 2c-Abweichungs-Index (2cDI) [9].

Von Bocking [7] sowie der ESACP [9] wurden Kriterien fiir die
quantitative Analyse der Imagezytometrie aufgestellt, die als
Grundlage fiir unsere Beurteilung dienten. Der 5cER ist der
prozentuale Anteil der aneuploiden Zellen, deren DNA-Gehalt
grofRer als 5c ist. Es handelt sich hierbei um nicht in Teilung
befindliche Kerne. Zellen wurden als aneuploid bezeichnet,
wenn sich ihr DNA-Gehalt nicht im Bereich 2c * 0,25c
befindet. 2cDI ist definiert als die Summe der Abweichungs-
quadrate des DNA-Gehaltes der einzelnen Zellen (c;) vom
Mittelwert (2c), geteilt durch die Anzahl der MeRwerte. Der
Wert entspricht damit der mittleren quadratischen Abwei-
chung vom Diploid-Wert. Diagnostische Einteilungen mali-
gner Veranderungen konnen auf den Werten der 5cER und
2cDI bezogen werden.

Als weitere Abstufungsmoglichkeit wurde der Malignitats-
index (MI) als Produkt aus 2cDI und 5cER berechnet. Beide
GroRen, 2cDI und 5cER, korrelieren eng miteinander (z.B.
r = 0,93 beim malignen Lymphom). Dieser Malignitdtsindex
wird als quadratische GrofSe durch eine logarithmische Trans-
formation in den Malignititsgrad (MG) mit einer Skala von
0,0 bis 3,0 umgewandelt. Damit kann das gesamte Spektrum
der Malignitdt von Tumoren in einem {ibersichtlichen Score
dargestellt werden. Der Algorithmus ist nicht anwendbar fiir
Einfliisse, die eine Aneuploidie simulieren: Bestrahlung oder
Zytostatikabehandlung, Lisionen mit Riesenzellproliferation,
Amitosen oder euploid polyploidisierte Zellen, wie z.B. Uro-
thelzellen [7]. Entsprechende Patienten wurden nicht in die
Studie aufgenommen.
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Zytometrische Klassifikation

Wir teilten die zytometrischen Befunde in die vier Kategorien
0, I, II oder III ein. Darin bedeuten: 0 keine ausreichende
Anzahl reprdsentativer epithelialer Zellen, I normale (unauf-
fillige) Zellkernverteilung, II als leichtgradig suspekt wurden
daher solche Proben eingestuft, in denen mehr als 10-15
auffillige Kerne in diesem DNA-Bereich gefunden wurden
(> Mittelwert der Kontrollgruppe +2s) und/oder der 2cDI
erhéht war. In den bronchialen Spiilfliissigkeiten der 50
Kontrollprobanden fanden sich im Mittel lediglich 2,5+3,0
auffdllige Kerne mit einem DNA-Index nahe 2,0 (1,75 < DNA-
Index < 2,25). 1ll hochgradig suspekt, neben erhéhtem 2cDI
eine Vielzahl von abnormen Kernen, einschlieflich solcher
mit einem DNA-Gehalt von mehr als dem fiinffachen des
normalen haploiden DNA-Gehaltes (5c) oder DNA-Index > 2,5
und einer erhohten 5cER. Als reprdsentative Kernstruktur-
eigenschaften (Features) stellten wir den Zusammenhang
zwischen ZellkerngroBe und dem DNA-Gehalt bzw. dem
DNA-Index im Ergebnisteil exemplarisch dar.

Pathologie

Fiir die pathologisch-histologischen Untersuchungen wurden
Zangenbiopsien der auffdlligen Areale entnommen und im
Institut fiir Pathologie untersucht. Die Proben wurden sofort
nach der Gewinnung in 4%iger Formalinlésung aufgenommen
und noch am gleichen Tag verschickt. Nach Spiilung der
Proben in Aqua dest. wurden sie nach den iiblichen histologi-
schen Verfahren nach Passage in Ethanollésungen in zuneh-
menden Konzentrationen bis zur 100% Losung, dann mehre-
ren Passagen in Xylol, Einbettung in Paraffinblocke, Mikro-
tomschnitt, Entparaffinierung mit Xylol, dann in Ethanol-
l6sungen abnehmender Stdrke bis zum Aqua dest aufgearbei-
tet. Es folgten abschliefende Firbungen mit Himatoxylin und
Eosin sowie mit Giemsa-Losungen. Fiir spezielle Fragestellun-
gen wurden auch hier weiterfithrende immunhistochemische
Verfahren angewendet. Die histopathologische Zuordnung des
fithrenden Tumortyps im Biopsiegut erfolgte nach der WHO-
Klassifikation 1981.

Enddiagnose

Die endgiiltige Diagnose als Synthese sdmtlicher erhobener
Daten (klinische Daten, Rontgenuntersuchungen, Broncho-
skopie, Zytologie, Histologie) wurde dem Entlassungsbericht
entnommen.

Statistik

Die Ergebnisse der zytometrischen Untersuchungen wurden
hinsichtlich der Sensitivitdit und Spezifitit gegeniiber der
klinischen Enddiagnose als ,,Goldstandard* tiberpriift [32]. In
gleicher Weise wurden die Ergebnisse der Zytologie und
Histopathologie gegeniiber der Enddiagnose getestet.

Ergebnisse

Kontrollkollektiv ohne Verdacht auf ein Bronchialkarzinom

Kontrolluntersuchungen erfolgten an 30 Mdnnern (60%) und
20 Frauen (40%), bei denen weder rontgenologisch noch
anamnestisch der Verdacht auf einen broncho-pulmonalen

Tumor bestand. Das mittlere Alter war vergleichbar zu der
Gruppe mit Verdacht auf eine maligne Neoplasie (Mittelwert:
58,2 +11 Jahre) mit einer Spannweite von 25 bis 76 Jahren.
Unter ihnen waren 28 Raucher bzw. Exraucher mit mehr als
20 Packungsjahren. Samtliche Proben wurden zytometrisch
als unauffillig klassifiziert. Die Enddiagnose lautete in 5
Fillen Asthma bronchiale oder bronchiale Hyperreagibilitdt,
in 2 Fillen Sarkoidose, in einem Fall lag eine Sekretretention
vor, 31 Patienten zeigten eine Bronchitis und 11 waren
bronchoskopisch ganzlich unauffillig.

Das typische zytometrische Bild einer bronchialen Spiilfliis-
sigkeit eines Nicht-Tumorpatienten ist gekennzeichnet durch
normale Epithelzellkerne in der Interphase (Gg-Phase) und
den Kernen inflammatorischer Zellen, die zusammen ein
schmales exponentielles Verteilungsmuster zeigen, wenn die
KerngrofRe und der DNA-Gehalt in Bezug gesetzt werden,
(Abb.1). Der Zusammenhang konnte mit einer Funktion der
allgemeinen Formy = a*eP + ¢ beschrieben werden.

Kleinere Kerne (<250 Pixel) stammen von den inflammatori-
schen Zellen (Lymphozyten, sowie segmentférmige und eosi-
nophile Granulozyten). Epithelzellkerne waren in der Regel
grofler (>250 Pixel). Das Verteilungshistogramm fiir ihren
DNA-Index entsprach weitgehend einer Normalverteilung mit
einem Variationskoeffizienten <10%. Lediglich 0,5 bis 1,0%
der gesammelten epithelialen Kerne zeigen einen DNA-Index
im Bereich 1,25 < DNA-Index < 2,5 auf.

Alveolarmakrophagen starker Raucher (Kondensat-Makro-
phagen) wiesen zusdtzlich zur der DNA-Farbung der Kerne
auch Farbungen lysosomaler Strukturen im Zytoplasma auf
und tduschen damit eine Aneuploidie vor. Diese Zellen
wurden jedoch vom Classifier identifiziert und in die ent-
sprechende Kategorie eingeordnet (s. Abb. 2).

Patienten mit Verdacht auf einen broncho-pulmonalen Tumor

Altersverteilung mannlicher und weiblicher Patienten

Die Untersuchungen erfolgten an 100 Mannern (70%) und 42
Frauen (30%). Das mittlere Alter betrug 65,5 Jahre bei einer
Spannweite von 26 bis 85 Jahren. Der Alters-Median lag bei
den Mdnnern bei 66 und bei den Frauen bei 61 Jahren (Tab. 2).
Die grofSte Altershdufigkeit befand sich unter den Mdnnern in
der Gruppe der 61-70jdhrigen (42%). Unter den Frauen war
die Altersverteilung weniger homogen, der Altersgipfel (31%)
lag in der Gruppe der 71-80jdhrigen. Die 95%-Grenze der
kumulativen Hdufigkeiten wurde jeweils in der Altersklasse
der 71 -80jdhrigen iiberschritten.

Zytometrische Ergebnisse in Abhangigkeit vom fiihrenden
histologischen Tumortyp

In 62 Fillen wurden bronchoskopisch direkte TU-Zeichen
festgestellt. In 90% der Proben zeigten sich auch in der
zytometrischen Untersuchung pathologische Befunde im
Sinne einer vermehrten Anzahl aneuploider Zellkerne (25 III,
31 II). Nur vier Proben waren unauffallig (I) und zwei enthiel-
ten zu wenig Material (0).

Indirekte Tumorzeichen wurden in 31 Féllen gefunden; 84%
davon waren auch zytometrisch auffallig. Bronchoskopisch
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Abb.1 Beispiel flr ein unauffélliges zytometrisches Untersuchungsergebnis von Probenmaterial einer bronchialen Spillésung von einem
Patienten mit COPD, bei dem kein Verdacht auf ein Bronchialkarzinom bestand und im Rahmen der klinischen Diagnostik nicht vorlag.
A: zytometrischer Report mit Darstellung der Héaufigkeitsverteilung des DNA-Gehaltes, der Beziehung zwischen DNA-Index und
KerngroRe, einer tabellarischen Darstellung der Anzahl der gesammelten Zellen der einzelnen Gruppen, die Raten der 2,5c- und 5c¢
tiberschreitenden Kerne (2,5c Exceeding und 5c Exceeding) sowie dem Malignitdtsindex und Malignitdtsgrad und schlieBlich einer Galerie

typischer unauffilliger Epithelzellkerne.
Bronchialschleimhaut.

konnten bei 49 Patienten (davon 16 mit rontgenologisch
gesichertem peripheren Rundherd) keine tumorverddchtigen
Verdanderungen festgestellt werden. Jedoch fanden wir in 56 %
der Patienten mit peripherem Rundherd auffdllige zytometri-
sche Ergebnisse. Unter den bronchoskopisch unauffilligen
Patienten, bei denen réntgenologisch kein peripherer Rund-

B: zytologische Darstellung von Flimmerepithelzellen und C: histologische Abbildung der

herd nachgewiesen wurde, fanden wir in 9 Proben (18%) ein
positives zytometrisches Untersuchungsergebnis (6 II).

Insgesamt fanden wir in 43 Fillen einen hochgradig su-
spekten Befund mit einer Vielzahl von auffélligen Zellkernen
(III). 54 Prdparate waren leichtgradig suspekt mit einigen
abnormalen Zellen (II), 36 waren unauffdllig (I) und in 9
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Tab.1 Bronchoskopische Tumoridentifikation und zytometrische Befundung mit dem Cyto-Savant®
Bronchoskopisches Bild Anzahl

direkte Tumorzeichen 62

indirekte Tumorzeichen 31

pRH, bronchoskopisch ohne Tumorbefund 16

kein pRH, bronchoskopisch ohne Tumorbefund 33

Summe 142

% der Félle pos. Rate zytometrische Klassifikation
1l Il | 0
44 90 25 31 2
22 84 14 12 2 3
11 56 4 5 6 1
23 18 0 6 23 3
43 54 36 9

IIl: hochgradig suspekt mit zahlreichen auffélligen Kernen, einschlieRlich 5¢cER > 1%, II: leichtgradig suspekt mit einzelnen auffélligen Kernen, I: unauffallig, 0: nicht
reprasentativ, keine ausreichende Anzahl reprasentativer Kerne, pRH: peripherer Rundherd.

Tab.2 Tumorklassifikation und zytometrische Diagnose bronchialer Spiilfliissigkeiten mit dem Cyto-Savant®

abschlieBende Diagnose Anzahl % der Féille % der TU pos. Rate zytometrische Klassifikation

1 I | 0
Entziindungsreaktionen 34 24 0 5 26 3
kleinzellige Karzinome 28 20 26 100 17 8 0 3
Plattenepithelkarzinome 25 18 23 96 6 17 1 1
groRzellige Karzinome 9 6 8 88 4 4 1 0
Adenokarzinome 37 26 34 86 15 15 5 2
Metastasen/div. Tumoren 9 6 8 66 1 5 3
Summe 142 100 43 54 36 9

IIIl: hochgradig suspekt mit zahlreichen auffilligen Kernen, einschlieBlich 5cER> 1%, II: leichtgradig suspekt mit einzelnen auffélligen Kernen, I: unauffllig, 0: nicht

reprasentativ, keine ausreichende Anzahl reprdsentativer Kerne.

Tab. 3 Sensitivitat und Spezifitdt der quantitativen Image-Zytometrie bronchialer Spiilfliissigkeiten in der Diagnose des Lungenkrebses

Methode Anzahl Sensitivitdt %  Spezifitdt %
Zytometrie 133 90 84
Zytologie 126 92 100
Pathologie 86 91 100

korrekt-positiv

92
92
73

falsch-positiv falsch-negativ korrekt-negativ

10 26
26
0 7 6

Proben befand sich zu wenig reprdsentatives Material fiir die
Befundung (0) (Tab.1).

Zytometrische Befundung im Vergleich zur histogenetischen
Tumorklassifikation

Der Verdacht auf das Vorliegen eines broncho-pulmonalen
Tumors konnte histologisch oder zytologisch bei 108 der 142
untersuchten Patienten in der Enddiagnose gesichert werden
(Tab. 2). Unter den Tumoren waren kleinzellige Karzinome in
26% der Tumorfille vertreten, die davon untersuchten Prapa-
rate waren alle zytometrisch auffillig. Unter den nicht-klein-
zelligen Tumoren waren Plattenepithelkarzinome mit 23%,
Adenokarzinome mit 34% und grof3zellige Karzinome in 8%
vertreten.

Enddiagnose als ,Goldstandard“

Der Vergleich mit der abschlieSenden Enddiagnose aus samt-
lichen Untersuchungsergebnissen als ,Goldstandard®, zeigte

eine zur Zytologie mit 92% und Histopathologie mit 91%
vergleichbare Sensitivitdt der Zytometrie von 90% (Tab. 3).

Bei einem Vergleich der Spezifitdt, die bei den konventionel-
len mikroskopischen Verfahren bei 100% lag, fiihrten fiinf
falsch-positive Befunde in der Image-Zytometrie bisher zu
einer Spezifitit von 84%. Fiir die Zytometrie erhielten wir
einen positiven Vorhersagewert von 95% und einen negativen
Vorhersagewert von 71%.

Beispiele zytometrischer Untersuchungsergebnisse

Normalbefund: Ein unauffilliges zytometrisches Untersu-
chungsergebnis der bronchialen Spiilfliissigkeiten von einem
nicht-rauchenden Patienten mit einer chronisch obstruktiven
Lungenerkrankung (COPD) zeigt einen exponentiellen Zusam-
menhang zwischen ZellkerngroBe (Area) und DNA-Gehalt
(DNA-Index) ( Abb.1). Die rundlichen bis ovalen epithelialen
Kerne zeigen ein feinkérniges Chromatinverteilungsmuster.
Es finden sich zarte Chromozentren und eine ausgeglichene
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Abb. 2 Beispiel fiir ein zytometrisches Untersuchungsergebnis von Probenmaterial einer bronchialen Spullésung eines starken Rauchers,
bei dem der Verdacht auf ein Bronchialkarzinom im Rahmen der klinischen Diagnostik nicht bestétigt werden konnte. A: zytometrischer Report
mit Darstellung einer Galerie typischer Kondensatalveolarmakrophagen bei Kondensatpneumopathien, die eine Aneuploidie vortduschen.
B: zytologische Darstellung der Kondensatalveolarmakrophagen und C: histologische Abbildung der Bronchialschleimhaut.

Verteilung des Eu- und Heterochromatins. Sie weisen einen
DNA-Index von 0,75 bis 1,25 auf und befinden sich im Bereich
einer Kerngréfle von 250-800 Pixeln. Nur einzelne Kerne
haben einen DNA-Index um 2,0, dabei handelt es sich vermut-
lich um Zellen in der G2-Phase der mitotischen Teilung.

Proben von Rauchern: Typisch fiir die Kernverteilung eines
starken Rauchers (Abb.2) sind, neben dem iiblichen Vertei-
lungsmuster der normalen Epithelzellkerne auch eine Viel-

zahl von teils polyploiden Kondensatalveolarmakrophagen,
bei denen sich zusdtzlich Zytoplasmaeinschliisse darstellen.
Da diese Einschliisse ebenfalls photometrisch erfalst wer-
den, werden die Zellen als aneuploid Kklassifiziert. Der
Classifier erkennt diese Zellen jedoch und ordnet sie in die
entsprechende Gruppe der Kondensatalveolarmakrophagen
ein. Die GroRe dieser Zellen ist sehr unregelmdRig (300-
3000 Pixel) und der scheinbare DNA-Gehalt hdufig groRer
5c (5¢ ER>5%).
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Abb. 3 Beispiel fiir ein pathologisches zytometrisches Untersuchung

sergebnis von Probenmaterial einer bronchialen Spiillésung eines

Patienten mit kleinzelligem Bronchialkarzinom im fortgeschrittenen Stadium. A: zytometrischer Report mit Darstellung einer Galerie typischer
aneuploider Tumorkerne, B: zytologische und C: histologische Darstellung des kleinzelligen Bronchialkarzinoms.

Kleinzellige Bronchialkarzinome: In der Spiilfliissigkeit der
Patienten mit kleinzelligen Bronchialkarzinomen im fortge-
schrittenen Stadium (Abb. 3) sind neben dem {iblichen Vertei-
lungsmuster normaler Kerne eine Vielzahl intensiv angefarb-
ter aneuploider Kerne einschlieRlich solcher mit einem DNA-
Gehalt gréer 5¢ (5¢ ER>1%) jedoch mit wenig veranderter
KerngréRe (300-800 Pixel) und einem mittleren DNA-Index
von 1,83+0,74 vorhanden. Das Chromatinmuster ist grob-
kornig bis grobfaserig und weist haufig grofSe Chromozentren

auf. Die Kernrdnder sind unregelmdfig. Die Kerne sind poly-
gonal, teils rundlich-oval bis tropfenférmig.

Plattenepithelkarzinome: In der bronchialen Spiilfliissigkeit
von Patienten mit Plattenepithelkarzinomen (Abb.4) finden
sich neben dem {iblichen Verteilungsmuster der normalen
epithelialen Kerne, regelmdRig eine Vielzahl von auffdlligen
und vergroRerten aneuploiden Zellkernen mit einer Flache bis
zu 2000 Pixeln. Die Kerne sind rundlich bis oval und glatt-
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Abb. 4 Beispiel fiir ein pathologisches zytometrisches Untersuchungsergebnis von Probenmaterial einer bronchialen Spiillésung eines
Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom. A: zytometrischer Report mit Darstellung einer Galerie typischer aneuploider Tumorkerne, B:
zytologische und C: histologische Darstellung des Plattenepithelkarzinoms.

randig. Das Chromatinmuster ist grobkdrnig mit grofSen
Chromozentren, gelegentlich finden sich auch pyknotische
Kerne mit sehr hohem DNA-Index.

Adenokarzinome: In der bronchialen Spiilfliissigkeit von
Patienten mit Adenokarzinomen (Abb.5) finden sich typi-
scherweise auffillige Zellen mit aneuploiden Kernen ein-
schlieRlich solcher mit einem DNA-Gehalt grofler 5c¢ (5c

ER>0,5%), die weniger hinsichtlich ihrer Kerngréf3e als viel-
mehr in ihrem DNA-Gehalt von normalen Epithelzellkernen
abweichen. Die Kerne sind hdufig halbmondférmig, besitzen
einen vermehrten Heterochromatinanteil. Gelegentlich finden
sich eine helle Kernmatrix und gelappte bzw. polyploide
Kerne.
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Abb. 5 Beispiel fiir ein pathologisches zytometrisches Untersuchungsergebnis von Probenmaterial einer bronchialen Spiillésung von einem
Patienten mit einem Adenokarzinom. A: zytometrischer Report mit Darstellung einer Galerie typischer aneuploider Tumorkerne, B: zytologische

und C: histologische Darstellung des Adenokarzinoms.

Diskussion

Die quantitative automatisierte Image-Zytometrie bronchialer
Spiilfliissigkeiten zeigte in unserer Untersuchung im Ver-
gleich zur Enddiagnose eines broncho-pulmonalen Tumors
als ,Goldstandard” eine Sensitivitit von 90%, die mit der bei
der Untersuchung zytologischer und histologischer Biopsien
ermittelten Sensitivitdt vergleichbar war. Die Spezifitit jedoch

lag mit 84% noch unter der der konventionellen mikroskopi-
schen Verfahren (100%).

Vergleich zu fritheren Untersuchungen: Im Vergleich mit an-
deren Studien zur Evaluation bronchialer Spiilfliissigkeiten
bei der Diagnose broncho-pulmonaler Tumoren zeigten un-
sere mit dem automatisierten Zytometer erzielten Ergebnisse
eine weitaus hohere Sensitivitit. So gaben Gracia et al. [10]
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eine Sensitivitdt von nur 33% fiir die Auswertung bronchialer
Spiillésungen allein und 56 % fiir die Kombination der Unter-
suchung bronchialer Spiillésung mit broncho-alveoldrer La-
vage und postbronchoskopischem Sputum an. Pirozynski [30]
kam in einer vergleichbaren Studie auf eine Sensitivitdt von
64%.

Verschiedene Autoren beschrieben eine Abhdngigkeit der
Sensitivitdt zytologisch untersuchter bronchialer Spiilfliissig-
keiten von der Tumorlokalisation und GréRe [25, 30]. Bei den
hier untersuchten 142 Patienten ergab die Bronchoskopie in
22% ein vorwiegend submukodses Tumorwachstum, in 44%
konnte ein exophytisch wachsender Tumor im einsehbaren
Bereich identifiziert werden, in 11% war der rontgenologisch
nachweisbare periphere Rundherd bronchoskopisch nicht
darstellbar. Wir fanden eine hohere positive Identifikations-
rate in solchen Fillen, in denen der Tumor direkt broncho-
skopisch gesichtet werden konnte (84% bei submukdsem
Tumorwachstum, 90% bei exophytischem Tumorwachstum).
In den Fillen, bei denen bronchoskopisch ein unauffdlliger
Befund erhoben wurde, fanden wir bei Patienten mit radio-
logisch gesichertem peripheren Rundherd, in mehr als der
Hilfte (56%) der Proben zytometrisch auffdllige Kerne. Dies
unterstreicht die Bedeutung der Untersuchung von Untersu-
chungsgut bronchialer Spiilfliissigkeiten bei peripheren Lun-
gentumoren.

Bei den oben erwdhnten Untersuchungen bronchialer Spiil-
fliissigkeiten mittels herkdmmlicher zytologischer Methoden
gaben die Autoren eine Spezifitit von 100% an, die durch die
hier durchgefiihrte quantitative Image-Zytometrie mit ihrer
Spezifitdt von 84% nicht erreicht wurde. Verantwortlich sind
-5 falsch-positive Ergebnisse bei 34 Patienten, bei denen
zum Zeitpunkt der Untersuchung kein Tumor festgestellt
werden konnte. Die Proben dieser Patienten, die ausnahmslos
eine entziindliche Atemwegserkrankung aufwiesen, enthiel-
ten allerdings nur einzelne auffdllige Kerne mit einem DNA-
Index nahe 2,0. Auf entziindungsbedingte Kernveranderungen
wurde in der Literatur bereits hingewiesen [8]. Diese Patien-
ten sind fiir ein Follow-up vorgesehen.

Sensitivitdt bei der Erfassung unterschiedlicher Tumortypen und
Lokalisationen: Ein weiterer Aspekt, den wir bei unseren
Untersuchungen ndher beleuchten wollten, war die Frage
nach einer Abhdngigkeit der image-zytometrischen Unter-
suchungen von der histologischen Tumorklassifikation. Dabei
unterschieden wir nach den fithrenden histologischen Tumor-
typen Plattenepithelkarzinome, Adenokarzinome, kleinzellige
sowie grof3zellige bzw. heterogen differenzierte Karzinome
und faflten andere seltenere Tumoren und Metastasen an-
derer Primdrtumoren in einer Gruppe zusammen [21].

Im Unterschied zur Untersuchung von Pirozynski [25], der
eine besonders hohe positive Rate bei den Adenokarzinomen
und eine relativ geringe Spezifitit fiir Plattenepithelkarzi-
nome beschrieb, fanden wir die héchste positive Rate bei den
kleinzelligen Karzinomen mit 100% aller verwertbaren Pro-
ben. Aber auch fiir das Plattenepithelkarzinom fanden wir
noch eine positive Rate von 96%. Die geringste positive Rate
enthielt bei unseren Untersuchungen die Gruppe der seltene-
ren Karzinome und Metastasen anderer Primdrtumoren mit
66%. Einen eindeutigen Qualitdtsunterschied bei der zytome-
trischen Diagnose konnten wir hieraus nicht ableiten, wir
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konnten lediglich feststellen, daR kleinzellige Bronchialkarzi-
nome sowie Plattenepithelkarzinome in der Zytometrie ge-
ringfiigig besser darzustellen waren als Adenokarzinome und
nach histologischen Kriterien kombinierte Karzinome. Die
besonders hohe Ausbeute unter den kleinzelligen Tumoren
wies auf fortgeschrittene Stadien dieser Erkrankung in der
von uns untersuchten Population hin.

Man konnte den Unterschied bei den Plattenepithelkarzino-
men auch auf eine zentralere Lokalisation zurtickfithren, an
der gezielter gespiilt werden konnte. Es konnte sich hierbei
aber auch um relevante Unterschiede in der Tumorprogre-
dienz zum Zeitpunkt der Untersuchung handeln. Weitere
Untersuchungen an gréfSeren Patientenkollektiven finden z.Z.
statt. Dabei werden die typischen Feature-Konstellationen fiir
die unterschiedlichen Tumorarten mit dem Ziel zusammenge-
stellt, ein Trainingsset aus typischen Kernen der einzelnen
Tumoren fiir den Cell-classifier zusammenzustellen. Im Rah-
men dieses Vorgehens ist zu beriicksichtigen, daf8 verschie-
dene Autoren angeben, daR ein bedeutender Anteil der
malignen Tumoren histologisch variabel kombinierte Zellbil-
der enthalten [15,22]. Warum diese Untersuchung auch im
Vergleich mit der von Pirozynski nicht dhnliche Resultate
hervorbrachte, bleibt noch offen und zeigt, daR sicherlich
auch das Tumorstaging in weiterfithrenden Untersuchungen
beriicksichtigt werden muR.

Zusammenfassung: Wir konnen feststellen, da sich die
quantitative Image-Zytometrie bronchialer Spiilfliissigkeiten
zunehmend als eine empfindliche Methode zur Auffindung
von malignen Verdnderungen im Atemtrakt erweist. Im Ver-
gleich mit anderen Methoden liegt ihre herausragende Bedeu-
tung sicherlich im Bereich der peripheren, bronchoskopisch
nur schlecht zu erreichenden Lungentumoren. Hier kann sie
erste diagnostische Hinweise fiir das Bestehen eines broncho-
pulmonalen Tumors liefern. Bei den zentral lokalisierten
Neoplasien kann die automatisierte Image-Zytometrie unter-
stiitzend zu anderen Diagnoseverfahren eingesetzt werden.
Besonders bei Risikopatienten mit Blutungsneigung z.B. unter
Marcumar stellt sie eine wenig invasive und dennoch hoch
sensitive Methode zur Probengewinnung dar.

Da die Probenaufarbeitung und -auswertung durch ihre weit-
gehende Automatisierung zeitsparend fiir das Labor sind,
konnte der Einsatz der automatisierten Image-Zytometrie in
Zukunft sicherlich auch fiir ein Screening von Hochrisikopa-
tienten, wie z.B. radon- oder asbestexponierten Arbeitneh-
mern oder langjdhrigen Rauchern sinnvoll sein. Dabei kann
die Probeentnahme nicht nur im Rahmen einer Broncho-
skopie erfolgen, sondern auch mittels Sputuminduktion in
einer Arztpraxis erfolgen. Eine Probengewinnung kann aber
auch - nach entsprechender Unterweisung - zu Hause beim
Patienten erfolgen, sofern dieser spontan genug Sputum
abhustet und eine Sammlung iiber drei Tage durchfiihrt.

Fazit fiir die Klinik und Praxis: Diese Arbeit verifiziert die hohe
Sensitivitit und Spezifitit der automatisierten Image-Zyto-
metrie bronchialer Spiilfliissigkeiten im Vergleich zu den
Standardverfahren der Zyto- und Histopathologie. Die weit-
gehende Automatisierung begiinstigt ihren Einsatz bei gro-
Beren Patientenkollektiven.
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