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Zusammenfassung

Mithilfe hoch-auflosender DNA-Durchflusszytophotometrie wurden DNA-Ploidie und S-
Phasenfraktion (SPF) bei 279 Speicheldrisentumoren bestimmt. Alle 229 benignen
Neoplasien waren diploid; 12 von 50 malignen Tumoren wiesen Zellpopulationen mit
aneuploidem DNA-Gehalt auf. Die SPF-Werte der diploiden Malignome waren signifikant
hoher als bei pleomorphen Adenomen, unterschieden sich jedoch nicht von denen der
Zystadenolymphome (Warthin-Tumoren). Wahrend Aneuploidie ein Malignitatsmerkmal
darstellt, ist der SPF-Wert fur die Dignitatsdiagnostik bei Speicheldrisentumoren nur von
eingeschranktem Nutzen.

DNA ploidy and proliferative activity in salivary gland tumours

Abstract

DNA ploidy and S-Phase fraction (SPF) of 279 salivary gland tumours were analysed using
high-resolution DNA flow cytometry. All 229 benign neoplasms were diploid while 12 of 50
malignant tumours showed cell populations with aneuploid DNA content. The SPF values of
diploid malignancies were significantly higher if compared with pleomorphic adenomas but did
not differ from that of the zystadenolymphoma (Warthin tumour) group. While aneuploidy
represents a distinct indicator of malignancy SPF values are of minor relevance for dignity
assessment in salivary gland tumours.

(Vortrag gehalten bei der 36. Jahrestagung des Deutsch-Osterreichisch-Schweizerischen Arbeitskreises fir
Tumoren im Kiefer- und Gesichtsbereich (DOSAK) innerhalb der Deutschen Gesellschaft fir Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie in Bochum, 14.—15.November 2005.)


http://0-springerlink.metapress.com.innopac.up.ac.za/content/525k2003g2403326/fulltext.html�

Einleitung

Klonale Veranderungen der regularen Chromosomenzahl sind ein charakteristisches, wenn
auch nicht obligates Malignitatsmerkmal solider Tumoren [8, 41]. Verlaufsstudien belegen,
dass auch die gelegentliche Diagnose aneuploider Zellpopulationen in als gutartig
klassifizierten Neoplasien regelmafig als frihes Zeichen einer malignen Progression gewertet
werden muss [31, 44]. Die Bestimmung der DNA-Ploidie kénnte daher auch fir Tumoren der
Speicheldrisen, bei denen die Abgrenzung benigner und maligner Neoplasien haufig mit
Schwierigkeiten verbunden ist [42], zu einer Verbesserung der Dignitatsbewertung beitragen.

Eine einfache, schnelle und kostenglnstige Technik zum Nachweis von Zellen mit
umfassenden Karyotypanomalien stellt die DNA-Durchflusszytophotometrie dar [25, 35]. Mit
dieser Methode konnte in umfangreichen Studien an oralen Plattenepithelkarzinomen eine
Aneuploidierate von ungefahr 80% festgestellt werden, wobei sich der Ploidie-Status zudem
als unabhangiger prognostischer Faktor fiir Uberleben [18, 24], regionale Metastasierung [19—
22] und lokale Rezidivierung [20] erwies. Die bislang an Speicheldrisentumoren
durchgefuhrten Untersuchungen sind weit weniger aufschlussreich, was im Wesentlichen auf
zwei Ursachen zuruckgefuhrt werden kann: Sie beschranken sich meist auf eine geringe
Fallzahl und die DNA-Analysen beruhen haufig auf der Verwendung von archiviertem
Tumormaterial, womit in der Regel nur eine unzureichende Messprazision erreicht werden
kann.

Da Teilergebnisse dieser mit 279 Fallen umfangreichsten Studie bereits an anderer Stelle
veroffentlicht wurden [9, 10, 23], soll hier ein kritischer Uberblick tiber die klinische Bedeutung
hoch-aufldsender DNA-Durchflusszytophotometrie fur die Dignitatsdiagnostik bei Tumoren der
Speicheldrisen im Vordergrund stehen.

Patienten und Methoden

Das Untersuchungskollektiv bestand aus 259 Patienten (129 Frauen, 130 Manner) mit
insgesamt 279  Speicheldrisentumoren, die zwischen 1986 und 2002 am
Bundewehrkrankenhaus Ulm operativ versorgt wurden. Das Alter der Patienten betrug 12 bis
85 Jahre mit einem Durchschnitt von 49 Jahren. Die histologische Diagnose erfolgte an
Paraffin-eingebetteten Gewebeschnitten nach standardisierter HE-Farbung. Alle Falle wurden
in Ubereinstimmung mit den WHO-Richtlinien nachklassifiziert [3]. Tabelle 1 zeigt die
Lokalisation der Tumoren, die diagnostische Zuordnung wurde in den Tabellen 2 und 3
zusammengefasst.
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Tabelle 1 Lokalisation der Speicheldriisentumoren

Patienten [Tumoren [Lokalisation

228 246 Glandula parotis

14 14 Glandula submandibularis
1 1 Glandula sublingualis

16 18 kleine Speicheldrisen

Tabelle 2 Diagnosen und DNA-Ploidie bei 229 benignen Speicheldriisentumoren

Diagnose Anzahl Tumoren Diploid Aneuploid
Basazelladenom 7 7 0
Lipom 2 2 0
Lymphangiom 1 1 0
Myoepitheliom 1 1 0
Neurofibrom 1 1 0
Onkozytom 1 1 0
Pleomorphes Adenom 160 160 0
Pleomorphes Adenom, Rezidiv 4 4 0
Zystadenom 1 1 0
Zystadenolymphom (Warthin-Tumor) 51 51 0
Summe 229 229 0



Tabelle 3 Diagnosen und DNA-Ploidie bei 50 malignen Speicheldrisentumoren

Diagnose Anzahl Tumoren Diploid Aneuploid
Adenoid-zystisches Karzinom 18 16 2
Azinuszellkarzinom 5 4 1
Basalzelladenokarzinom 1 1 0
Epithelial-myoepitheliales Karzinom |3 2 1
Karzinom im pleomorphen Adenom 5 2 3
Mukoepidermoidkarzinom 10 8 2
NOS-Adenokarzinom 1 1 0
Papillares Zystadenokarzinom 2 2 0
Plattenepithelkarzinom 1 1 0
Speichelgangkarzinom 1 1 0

Speichelgangzyste mit entzindlicher

Plattenepithelmetaplasie 1 0 1
Undifferenziertes Karzinom 2 0 2
Summe 50 38 12

Fur die DNA-durchflusszytophotometrischen Untersuchungen wurden ausschlielich frische,
unfixierte  Tumorproben eingesetzt. Das Gewebe wurde durch gegenlaufige
Schneidebewegungen zweier chirurgischer Skalpelle sorgfaltig bis zu einer breiartigen
Konsistenz zerkleinert. Zur Isolierung der Zellkerne wurde das Homogenisat in eine saure
Lésung (pH-Wert 1,5) aus 0,59 Pepsin in 0,05 NHCI gebracht und fur finf Minuten unter
standigem Ruhren inkubiert. Die Zellkernfraktion wurde durch ein Nylongewebe mit 50um
Maschenweite getrennt, dann zentrifugiert (500g, 10min), in 70% Ethanol fixiert und bis zur
Messung bei —20°C aufbewahrt.

Fir die durchflusszytophotometrische Untersuchung wurden die fixierten Zellkerne
sedimentiert (500g, 10min). Zur Vermeidung von Klumpenbildung wurde das Pellet in 0,2ml
Pepsinldsung suspendiert und mehrfach mit einer Pasteurpipette aspiriert. Nach drei Minuten
wurden 4,8ml DNA-spezifische Farblosung hinzugefligt. Diese bestand fir Messungen, die vor
1991 durchgefuhrt wurden, aus 10mg Ethidiumbromid (Serva, Heidelberg, Deutschland), 4mg
Mithramycin (Serva) und 500mg Magnesiumchlorid (MgCl,) geldst in 11 Tris-Puffer (pH-
Wert 7,5). Ab 1992 wurde die Farbung auf eine Losung bestehend aus 0,2mg 4',6-diamidino-2-
phenylindol (DAPI) und 11,89 Zitronensaure-Trinatrium-Dihydrat (Serva) geldst in 100ml
Wasser (pH-Wert 8,0) umgestellt. Die Inkubationsdauer betrug mindestens 30 Minuten bei
Raumtemperatur.

Fur die DNA-Analysen kamen mit HBO-100 Quecksilber-Hochdrucklampe ausgestatte PAS I
oder PAS Il Durchflusszytophotometer zur Anwendung (Partec, Munster, Deutschland). Die



Gerate wurden regelmallig mit Zellkernen tonsillarer Lymphozyten justiert. Es wurden in der
Regel 10.000 Zellen gemessen und als Histogramm gespeichert.

DNA-Histogramme mit einem einzigen Hauptgipfel wurden als diploid eingestuft, ein
zusatzlicher Gipfel mit abweichendem Modalwert wurde als aneuploide Tumorzellpopulation
gewertet (Abb. 1). Die S-Phasen-Fraktion wurde mit dem Computerprogramm DPAC (Partec)
berechnet. Bei aneuploiden Tumoren wurden die SPF-Werte ausschlieBlich auf den
aneuploiden Zellzyklus bezogen. Der Variationskoeffizient, der ein Mal} fur die Sensitivitat der
Messung darstellt, schwankte zwischen 0,8% und 7,0% mit einem Mittelwert von 2,1% (+1,0).
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Abb. 1 Das DNA Histogramm eines diploiden Tumors (a) weist einen prominenten Gipfel auf, der die Zellen in der
G0/G1-Phase des Zellzyklus enthalt. Der kleinere Gipfel mit genau doppeltem DNA-Gehalt spiegelt die Zellen in
der G2-Phase und Mitose wider. S-Phase-Zellen mit intermediarem DNA-Gehalt kénnen durch Integration der
Zellzyklusphasen-Anteile quantitativ erfasst werden. Im Histogramm eines aneuploiden Tumors (b) fallt neben
einem diploiden Gipfel, der die immer vorhandenen, nicht-neoplastischen Begleitzellen charakterisiert, ein zweiter
Hauptgipfel mit einem relativen DNA-Gehalt von 1,8 auf. Dieser markiert die GO0/G1-Zellen der malignen
Tumorzellpopulation. Die korrespondierenden G2/M-Zellen bilden einen kleineren Gipfel mit einem relativen DNA-
Gehalt von 3,6. Zellen in der Replikationsphase kénnen durch Integration der aneuploiden Zellpopulation
bestimmt werden

Ergebnisse

Alle 229 als benigne Kklassifizierten Neoplasien der Speicheldrisen waren DNA-diploid
(Tabelle 2), wahrend 12 von 50 malignen Tumoren (24%) Ziellinien mit DNA-
Gehaltsaberrationen aufwiesen (Tabelle 3). Ein Zusammenhang zwischen der DNA-Ploidie,
TumorgréRe oder histopathologischem Grading wurde nicht festgestellt. Sechs Malignome mit
zervikalen Metastasen waren DNA-diploid. Zwei der funf Karzinome im pleomorphen Adenom
wurden unmittelbar aufgrund histologischer Befunde als Karzinom im pleomorphen Adenom
diagnostiziert. Beide Tumoren waren DNA-diploid. Drei Karzinome im pleomorphen Adenom
erfullten im Rahmen der Routinediagnostik zunachst das morphologische Erscheinungsbild
eines pleomorphen Adenoms. Ein aneuploider Befund gab Anlass flr eine intensivere



Begutachtung. In konsekutiven Schnitten wurden Zellnester erkennbar, welche die endgultige
Typisierung als nicht invasives Karzinom im pleomorphen Adenom notwendig machten.

Die Berechnung der S-Phasen-Fraktion (SPF) bei aneuploiden Zellpopulationen ergab Werte
zwischen 5,0% und 40,2% mit einem Mittelwert von 19,7% (x11,7%). Bei diploiden
Malignomen wurden SPF-Werte zwischen 0,9% und 11% mit einem Mittelwert von 3,9% (£2,6)
festgestellt. Fur die beiden haufigsten benignen Speicheldrisentumoren wurden bei den
pleomorphen Adenomen SPF-Werte von 0,5% bis 7,9% mit einem Mittelwert von 2,7% (+1,6)
und bei Zystadenolymphomen (Warthin-Tumoren) von 1,0% bis 8,9% mit einem Mittelwert von
3,7% (£2,2) berechnet. Der Unterschied zwischen beiden Entitaten erwies sich als signifikant
(p<0.01; U-Test nach Mann und Whitney). Bei den selteneren benignen Tumoren wurden
SPF-Werte zwischen 0.9% und 4.7% mit einem Durchschnitt von 2.9% (£1.5) ermittelt. Auf
eine statistische Analyse wurde aufgrund der geringen Fallzahl verzichtet. Im Vergleich zu den
diploiden Malignomen erwies sich der Unterschied der SPF-Werte fur die pleomorphen
Adenome als signifikant (p<0.05), wobei sich 4% als der Wert mit der hochsten Trennscharfe
herausstellte, nicht jedoch fur die Gruppe der Zystadenolymphome (Warthin-Tumoren)
(Abb. 2).
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Abb. 2 Verteilung der SPF-Werte fir pleomorphe Adenome, Zystadenolymphome (Warthin-Tumoren) und
diploide Speicheldrisentumoren

Diskussion

Methodische Grundlage der DNA-Durchflusszytophotometrie (FCM) ist die photometrische
Quantifizierung des zellularen DNA-Gehaltes mithilfe stdéchiometrisch  bindender,
Nukleinsaure-spezifischer Fluorochrome. Mit dieser Technik kdnnen chromosomale
Modifikationen dargestellt werden, soweit diese zu einer Veranderung der zellularen DNA-
Menge fuhren. Der Umfang karyotypischer Aberrationen spiegelt sich im Grad der DNA-
Gehaltsabweichung vom normalen diploiden Wert somatischer Zellen wider. Der Nachweis
klonaler DNA-Aneuploidie beruht im Wesentlichen auf Abweichungen von der regularen



Chromosomenzahl, wahrend isolierte Veranderungen der chromosomalen Struktur, wie sie
vielfach auch fur benigne Tumoren beschrieben werden, in der Regel unerkannt bleiben [24,
25]. Solche Strukturanomalien kénnen zwar in einem gewissen Umfang durch vergleichende
genomische Hybridisierung (CGH) oder durch Fluorezenz in situ Hybridisierung mit
Chromosomen-spezifischen DNA-Proben sichtbar gemacht werden [27], fur den Nachweis
reiner Chromosomenzahl-Aberrationen sind diese zudem arbeitsaufwendigen Methoden aber
nur eingeschrankt geeignet. Tatsachlich gehen aber besonders bei soliden Malignomen
numerische Chromosomen-Anomalien haufig mit simultanen Veranderungen der
chromosomalen Architektur einher [27].

Diese als Aneuploidie bezeichnete karyotypische Reorganisation stellt ein eindeutiges, wenn
auch nicht obligates Malignitatskriterium dar [8]. Da auch geringfugige Veranderungen des
klonalen DNA-Gehaltes ein eindeutiges Zeichen maligner Transformation darstellen [18, 24],
hat die Sensitivitdt der Messtechnik fur den Nachweis auch einzelner fehlender oder
Uberzahliger Chromosomen eine elementare Bedeutung fur die Qualitat der
Dignitatsdiagnostik. Durch die Entwicklung hochauflésender DNA-Durchflusszytophotometrie,
die im Wesentlichen auf der Verwendung des aulderordentlich sensitiven DNA-spezifischen
Farbstoffes DAPI beruht, konnte dieser Anspruch weitgehend erfullt werden, auch wenn
balancierte numerische Chromosomenanomalien haufig unerkannt bleiben [23].

Offensichtlich aufgrund der geringen Haufigkeit von Speicheldrisentumoren wurden die
bislang durchgefuhrten DNA-Analysen vielfach an Paraffin-eingebettetem Material
durchgefuhrt[1, 2, 5, 7, 14, 16, 28, 33, 40, 45, 46]. Die Sensitivitat fur den Nachweis
aneuploider Zellpopulationen ist bei dieser Technik jedoch stark eingeschrankt, flr eine
Zellzyklusanalyse ist sie kaum geeignet [29]. Nur wenige Studien beruhen auf Untersuchungen
an frischen Gewebeproben [38, 43].

Alle der vorliegenden Untersuchung zugrunde liegenden DNA-Analysen wurden ausschlief3lich
an unfixiertem Tumormaterial durchgeflhrt. Der durchschnittliche Variationskoeffizient von
2,1% erlaubt den sicheren Nachweis einer DNA-Gehaltsabweichung vom normalen diploiden
Wert um ungefahr 4%. Aneusomien des Chromosoms 5, wie sie bei zytogenetischen
Untersuchungen an Zellkulturen von Zystadenolymphomen (Warthin-Tumoren) auffielen [32],
mussten daher mithilfe hoch-auflésender FCM auch in vivo nachweisbar sein [23]. Ein
ausnahmslos diploider DNA-Gehalt bei insgesamt 51 Fallen kann solche numerischen
Chromosomenanomalien bei Zystadenolymphomen (Warthin-Tumoren) in vivo nicht
bestatigen.

Wie auch bei allen anderen benignen Speicheldrisentumoren des Untersuchungskollektives,
so wurden auch bei der zahlenmaRig grofdten Gruppe der pleomorphen Adenome
ausschlieRlich DNA-diploide Falle festgestellt. Dies steht im Einklang mit anderen
durchflusszytophotometrischen Untersuchungen [38, 40]. Allerdings berichten einige Studien
von gelegentlichem Auftreten aneuploider pleomorpher Adenome [1, 6, 7], so dass die
Entwicklung aneuploider Karyotypen bei diesen Tumoren nicht grundsatzlich ausgeschlossen
werden kann. Alle vier Rezidive pleomorpher Adenome dieser Studie waren DNA-diploid.
Allerdings wurde in einigen Fallen Aneuploidie bei rezidivierten pleomorphen Adenomen
dokumentiert [1, 33, 39]. Umfassende Untersuchungen an Plattenepithelkarzinomen der
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Mundhdhle haben nicht nur gezeigt, dass Patienten mit aneuploiden Tumoren ein gegenuber
diploiden Fallen dramatisch erhdhtes Risiko einer lokalen und regionalen Rezidivierung
tragen [18-20, 24], sondern auch dass die aneuploiden Zellen selbst Trager des invasiven und
metastasierenden Wachstums sind [21, 26]. Ob ein solcher Zusammenhang auch fir
pleomorphe Adenome zutrifif, und gegebenenfalls auch fur andere benigne
Speicheldrisentumoren, ist aufgrund der sparlichen Hinweise kaum abzuschatzen. Allerdings
wurde sich diese Annahme mit der Erfahrung decken, dass Aneuploidie bei als benigne
eingestuften Neoplasien zumindest als Hinweis auf ein aggressiveres Wachstumspotential
gewertet werden muss [13].

Es sollte noch eine weitere Moglichkeit fur das Auftreten aneuploider Zellpopulationen bei
pleomeorphen Adenomen in Betracht gezogen werden, namlich ein unerkanntes Karzinom im
pleomorphen Adenom. Aneuploidie ist ein weitverbreitetes Kennzeichen dieser histologisch
und zytologisch vielgestaltigen  Malignome wie sowohl aus zytogenetischen
Untersuchungen [36, 37] als auch aus zytometrischen DNA-Analysen hervorgeht [4, 33, 34,
38]. Tatsachlich wurde bei drei Karzinomen im pleomorphen Adenom der vorliegenden
Untersuchung eine eindeutige Diagnose erst nach einer durch einen aneuploiden Befund
veranlassten intensiven Begutachtung konsekutiver Schnittebenen gestellt. Auch der
histologische Befund einer Speichelgangzyste mit entzundlicher Plattenepithelmetaplasie mit
zweifelhafter Dignitat sollte aufgrund des Vorliegens einer aneuploidien Zellpopulation als
maligne eingestuft werden. Diese Befunde zeigen, dass die DNA-Ploidie-Analyse durchaus zur
Bewertung der Dignitat von Speicheldrisentumoren beitragen kann.

Obwohl Aneuploidie ausschlief3lich bei malignen Tumoren der Speicheldrisen festgestellt
wurden, ist der Anteil dieser Falle mit 24% deutlich geringer als bei anderen soliden
Malignomen [35]. Dieser Befund wird durch nahezu alle DNA-durchflusszytophotometrischen
Untersuchungen bestatigt [2, 5, 12, 14, 16, 17, 40], auch wenn einige Untersuchungen von
einem hdheren Anteil maligner, aneuploider Speicheldrisentumoren berichten [11, 30, 46].

Da sich die karyotypische Progression maligner Speicheldrisentumoren offensichtlich von
denen anderer solider Tumoren unterscheidet, stellt sich das Problem einer alternativen
zytometrischen Differenzierung diploider maligner Formen von benignen Neoplasien der
Speicheldrisen. Wir haben daher untersucht, ob der zweite DNA-
durchflusszytophotometrische Parameter, die S-Phasenfraktion (SPF), eine solche Mdglichkeit
bietet. Die SPF charakterisiert proliferierende Zellen aufgrund ihres replikationsspezifischen
DNA-Gehaltes (vgl. Abb. 1). Allerdings stellt die SPF, anders als die DNA-Ploidie, kein
diskretes Merkmal dar sondern einen variablen Funktionsparameter. Zusatzliche
Einschrankungen bereitet der Umstand, dass sich die SPF bei diploiden Tumoren immer aus
Anteilen neoplastischer und nicht-neoplastischer Zellpopulationen eines Gewebes
zusammensetzt, deren Verteilung jedoch unbekannt bleibt.

Bei aneuploiden Speicheldrusentumoren, bei denen eine Zellzyklusanalyse fur maligne
Zellpopulationen ohne Einbeziehung normaler diploider Zellen durchgefuhrt werden konnte,
wurden SPF-Werte von 5,0% bis 40,2% bestimmt. Fur die diploiden malignen Falle wurden
SPF-Werte zwischen 0,9% und 11,0% berechnet. Diese Werte sind aus oben genannten
Grunden nicht vergleichbar, zeigen aber erwartungsgemal ein hohes Proliferationspotenzial
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neoplastischer Zellpopulationen. Vergleicht man die SPF diploider Malignome mit denen
pleomeorpher Adenome mit Werten zwischen 0,5% und 7,9%, so ergibt sich ein signifikanter
Unterschied zwischen beiden Gruppen, wobei ein SPF-Wert von 4% die hochste statistische
Trennscharfe erreicht. Allerdings ist ein solcher Unterschied fur die zweitgroRte benigne
Gruppe, den Zystadenolymphomen (Warthin-Tumoren), nicht nachweisbar.

Zusammenfassend muss der diagnostische Wert der DNA-Durchflusszytophotometrie bei
Speicheldrisentumoren kritisch betrachtet werden. Der Nachweis einer aneuploiden
Zellpopulation ist auch bei dieser Tumorgruppe ein sicheres Malignitatskriterium. Obwohl ein
erhdohter SPF-Wert bei diploidem Histogramm als unterstitzender Hinweis fur eine maligne
Erkrankung gewertet werden kann, ist die Zuverlassigkeit dieses Parameters fur eine
Identifizierung diploider Malignome unzureichend. Die Ergebnisse dieser Studie konnten
allerdings als Grundlage fur die Verbesserung der pratherapeutischen Diagnostik und die
Weiterentwicklung zytometrischer Diagnosemethoden von Nutzen sein, wie kurzlich durch
DNA-Analysen an Feinnadel-Aspriationsbiopsien an Speicheldrisentumoren gezeigt werden
konnte [15].

Anmerkung Weitere Informationen zur Durchflusszytophotometrie und DNA-Ploidie bei Kopf-
Hals-Tumoren unter http://www. aneuploidy.info.
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