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eine solche Untersuchung angestrebt und ebenso wie die regelmawige Rontgen-
kontrolle des Thorax als Routineuntersuchung eingefiihrt werden.

Literatur beim Verfasser

96. T.P.U. Wustrow, A. Raffael, G. Valet (Miinchen): Mehrparametrische Flow-
cytometrie zur pritherapeutischen Testung von Cytostatika

Inoperable Karzinome im Kopf-Halsbereich werden, soweit moglich, einer Che-
motherapie zugefiihrt. Sollte noch eine Bestrahlung méoglich sein, werden diese
Patienten entweder vor der Bestrahlung mit Cytostatika oder, wie seit kurzem in
unserem Klinikum, simultan mit Strahlen und Chemotherapeutika behandelt.
Nachdem klinisch einige Plattenepithelkarzinome relativ gut auf Cytostatika an-
sprechen, wihrend histologisch identische Geschwiilste keine GroBenabnahme
zeigen, wire es wiinschenswert, pritherapeutisch die Sensitivitit und Resistenz
der Tumorzellen auszutesten. Dies ist umso wichtiger, da wirkungslose Cytosta-
tika in den empirisch gewonnenen Therapieschemata, die starr fiir jeden Patien-
ten angewendet werden, zu einem schnelleren Tumorwachstum und zu einer er-
hohten Metastasierung fithren kdénnen (Schmihl 1963; Limburg et al. 1964).

Die Vorhersage der chemotherapeutischen Wirkung mit der Autoradiogra-
phie dauert fiir die Klinik zu lange und die Einbaurate von Nukleinsdurevorstu-
fen wie H3-Thymidin ist fir solide Tumoren zu unspezifisch. Die Xenotransplan-
tation von Tumorzellen in nackte Méuse hat viele Nachteile, da beispielsweise nur
70-36% der Tumorzellen angehen, da eine Selektion aneuploider Zellklone mit
einer verinderten Zellkinetik auftritt, da die Tierhaltung teuer und zeitaufwendig
ist, da die Tumorwirkung schlecht quantifizierbar ist, da die Angehraten je nach
Alter, Rasse und Gesundheit der Tiere variieren und da exogen eine Differenzie-
rung der Pra-T-Zellen zu reifen T-Zellen verursacht werden kann (Tabelle 1).

Die Ergebnisse mit der Klonierung von Tumorzellen in weichem Agar sind
enttiuschend, da die Zellen untereinander Desmosomen ausbilden, so daB die
Abstammung einer Kolonie von einer einzigen Zelle fraglich ist, da nur Stamm-

Tabelle 1. Xenotransplantation in nackte Méuse

— Nur 20-36% etablierte Tumorlinien
(Fogh et al. 1980: Lindenberger et al. 1983; Wennerberg et al. 1983; Braakhuis et al. 1984)

- Selektion aneuploider Zellklone
(Tropé et al. 1975, 1978; Biorklund et al. 1980; Videlov et al. 1982)

- Verinderte Zellkinetik
(Litterst et al. 1978; Wennerberg et al. 1983)

— Teuer, zeitaufwendig
— Schlechte Quantifizierbarkeit
— Verschiedene Tumorangehraten je nach Alter, Rasse oder bei Infektionen

— Differenzierung zu reifen T-Zellen
(Raff 1973; Scheid et al. 1973, 1975; Blankwater et al. 1978: Ishikawa et al. 1980)
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Tabelle 2. Koloficoildung im weichen Agar

- Die Desmosomenbildung stellt die Entstehung einer Kolonie aus einer Zelle in Frage
(Johns et al. 1982; Wustrow et al. 1984)

— Nur ein kleiner Anteil des Tumors bildet K olonien

- Kein Vergleich mit nicht. malignen Zellen

- Zeitaufwendiges Zihlen

— Niedrige Kolonierbarkeit (0,001%) (Kapillire Methode 0,014%)

- Nur Kurzzeitinkubation, da nach Langzeitinkubation noch geringere Kolonicrbarkeit
- Nur 36% kultivierbar

zellen geziichtet werden, da kein Vergleich mit nichtmalignen Zellen méglich ist,
da die Klonierbarkeit auch mit der kapilliren Methode sehr niedrig ist, da nur
Kurzzeitinkubationen méglich sind und da insgesamt nur 36% der Kopf-Halstu-
moren kultivierbar sind (Tabelle 2).

Wir beniitzen das Fluvo-Metricell-DurchfluBcytometer, bestehend aus einer Kammer, einem Mi-
kroskop und dem Computerteil. Das Volumen jeder einzelnen Zelle wird in der MeBofTnung gemessen.
Gleichzeitig wird die Fluoreszenz der Zellen von einer Hochdruck-Quecksilberdampflampe angeregt.
Das optische System besteht aus 2 Photordhren, die das Licht zwischen 418 und 440 nm, bzw. 500 und
700 nm registrieren. Das emittierte Licht wird iiber separate dichrotische Filter getrennt. '

Der Farbstoff ADB wird nur von vitalen Zellen aufgenommen und von Esterasen, die in jeder Zclle
vorhanden sind, zur fluoreszierenden Substanz DCH abgebaut. Die Fluoreszenzintensitiit ist somit
proportional der Esteraseaktivitit. Zusitzlich verindert DCH proportional zum intrazelluliren pH
sein Spektrum von blau nach griin. Auf diese Weise wird auch der intrazellulire pH bestimmt. Gleich-
zeitig wurden die Kerne der toten Zellen mit Propidiumjodid entsprechend dem DNS-Gehalt rot an-
gefarbt,

In einem 3-dimensionalen Hiufigkeitshistogramm von Esteraseaktivitit, Volumen und DNS-Ge-
halt ist die Verteilung am Beispiel der Zungenkarzinomzellinie SCC-25 von Dr. Rheinwald in Boston/
USA (1981) aufgezeichnet. Insgesamt wurden 15 500 Zellen gemessen. Jede Konturlinie entspricht dem
Histogrammkanal, der 70% der gemessenen Signale fiir alle 3 Parameter enthilt. Die Tumorzellen er-
scheinen als eine Wolke mit hoher Esteraseaktivitit, groBem Volumen und hohem DNS-Gehalt. Als
internen Standard beniitzten wir gefirbte Latexpartikel mit definierter GroBe, die sich mit kleinem Vo-
lumen und geringer Fluoreszenz abbilden. Nach einer Inkubation von 4 Tagen mit Aclacinomycin A
(16 pg/ml) waren nahezu alle Tumorzellen verschwunden und die Zah! der toten Zellen war signifikant
angestiegen.

Die Projektion der gemessenen Werte auf ein Diagramm von Esteraseaktivi-
tat und Volumen erlaubt die Unterscheidung von 4 Kompartimenten. Die Kon-
turlinien spiegeln die logarithmische Haufigkeit in jedem Histogrammkanal wic-
der: Im ersten Kompartiment mit niedriger Fluoreszenz und kleinem Volumen
fanden sich die Eichpartikel. Es konnten 2 weitere Kompartimente mit groBem
Volumen und niedriger bzw. hoher Esteraseaktivitit und ein nahezu leerer Be-
reich dazwischen abgegrenzt werden. Nach Behandlung der Zellen mit Aclacino-
mycin A fiir 4 Tage waren nahezu alle Zellen aus dem Kompartiment mit groBem
Volumen und hoher Esteraseaktivitiit verschwunden. Wie in Cytozentrifugati-
onspréparaten und mit Hilfe der Trypanblaufirbung gezeigt werden konnte, fan-
den sich im Kompartiment mit groBem Volumen und niedriger Esterascaktivitit

- nur noch tote Zellen und Zellbruchstiicke. '
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In 2-Parameterpr.,-ktionen konnte jede Zellinie, wie am Beispiel der Zungen-
karzinomlinie SCC-25 gezeigt, analysiert werden. Hervorzuheben ist, daB das Vo-
lumen der Tumorzellen sehr groB und die Esteraseaktivitidt im Vergleich zu Leu-
kocyten, die bei 100 Einheiten liegen, sehr hoch ist. Jede Plattenepithelkarzinom-
linie wie beispielsweise die Zungenkarzinomlinie SCC-15 (Rheinwald et al. 1981),
die Hypopharynxlinie FaDu (Ragan 1972) und die Parotisplattenepithelkarzi-
nomlinie HPac 79 (Zenner et al. 1983) zeigten ein ihr eigenes Reaktionsprofil. Die
Dosis der Medikamente war die 10 fache, die in der Klinik beniitzt wird. Die kli-
nische Anwendung der Methodik kann an einer Biopsie von einem Plattenepithel-
karzinom des Zungengrundes demonstriert werden. Herauszustellen ist, daB das
Kompartiment, welches in den Zellinienversuchen leer blieb, mit Entziindungs-
zellen gefiillt war, wie in Cytozentrifugationspraparaten gezeigt werden konnte.

Zusammenfassend erlaubt die mehrparametrische DurchfluBcytometrie die
schnelle Bestimmung der Wirkung von verschiedenen Cytostatika. Zusitzlich
kann erstmalig die Reaktion von Tumorzellen mit der von normalen Entziin-
dungszellen verglichen werden, da Tumorzellen groQe Volumina haben, einen er-
hohten Stoffwechsel, reprisentiert durch eine erhohte Esteraseaktivitit, aufwei-
sen und meistens aneuploid sind. Fiir jeden Tumor kann die individuelle Chemo-
sensivitit in der humoralen und zelluliren Zusammensetzung des Originaltumors
untersucht werden. Diese Technik konnte in der Zukunft zusitzlich dazu beitra-
gen, das unterschiedliche biologische Verhalten der individuellen Tumorzellen
frithzeitig zu erkennen.

Literatur beim Verfasser

H. Bier (Diisseldorf): 1. Zunichst kann ihre Bewertung bisheriger Anti-Onkogramm-Modelle nicht un-
widersprochen bleiben. Insbesondere die von ihnen zitierten Angehraten bei der Zellklonierung auf
Platten erscheint mir zu niedrig, wobei ich auch die Ergebnisse von Prof. van HofT, St.Antonio, vermis-
se, der zweifellos die groBte Erfahrung mit diesem Modell hat und deutlich bessere Ergebnisse vorwei-
sen kann.

2. Weiterhin wire zu bemerken, daB die vorgestelite Methode der Flowcytometrie in Verwendung
als Anti-Onkogramm von dem Max-Planck-Institut in Miinchen entwickelt wurde und im Handel frei
erhiltlich ist.

3. Der prinzipielle Nachteil der bisherigen Anti-Onkogramme, nimlich der weitgehende Aus-
schluB immunologischer Parameter im Rahmen der Austestung scheint mir auch in dem vorgestellten
Modell nicht ausgerdumt. Diesem Punkt kommt insofern Bedeutung zu. da z. B. bei der Auswertung
von Anti-Biogrammen in Abhingigkeit von dem immunologischen Milieu des Ansatzes deutliche Dis-
krepanzen entstehen.

H. P. Zenner (Wiirzburg): Wie kann die DurchfluBzytometrie bei einer Probeexzision, welche aus Tu-
morzellen und dhnlich groB-gesunden Schwesterepithelzellen besteht, diese unterscheiden?

T. Wustrow (Miinchen); Schiuliwort:

Zu Herrn Bier: Gerade unsere Methode eignet sich zur Integration der immunologischen Vorginge,
da wir die Tumorzellen zusammen mit den im Tumor vorhandenen Lymphozyten fiir vier Tage inku-
bieren. Zusitzlich werden die Zellen im autologen Serum kultiviert. Ebenso werden Zellen der angren-
zenden Schleimhaut und deren Lymphozyten vor Kulturbeginn gemessen und die Daten mit denen von
Tumorzellen im zytostatischen Ansatz verglichen.

Zu Herrn Zenner: Normale Epithelien haben einen geringeren Stoffwechselumsatz, so daB sie eine nied-
rigere DCH-Fluoreszenz zeigen und so von den malignen Tumorzellen mit hoher Esteraseaktivitt und
groBem Volumen unterschieden werden koénnen.



