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Die DurchfluBcytometrie erSffnet neue MSglichkeiten der
empfindlichen und schnellen (1000-2000 Zellen/sec) 1Identifi-
zierung und Charakterisierung von Tumorzellen. Es k&nnen
Bestandsparameter ( z.B. DNS, RNS, Antigene, Lektinbindungs-
orte, Hormonrezeptoren, Oberfldchenladungsdichte, Protein und
Lipide) und bei lebenden Zellen auch Funktionsparameter ( z.B.
Transmembranpotential, intrazelluldres pH, lysosomale oder
cytoplasmatische Enzymaktivitdten, Phagozytose und Zellvolu-
men) gemessen werden. Die Funktionsparameter sind vor allem
von Bedeutung flir die Aufkldrung der Interaktion der Tumor-
zellen mit den normalen Zellen des Organismus. Ein groBSer
Vorteil der DurchfluBcytometrie besteht darin, daB8 mehrere
Parameter jeder Zelle gleichzeitig gemessen werden kBnnen. So
ist es z.B. bei der BNML Leukimie der Ratte nicht mdglich mit
einer Zellvolumen- oder DNS-Analyse allein die nur gering
aneuploiden Leukdmiezellen sicher zu erkennen. Bei simultaner
Zellvolumen und DNS Messung sind solche Zellen dagegen gut
darstellbar. Mehrparameter-Messungen sind ebenfalls bei der
Identifizierung von Tumorzellen der menschlichen Cervix uteri
von entscheidender Bedeutung fiir die empfindliche Erkennung
von Tumorzellen. Die gleichzeitige Messung von zwei Zellpara-
metern z.B. Zellvolumen gegen DNS, oder Zellvolumen gegen Car-
cino-Embryonisches Antigen (CEA) der Zellmembran -ist hier fiir
einen empfindlichen Tumorzellnachweis nicht ausreichend. Die
simultane Dreiparameter-Messung (Zellvolumen, DNS, CEA) erhdht
die Nachweisgrenze, die bei Zweiparameter-Messung etwa 5-10%
Tumorzellen betrdgt um eine GrdBenordnung auf gegenwdrtig
0.5-1.0% Tumorzellen. Fiir lebende Zellen haben wir erstmals
eine durchfluBcytometrische Methode entwickelt, die es
gestattet das intrazelluldre pH von Einzelzellen innerhalb von
3-5 min zu bestimmen. Der dazu verwendete Fluoreszenzfarbstoff
2,3-Dicyano-1,4-Hydrochinon firbt vitale Zellen, und zeigt
neben dem pH auch die Aktivitdt der unspezifischen Esterasen
an. Zellen des haematopoetischen Systems haben in der iliberwie-
genden Mehrheit ein intrazelluldres pH um 7.2, wahrend
Epithelzellen von Magen, Rectum, Bronchien und Cervix uteri
ein saures pH =zwischen 6 und 7 aufweisen. Carcinomzellen
unterscheiden sich an der Primdrlokalisation in ihrem pH-Wert
nicht nennenswert von normalen Epithelzellen. Metastatischen
Zellen in Lymphknoten, Ascites oder Pleuraexsudaten sind
dagegen hdufig neutral oder nur schwach sauer. Durch Glucose-
zusatz konnen die Tumorzellen, nicht aber Lymphozyten oder
Granulozyten acidifiziert werden. Da in Lymphknoten normaler-
weise keine sauren Zellen vorhanden sind, steht hier
mbglicherweise eine klinisch-diagnostisch interessante
M5glichkeit zur Verfiligung intraoperativ die Metastasierung der
Krebszellen in die regionalen Lymphknoten schnell zu erfassen.
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Die DurchfluBcytometrie ist eine neue Moglichkeit
Eigenschaftén von Einzelzellen mit hoher Geschwindigkeit
(typischerweise 1000-2000 Zellen/sec) zu messen. Einzelzell-
suspensionen liegen im Blut oder anderen Korperfliissigkeiten
bereits vor, oder sind aus den meisten Organen durch
mechanische oder enzymatische Aufarbeitung herstellbar. Von
jeder Zelle kﬁnnen"Eigenschaften wie Fluoreszenz (1),
Fluoreszenzanisotropie (2), photometrische Absorption (3),
Kleinwinkelstreuung, 90° Streuung (4) durch optische Messung,
sowie das Zellvolumen auf elektrischem Wege (5,6) Dbestimmt
werden. Fluoreszénz oder optische Absorption der Zellen werden
durch spezifische Anfdrbung erreicht, wobei zwei Arten von
meBbaren Zelleigenschaften, ndmlich Bestands- und Funktions-
eigenschaften unterschieden werden k&nnen. Bestandseigen-
schaften wie DNS, RNS, Antigene, Lektinbindungsorte, Hormon-
rezeptoren, Dichte der negativen Oberfldchenladungen, Gesamt-
protein und Gesamtlipide (7,8,9,10,11,12) werden durch
Syntheseleistungen der Zellen erreicht. Sie kOnnen an lebenden
oder fixierten Zellen gemessen werden. Funktionseigenschaften
sind das Resultat vieler metabolischer Prozesse und nur an
lebenden Zellen meBbar. Das Zellvolumen 1ist eine typische
Funktionseigenschaft, weil es Resultante der osmotischen
Verhdltnisse, der Aktivitdt der Ionenpumpen, sowie der
passiven Diffusion kleinmolekularer Substanzen durch die Zell-
membran ist. Weitere durchfluBcytometrisch erfaBbare
Funktionseigenschaften sind das Tansmembranpotential, das
intrazelluldre pH, lysosomale und cytoplasmatische Enzym-
aktivitdten, sowie die Phagocytose bei Makrophagen, Granulo-
zyten oder -manchen Gliazellen (13,14,15,16,17). Neben der
analytischen Messung von Zelleigenschaften im DurchfluBcyto-
meter kdnnen Zellen mit bestimmten Eigenschaftskombinationen
in einem Zellsorter auch prédparativ angereichert werden. Dies
ist dann wichtig, wenn Zellen weiterkultiviert werden sollen,
oder wenn ihre morphologische 1Identitdt festgestellt werden
soll. Ist die Lage von Krebszellen in experimentéllen Ver-

teilungskurven durch Identifizierungssorten einmal bekannt, so




ist es nicht mehr nbtig die Zellen jedesmal zu sortieren. Man
kann das Verteilungsmuster als ein Chromatogramm auffassen, wo
jede Zellpopulation - eine charakteristische Lage aufweist,
dhnlich dem Rf-Wert bei Eléktrophoresen -oder Chromatogrammen
in der Proteinchemie. Wird das Zellvolumen als eine der Eigen-
"schaften gemessen, soO 'kann bei Zellinhaltsstoffen eine
mittlere Substanzkonzentration und bei Eigenschaften der Zell-

oberfliche eine mittlere Packungsdichte angegeben werden.

Wir haben uns in deﬁvletzten Jahren hauptsdchlich mit der
schnellen Identifizierung von Krebszellen und mit der Messung
von funktionallen Zelleigenschaften beéchéftigt. Als erstes
Beispiel mdchte ich an Hand von Messungen des Zellvolumens und
‘der DNS bei einer Rattenleukimie (BNML, Brown Norway
Myeloblasten Leukdmie (18)) aufzeigen, wie wichtig die
simultane Messung mehrerer Eigenschaften fiir die Identifizie-
rung von Krebszellen ist. Die DNS der in 70% Athanol fixierten
Zellen wurde in 0.15 M NaCl, 5 mM Tris/HCl1l pH 7.4 Puffer mit
dem Fluoreszenzfarbstoff Mithramycin (100 Pg/ml, 15 mM MgCl2)
(12) durch 2h Inkubation bei ZQOC angefirbt. Die Fluoreszenz
und das Volumen jeder Zelle wurdé dann in einem FLUVO-METRI-
CELL DurchfluBcytometer (19) mit einer zylindrischen; hydro-
dynamisch fokussierten MeB&ffnung von 85 jam Durchmesser und
100 um Linge mit Dbei einem elektrischen Strom von O0.8mA
gemessen. Die MeBdaten wurden auf Magnetband gespeichert und
mit FORTRAN IV Computerprogrammeﬁ ausgewertet (11,20,21). Die
'DNS¥Verteilungskurve von Zellen einer hochleukimischen Ratte

7 Milzzellen einer

am 25.Tag nach i.p. Inokulation von 1xlo
leukdimischen Ratte zeigt keinen signifikanten Uhterschied zur
DNS-Verteilung eines normalen Knochenmarks (Abb.1). Die
Volumenverteilungskurven (Abb.2) =zeigen éwar Unterschiede
zwischeh normaler und leukidmischer Ratte, es kann jedoch aus
dieser Veridnderung nicht auf das Vorhandensein maligner Zellen
geschlossen werden. Die simultane Zellvolumen-DNS Messung
(Abb.3) des leukdmischen Tiers zeigt, daB die GO/Gl und die

G2/M Zellen des ﬁ'+'XIZellzyklus der grofien Zellen ca 8% mehr
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DNS aufweisen als die entsprechenden Zellen des o/ -Zellzyklus.
Dies ist durch Auszeichnen der DNS—Histogrammé des bzw. des
ﬂ-+ " zellzyklus der BNML Knochenmarkszellen der Abb.3 im
Vergleich zu den entsprechenden Histogrammen der Zellen eines
Normaltieres gut ersiéhtlich (Abb.4). Die mangelnde Kongruenz
der DNS-Verteilungskurven der leukdmischen Ratte bedeutet, dasB
die groBvolumigen Blasten des BNML Tieres hyperdiploid sind,
was ein klares Indiz fiir leukdmische Zellen ist. Die simultane
Zweiparameter Messung (Abb.3) erlaubt demnach die Identifizie-
" rung der malignen Zellen, waé auf Grund von zweli separaten
Messungen je einer Eigenschaft (Abb.1,2) nicht mdglich ist.
Allerdings miissen ca 5-15% aneuploider Zellen in der Probe
vorhanden sein, ums sie einwandfrei 2zu erkennen. . Diese
Empfindlichkeit ist fiir Krebsvorsorgeuntersuchungen oder

Therapieiliberwachung nicht ausreichend.

An Hand eines Beispiels aus der cervix uteri Cytologie
méchte ich deshalb aufzeigen, wie die Empfindlichkeit der
Zellvolumen und DNS Messung durch Hinzunahme der simultanen
Immunfluoreszenz als dritter Eigenschaft deutlich steigerbar
ist. Die Zellvolumen gegen DNS Zweiparameter Messung (9)
erlaubt die Unterscheidung zwischen kleinen Entziindungszellen,
wie Granulozyten, Lymphozyten und Mékrophagen; und groBen
Zellen des Plattenepithels (Abb.5). Die gquantitative
Auswertung solcher Histogramme ergibt,daB die Anteile der in S
und G2/M Phase befindlichen Zellen bei Schwangeren und im
Tumorfall hdher als bei Normalpersonen (Abb.6)ist. Eine
empfindliche Methode zur Krebszellidentifizierung ist durch
diese Messung jedoch nicht gegeben, weil sich die Anteile der
proliferierenden Zellen der verschiedenen Patientengruppen
deutlich iiberlappen. Deshalb wurde versucht die Empfindlich-
keit durch Messung des Carcino-Embryonischen Antigens (CEA)
der Zelloberfliche zu steigern. CEA war als tumorassoziiertes
Antigen Dbei Cervixcarcinomen (Abb.7) deutlich positiv
verglichen zur Zellprobe einer gesunden Frau (AbDb.8).

Ahnliches wurde auch bei Messung des Epithelialen-Membran-



antigens (EMA) (22) Dbeobachtet. Das CEA-Antigen wurde in
indirekter Fluoreszenz mit einem monospezifischen, affinitédts-
gereinigten Ziegen-Anti-CEA Serum als erstem und einer
fluoresceinierten Kaninchen-Anti-Ziegen Immunglobulinfraktion
als zweitem AntikOrper nachgewiesen. Das erste Antiserum war
frei von Antikdrpern gegen kreuzreagierendes Antigen (NCA).
Bei den positiven Tumorproben (Abb.7) ist nicht klar, welcher
Teil der positiven Fluoreszenz durch morphologisch. intakte
Zellen, durch Zellaggregate oder Zelldetritus hervorgerufen
wird. Eine simultane Messung von drei Zelleigenschaften (23)
kann dies kldren. Durch - die Zellvolumen gegén DNS Messung
kSnnen-die morphologisch‘ihtakten Zellen (Zellvolumen+DNS) von
entkernten Zellent(nur Volumen) und nackten Kernen (nur DNS)
unterschieden werden. Der DNS-Wert der Zelle zeigt auBSerdem
an, in welcher Phase des Zeilzyklus sich die Zelle befindet.
Bei Messung der Immunfluoreszenz als dritter Eigenschaft kann
ohne weiteres unterschiedenv werden, ob fluoreszierende
Antikdrper an intakte Zellen oder an Zelldetritus gebuﬁden
- sind (Abb.9). Der Vergleich von Zellen einer tumorzellhaltigen
und einer tumorzellfreien Probe zeigt,daB im Tumorfall eine
. signifikante Zahl von Zellen mit mittlerem Volumen vorhanden
ist, die CEA-positiv sind, wihrend bei Zellproben gesunder
Frauen nur ganz wenige morphologisch intakte Zellen positiv
sind. Die quantitative Béréchnung zeigt bei normalen Proben
zwischen 0.5-1.0% CEA-positiver Zellen (Abb.10a). Messungen,
bei denen das epitheliale Membranantigen (EMA) angefdrbt wurde
zeigten #hnlich Ergebnisse (Abb.10b). Werden bei derselben
P#robe einmal CEAjﬁnd einmal_EMA angefirbt, so ergibt  sich,
daB8 CEA und EMA auf den. Zellen nicht gekoppelt ausgedriickt
werden (Abb.10c,d). Das bedeutet eine ErhShung der Unter-
scheiduhgsméglichkeit zwischen normalen und maligen Zellen,
wenn Antiseren verwendetvwerden, die aus einer Mischung beider
Antikdrper bestehen. Eine solche Mischung ist aus den Daten
der Abb.10a und 10b aﬁsgerechhet und in Abb.l0e dargestellt.
Die Hinzunahme der dritten Zelleigenschaft hat demnach die

"Empfindlichkeit der Auffindung abnormer Zellen etwa um den




Faktor 10 von 5-10% bei Ein- oder Zweiparameter Messungen auf
0.5-1.0% bei simultaner Messung von drei Zelleigenschaften

erhtht.

Als letztes m6chte ich auf eine wvon uns neu entwickelte
Farbung eingehen, die es erlaubt den intrazelluldren pH-Wert
im DurchfluBcytometer zu messen. Es wird hierzu die Substanz
2,3-Dicyano-1,4~-Hydrochinon (DCH) verwendet (14). DCH ist ein
fluoresizierender pH-Indikator, der die Farbe des emittierten
- Fluoreszenzlichts mit ansteigendem pH im Bereich pH 4-8 von
blau nach gelb verdndert. DCH dringt jedoch nicht in Zellen
ein. Durch Veresterung wird die Substanz z.B. in Form ihres
Acetatesters (ADB) membrangdngig. Intrazelluldres ADB wird von
unspezifischen Esterasen des Cytoplasmas bei Zimmertempertur
innerhalb von 2 bis 3 min in DCH und Acetat gespalten. DCH
reichert sich in vitalen Zellen an, weil es nicht durch die
intakte Zellmembran nach auBen abdiffundieren kann. Die
Fluoreszenz von DCH wird im FLUVO-METRCELL zwischen 300-400 nm
durch eine Quecksilber Hochdrucklémpe angeregt. Die emittierte
Fluoreszenz wird durch zwei PhotorShren im Bereich 420-440 nm
(F1) und 500-580 nm (F2) gesammelt. Das Verhdltnis Dbeider
Fluoreszenzen ist ein MaB fiir das intrazelluldre pH. Die
Fdrbung erlaubt es also das intrazelluldre pH vitaler Zellen
zu messen und gleichzeitig noch eine Information {iber die
Esteraseaktivitidt der Zellen zu erhalten. Neben den beiden
Fluoreszenzen wird das Zellvolumen als dritte Zelleigenschaft
simultan gemessen. So kann z.B.das intrazelluldre pH von
Lymphozyten und Granulozyten des peripheren Blutes bereits
wenige Minuten nach Abnahme von Kapillarblut;das zur Messung
1/500 mit physiologischer Kochsalzldsung pH 7.4 verdiinnt wird,
gemessen werden (Abb.10). Auf Grund der Esteraseaktivitdt und
des Volumens konnen Lymphozyten und Granulozyten' gut
voneinander unterschieden werden (Abb.10). Die Aufzeichnung
von Zellvolumen gegen pH zeigt,daB die Granulozyten ein pH um
7.2 aufweisen, wihrend die Lymphozyten um etwa 0.1 PH
Einheiten tiefer bei pH 7.1 liegen. Ein mittleres pH um pH 7.2




wurde auch bei menschlichem Knochenmarks- und Milzzellen
beobachtet. Epitheliale Zellen der cervix uteri (Abb.12), des
Magens, des Rectums, der Mamma und ‘der Lunge waren dagegen
deutlich sauer. Auf Grund‘der Esteraseaktivitdt und des Zell-
volumens kdnnen die Granulozyten von den ©Epithelzellen abge-
grenzt werden (Abb.12). Im Volumen gegen pH Histogramm
(Abb.12) sind die Granulozyten neutral, widhrend aie/ Epithel-
zellen ein saures Innen-pH zwischen pH 6 und 7 aufweisen. Die
kleinsten und wenig differenziertesten Zellen sind dabei die
 ~sauérstén.rEingéhnlicher’S§uregrad wie bei Normalzellen wird
"auch bei Primdrtumorzellen der Cervix. uteri, des Magens und
des Rectums beobachtet.? Die pH-Firbung kann demnach nicht
empfindlich zwischen Normal- und Tumorzelien an der Primir-
lokalisation unterscheiden. Eine 30 min Inkubation bei 379C
von Normal- und Primdrtumorzellen in Gegenwaft von 40 mM
Glucose dndert das intrazelluldre pH von Epithelialzellen,
Carcinomzellen des Primdrtumors und haematopoetischer Zellen
nicht nennenswert. Von grofiem Interesse ist dagegen das
Verhalten von ’Metastasenzellen. Bei PeritoneaL— . Pleura-
-(Abb.13) und Lymphknotenmetastasen (Abb.14) weiséen die
Entziindungszellen ein neutrales pH auf, die Tumorzellen sind
meist ebenfalls neutral oder manchmal auch sauer. Infolge der
Neutralitdt der normalen Zellen konnen die sauren Tumorzellen
konnen sehr empfindlich | nachgeWiesen. werden. Neutrale
Tumorzellen konnen durch 30 min 370C Inkubation in Gegenwart
von 40 mM Glucose angesduert werden, wdhrend sich das pH iq
‘den Entziindungszellen nicht indert. Die pPH Fdrbung ist -also
beziiglich -der Erkennung von Primdrtumoren nicht sehr
- empfindlich. Sie ist jedoch bei der Suche nach wenigen
Tumorzellen in Korperfliissigkeiten oder im lymphatischen
System wahrscheinlich von diagnostischem Wert,wenn etwa
widhrend Operationen schnell die Ausdéhnung des Krebsgewebes in

den regionalen Lymphknoten bestimmt werden soll.

ZusammengefaBt zeigen die vorgetragenen Ergebnisse, daB die

Dufchfluﬁcytomeﬁrie im Vergleich zu anderen Methoden




wesentliche neue Moglichkeiten zur Tumorzell-Idéntifizierung
und Charakterisierung bietet. Besonders wichtig erscheint die
Tatsache, daB die aus dem Organismus‘ durch Abstrich oder
Exzision entnommenen Zellen mit Hilfe der DurchfluBcytometrie
in vielen F&dllen schon wenige Minuten nach Entnahme gemessen
werden kdnnen. Es ist nicht notwendig Separations- oder
Anreicherungsschritte vor der Messung durchzufiihren, die meist
lidngere Zeit dauern, und die Zelleigenschaften verdndern
kdnnen. Die DurchfluBcytometrie sollte es deshalb ermdglichen
vor allem die in vivo Beziehungen und Auseinandersetzungen
verschiedener Zellsysteme in Tumorén in Zukunft besser zu

verstehen.
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Legenden der Abbildungen
Abb.1l: DNS-Verteilung der Knochenmarkszellen einer normalen
(a) und einer hochleukd@mischen (b) Brown Norway Ratte 25 Tage

nach i.p. Inokulation von lxlo7 leukd@mischer Milzzellen.

Abb.2: Volumenverteilungskurven der Knochenmarkszellen der

Abb.l1 von einer normalen (a) und einer leukimischen (b) Ratte.

Abb.3: Simultane Zellvolumen und DNS Messung der Zellen von
Abb.1b. Die Amplitude der Verteilungskurve ist auf die mit 'M’
bezeichneten Klasse als 100% Wert standardisiert. Dargestellt
ist der Amplitudenbereich 0-10%, welcher in 10 gleiche Teile
geteilt ist ( Zahlen 1-9 ). Werte {iiber 10% sind durch '*°'
markiert. Fiir das Histogramm wurden 54321 Zellen gemessen. Es
kann der Zellzyklus & der kleinen Zellen von den Zellzyklen
B+ " der intermediiren und groBen Zellen mit Jjeweils einer
Go/Gl, S und G2/M Phase unterschieden werden. Die Go/Gl Zellen
der Zellzyklen ﬂ~+ § sind aneuploid , weil sie ca 8% mehr DNS
als die Zellen des Zyklus ol enthalten.

Abb.4: DNS Verteilungen der o , bzw. ﬁ-»&’ Zellzyklen des
Knochenmarks einer normalen Ratte (a) und der leukdmischen (b)
Ratte der Abb.3. Die Aneuploidie des ﬂ + & Zellzyklus der

leukdimischen Ratte (b) tritt deutlich in Erscheinung.

Abb.5: Zellvolumen gegen DNS von Abtsrichen der
menschlichen Cervix uteri.Im linken Bild die kleinvolumigen
Entziindungszellen (Granulozyten, Lymphozyten und Makrophagen),
~im rechten Bild die Epithelzellen.

Abb.6: S+G2/M Anteile der kleinen und groBenA Zellen der
Cervix uteri bei normalen (N), schwangeren (PR) und Tumor
tragenden (TU) -Frauen. Die Werte wurden aus Zweiparameter

Verteilungskurven dhnlich wie in Abb.5 berechnet.

Abb.7: Zellvolumen gegen CEA Immunofluoreszenz einer tumor-

zellhaltigen Probe. Die Volumenskala ist logarithmisch wund
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umfaBt 2.5 logarithmisch Dekaden, die Fluoreszenzskala ist

linear.

Abb.8: Zellvolumen gegen CEA Immunofluoreszenz bei einem

Abstrich von einer gesunden Frau.

Abb.9: Simultane Messung von Zellvolumen, DNS und CEA
Immunofluoreszenz einer normalen (a) und einer tumorzell-
haltigen Probe (b). Die Zellen beider Proben waren 1.7% Form-
aldehyd fixiert worden. Vor den Fdrbungen wurde ﬁbéfschﬁssiger
- Formaldehyd dufch;Waschen der Zellen Dbeseitigt. Im rechten
'Bild wurde die Antikﬁrperinkubation in Gegenwart von 50 mg/ml
Albumin . aurchgefﬁhrt, wihrend sie im linken Bild in
physiologischer Kochsalzl8sung erfolgte. In der‘Kochsaizlésung
sind die grvaolumigen Superfizialzellen CEA positiv. Diese
Fluoreszenz ist allerdings unspézifisch, da sie durch Albumin-
zusatz unterdriickt werden Xkann. Die CEA Fluoreszenz dér
mittelgroB8en Zellen der rechten Abbildung ist durch
Albumihzusatz dagegen nicht hemmbar. Sie zeigt das
. Vorhandensein abnormer Zellen in dieser Probe. Je Kurve wurden
60 000 Zellen gemessen. Dargestellt sind die 10% Konturlinien

- bezogen auf den maximalen Klasseninhalt Jjedes Histogramms.

Abb.10: Darstellung der CEA und EMA positiven Zellen bei
normalen (N) und tumorzellhaltigen (TU) Abstrichen der cervix

uteri.

Abb.11l: Zellvolumen gegen Esteraseaktivitdt (ADB) (links)
und Zellvolumen gegen .intrazelluldres pH (rechts) bei
menschlichen Blutleukozyten im pefipheren Blut 5 min nach
Entnahme. Das Blut wurde zur Messung 1/500 mit physiologischer
Kochsalzldsung pH 7.4 verdiinnt und fiir 3 min bei Zimmer-
temperatur mit 25 ug/ml ADB gefirbt. Die Zellvolumen und
Fluoreszenzskala ist logarithmisch geteilt (2.5 Dekaden), das
F1/F2 Verh#ltnis ist linear dargestellt. ‘
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Abb.12: Zellvolumen gegen Esteraseaktivitdt (links) und
Zellvolumen gegen intrazelluldres pH (rechts) von Zellen der‘
normalen Cervix uteri. Auf der pH Skala entspricht der Klasse
8 ein pH von 7.2, der Klasse 40 ein pH von 6.0. Die
- Granulozyten kdnnen auf Gund der hohen Esteraseaktivitidt
leicht von den Epithelzellen abgegrenzt werden. Sie weisen ein
pH von 7.2 auf, widhrend die Epithelzellen sauer sind (pH 6-7).

Abb.lé: ‘Pleura Exsudat als Folge eine Cervix uteri
Karzinoms. Die Entziindungs- und die Tumorzellen sind neutral
(11nks) 30 min Inkubation der Zellen?tbelcug7~c sduert die
groBvolumigen Tumorzellen an, wiahrend die klelnen Entziindungs-

zellen ihr pH nicht wesentlich verdndern (rechts).

Abb.14: Mesenterialmetastase weines Rektumkarzinoms. Ohne:
Glucosezusatz (links) sind die Zellen im wesentlichen neutral,
wihrend nach Glucosezusatz wiederum die groS8volumigen Tumor-

zellen angesduert wurden (rechts).
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