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Zytologische
Diagnostik

Die alkoholfixierten und ge-
trockneten Préparate werden
anschliefend von einem er-
fahrenen  Zytopathologen
untersucht,nachdemsie dazu
nach Papanicolaou gefarbt
worden sind (Abb. 7). Die Pra-
parate werden geméf den all-
gemein anerkannten diag-

~Erush® Blrstenh

Abb. 1: Wir verwenden das in der Leipziger Klinik entwickelte orale
Zellentnahmesystem ORCA-Brush Biirstenbiopsie-Set der Firma
DGOD Deutsche Gesellschaft fiir orale Diagnostika mbH, Deutscher

Platz 5b, 04103 Leipzig. www.dgod.de

Abb. 3: ORCA-Brush unter leichtem Druck mehrmals (10x) auf der suspek-
ten Schleimhautldsion um die eigene Achse drehen (~ Aufnahme von ab-
geschilferten Plattenepithelien). Lassen Sie sich bei der Entnahme assis-
tieren (z. B. Zunge mit Mull festhalten bei Entnahmen an der Zunge, Wange
mitzwei Zahnarztspiegeln abhalten lassen), damit Sie mit der freien Hand
die ORCA-Brushan derentsprechenden Stelle besser fixieren kdnnen. Ach-
ten Sie darauf, dass die ORCA-Brush nicht in Speichel ,ertrinkt” (Patient
vorher schlucken lassen), andererseits darf die Stelle auch nicht zu trocken
sein, da der Speichel als ,Klebstoff” auf dem Objekttrager dient (Patient

kann Stelle mit seiner Zunge anfeuchten).

Abb. 4: Zur leichteren Entnahme konnen Sie die Biirste durch Verbiegen des
Biirstenkopfes den entsprechenden anatomischen Regionen des Mundes
adaptieren. Vergessen Sie nicht vor Ubertragung der Zellen auf den Objekt-

b) bosartige Zellen nicht si-
cher auszuschliefen (zwei-
felhaft) in Féllen mit ab-
normen Zellverdnderun-
gen (z. B. mit leichten oder
maBigen Dysplasien),

c)bosartige Zellen wahr-
scheinlich (mit dringen-
dem Verdacht) bei nur we-
nigen atypischen Zellen
oder bei nicht sicheren Ma-
lignitatskriterien  atypi-
scher Zellen (schwere Dys-
plasie) oder

d) bosartige Zel-
len nachweis-
bar (sicher po-
sitiv) bei Vor-
liegen eindeu-
tig maligner
Zellen Bo-
cking et al
1984).

Fernererfolgtdie
Diagnosestel-
lung im Klartext,
z.B. ,Das Zell-
bild entspricht
einem Plattene-
pithelkarzinom
(ICD-0-M
8070/3)“.

Im Mund kénnen
prédkanzerdse
Dysplasien z.B.
in Form von Leu-
koplakien, Ery-
thro-(leuko-) pla-
kien auftreten.
Hierbei handelt
es sich um histo-
bzw. zytologi-
sche  Verédnde-
rungen, die zwar
eine Abwei-
chung von der
Norm darstellen,
abernicht bewei-
send sind fiir
Krebs. Bei die-
sem ,diag-
nostischen Not-
fall“ reicht die
zytologische Di-
agnostik  nicht
aus, um eine the-
rapiebedirftige
schwere Epithel-
dysplasie (pro-
spektiv maligne
Verdnderung)
bzw. ein Carci-
noma in situ von
einer nur kon-
trollbediirftigen
leichten Dyspla-
sie abzugrenzen.

trager, die Biirste ohne groRere Manipulationen wieder weitestgehend ge-

rade zubiegen, da sonstzuviele Zellenan der gebogenen Biirste verbleiben.

DNA-
Zytometrie

In der gynékolo-

Abb. 5: Biirste an 6-8 verschiedenen Stellen des Objekttragers unter leich-
tem Druckmehrfach auf der Stelle rotieren, blutige Biirsten werden dadurch
wieder ,sauber” (~ Abgabe des aufgenommenen Zellmaterials). Fassen Sie
den Biirstenstiel nahe am Biirstenkopf, um die ORCA-Brush® besser aus-
drehen und fiihren zu kdnnen. Nicht einfach oberflachlich auswischen, da-
durch werden zu wenig Zellen Ubertragen.

nostischen Kriterien ausge-
wertet.

Folgende Kategorien von zy-
tologischen Diagnosen kom-
men dabei zur Anwendung;:

a)bosartige Zellen nicht
nachweisbar (sicher nega-
tiv) fir unauffallige, reak-
tive oder entziindliche Zell-
bilder,

gischen Diag-
nostik hat sich
in diesen ver-
zwickten Féllen
der Nachweis
der DNA-Aneu-
ploidie als siche-
rer Marker fir
Neoplasien be-
wahrt, weil spe-
ziell bei malig-
nen Plattenepi-
thelzellen chro-
mosomale
Aneuploidien in
den Zellkernen
auftreten. Allerdings ist
diese DNA-zytometrische
Untersuchung fiir die Rou-
tine-Diagnostik zu aufwén-
dig, sodass sich deren Ein-
satz eigentlich auf eine Dig-
nitdtsabkldrung aller Dys-
plasien der Plattenepithelien
(d.h. zweifelhafte oder drin-
gend verdachtige zytologi-
sche Befunde) im Sinne ei-

ner Qualitdtskontrolle be-
schriankt. So empfehlen wir
bei allen nicht sicher tumor-
zell-negativen Befunden die
strikte Anwendung der ob-
jektivier-undreproduzierba-
ren DNA-Bildzytometrie.
Die Untersuchungsmethode
der DNA-Zytometrie beruht
darauf, die optische Dichte
der verdichtigen Zellkerne
im Vergleich zu morpholo-
gisch unauffillige diploide
Zellen (normale Intermedi-
arzellen oder Lymphozyten),
die als Referenzzellen die-
nen,zu messen.

DNA-Farbung und
DNA-Messung

Dazu findet zunéchst eine
quantitative Farbung der
Zellkern-DNA nach R. Feul-
gen und Rossenbeck (1924)
mit Pararosanilin (violett)
oder Thionin (blau) statt.
Diese sollte mit einem spe-

ziellen Farbeautomaten tiber
Nacht erfolgen. Die Messung
der integrierten optischen
Dichte der Zellkerne erfolgt
interaktiv am Monitor eines
mit einem konventionellen
Mikroskop gekoppelten, PC-
basierten  Bildanalysesys-
tems.

Das Mikroskop ist mit einer
TV-Kamera samt passendem
Interferenzfilter ausgestattet.
Innerhalb der relevanten aty-
pischen Zellpopulation wer-
den, sofern vorhanden, min-
destens 300 Zellkerne nach
Zufallskriterien gemessen.
Eine Ausnahme bildet das ge-
zielte Suchen nach einzelnen
Zellen mit einem pathogno-
monisch erhéhten DNA-Ge-
halt groBer als 9c (Ic ent-
spricht der DNA-Menge eines
einfachen, diploiden Chro-
mosomensatzes). Die Mes-
sung erfolgt automatisch
nach Anklicken relevanter
Zellkerne mit einer Maus auf
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Abb. 6: Die Ausstriche sofort (innerhalb von 5-10 Sekunden) aus etwa 25 cm Entfernung 3 =5 x mit dem
ORCA-Fixx-Spray satt einspriihen, bis ein durchgehender Fliissigkeitsfilm entstanden ist. Objekttrager dabei
waagerecht halten. Nachdem die Proben getrocknet sind (10-20 Minuten), kénnen diese an den Pathologen

verschickt werden.

dem Monitor. Als Ergebnis er-
hiltman DNA-Histogramme,
bei denen auf der y-Achse die
Anzahl der Zellkerne liegt, zu
denen der jeweilige DNA-Ge-
halt gehort.

Diagnostische
Kriterien

Soerfolgt die Befundung der
DNA-Histogramme qualita-
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tiv in die Kategorien DNA-
diploid, DNA-polyploid und
DNA-aneuploid, geméB den
im Textkasten aufgefiihrten
und in der Grafik illustrier-
ten Kriterien. Ein poly-
ploides DNA-Histogramm
spricht fiir das Vorliegen ei-
nes Humanen Papillomvi-
rus-Infektes.? Es kann An-
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