Einleitung

“Die tragenden Sidulen der Diagnostik des Morphologen
sind Erfahrung und Kunst". Die Bewertung gestaltlicher
Kriterien ist jedoch hadufig subjektiven Einflissen un-
terworfen, wodurch die Einfiihrung objektiver Kriterien
notwendig wird (SANDRITTER, 1973).

Die Unzuldnglichkeit der subjektiven Beurteilung, hier
allgemein formuliert, wird insbesondere hinsichtlich der
Gradierung der Harnblasentumoren von mehreren Arbeits-
gruppen als hinreichende Begrindung fir die Einfihrung
morphometrischer Methoden in die Diagnostik herangezogen.

So betonte K0SS (1979), daB bei der Beurteilung zytolo-
gischer Prédparate von Patienten mit Harnblasentumoren
erhebliche individuelle und selbst intraindividuelle
Unterschiede hinsichtlich der Bewertung verschiedener
Atypiegrade zu beobachten seien.

TRIBUKAIT et al. (1979) unterteilten Grad 2 Tumoren
zytophotometrisch und histologisch in zwei Gruppen mit
stirkerer und leichterer Atypie. Die Wiederholung der
histologischen Untersuchung fithrte danach in lediglich
80 % der Fdlle zu einer Ubereinstimmung mit der ersten

Diagnose.

Ungiinstiger sieht das Ergebnis anderer Experimente aus
(OOMS, 1981; OOMS et al, 1983a). Bei der Mehrfachunter-
suchung einer Serie von 75 Harnblasentumoren gradierten
die einzelnen Pathologen die Schnittprdparate in etwa



der Hd1fte der F@lle abweichend von ihrer ersten Diag-
nose. Diese Inkonsistenz drohe jede Gradierung und sub-
jektive Diagnostik zu entwerten, wie die Autoren vermerk-
ten.

Die Erfahrung, deren Bedeutung SANDRITTER (1973) hervor-
hebt, muB angesichts einer zunehmenden Zahl von Klassi-
fikationen neoplastischer und nicht neoplastischer Krank-
heiten in regelmdBiger Ubung erworben und bewahrt wer-

den,

Die Morphometrie ersetzt diese Erfahrung nicht., Sie bie-
tet jedoch eine Abstiitzung der nach morphologischen Kri-
terien erstellten Beurteilung und hilft, den wert oder
Unwert dieser Kriterien zu ermitteln.

In diesem Sinne wird in der vorgelegten Arbeit versucht,
morphologische Erscheinungen und morphometrische Parame-
ter miteinander zu verkniipfen.

Ziel der Arbeit ist es, die formale Pathogenese des Bla-
senkarzinoms im experimentellen Ansatz darzustellen. Ins-
besondere die Friihverdnderungen des experimentellen Bla-
senkarzinoms sollen konventionell licht- und elektronen-
mikroskopisch sowie DNS-zytophotometrisch und karyome-
trisch erfaBt und beschrieben werden.

Die Formenvielfalt des menschlichen Harnblasenkarzinoms
gilt es, mit den gleichen Methoden darzustellen.

Auf der Grundlage vergleichbarer MeBwerte wird sodann

der Versuch unternommen, Parallelen zwischen experimen-



tellem Modell und menschlicher Krankheit aufzuzeigen,
und so Erfahrungen der Humanpathologie auf das Experi-
ment zu ilibertragen sowie andererseits aus dem Tiermo-
dell das biologische Potential der morphologischen Ver-
dnderungen des Ubergangsepithels der menschlichen Harn-
blase verstehen zu lernen.
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Material und Methoden

Experimentelle Harnblasentumoren

Versuchstiere

28 mannliche und 44 weibliche wistar-Ratten (Landeszucht-
anstalt Hannover) werden im Tierversuch eingesetzt. Die
Tiere wiegen bei Versuchsbeginn 180 - 200 g. Sie werden
zu je 4 in Makrolon-Kdfigen (Ehret) gehalten. Standard-
futter (Herilan, Eggersmann) wird ad libitum verfiittert.
Die Haltung erfolgt in klimatisierten Rdumen mit einem
Hell-Dunkel-Rhythmus von 12 zu 12 Stunden.

Versuchsplan

Zur Tumorinduktion erhalten die Tiere N-Butyl-N-(4-Hydro-
xybutyl)nitrosamin (BBN) - Synthese: Prof. Dr. R. PREUSS-
MANN, Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg - als
0,05 Vol.-%ige LOsung im Trinkwasser gleichfalls ad
1ibitum aus 700 ml Trinkflaschen (Ehret). Die durch-
schnittliche Trinkmenge pro Tier betrug iliber die ge-
samte Versuchsdauer 21,0 ml pro Tag.

In Serie 1 erhalten die mdannlichen Tiere BBN bis zur
maximal 12. Woche. Beginnend mit der 2. Woche werden
jeweils 4 Tiere in zweiwlchigen Abstdnden getétet. Die
Serie schlieBt 4 Kontrolltiere ein.

In Serie 2 erhalten die weiblichen Tiere BBN bis zur 30.
Woche. 36 Tiere erhalten BBN bis zur 18. wWoche. Nach der
2. Woche und sodann in Abstdnden von 2 Wochen werden
jeweils 4 Tiere getdotet. Die 10. Gruppe von 4 Tieren er-
hdlt BBN iiber 30 wochen. Auch in der Serie 2 werden 4
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Kontrolltiere untersucht,

Nach einer Verfiutterung von BBN iiber die Zeitrdume zwi-
schen 2 und 12 wochen (Serie 1) bzw. 2 bis 18 wochen und
nach 30 wochen (Serie 2) folgt jeweils ein kanzerogen-
freies Intervall von 2 Wochen vor der Tétung.

Perfusionsfixierung

Die Harnblasen der mannlichen Tiere (Serie 1) werden
ausschlieBlich fiir die elektronenmikroskopische Unter-
suchung vorbereitet.

In tiefer Narkose durch Nembutal (Abbot) in Uberdosie-
rung intraperitoneal erfolgt die Perfusionsfixierung
nach Erdffnung des Thorax iiber den Aortenbogen.

Vorspulung: Injektion von 1000 IE Heparin
(Liquemin, Roche oder Thrombophob,
Nordmark) in 0,1 M Cacodylatpuffer
pH 7,2 bis zur weitgehenden Ent-

blutung.
Fixierung: 2,5 % Glutaraldehyd (Merck) im
gleichen Cacodylatpuffer.
Perfusionsdruck: 120 mmHg.
Perfusionsdauer: 5 - 7 min,

Gleichzeitig mit der Perfusionsfixierung erfolgt eine
Instillation von 0,5 ml der Fixierldsung in die Harnbla-
se iUber die Urethra.

Die Harnblasen werden nach Entnahme in Sagittalebene zer-
teilt und iliber 3 bis 4 Stunden nachfixiert.

Die Harnblasen je 3 der weiblichen Tiere (Serie 2) wer-
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den kombiniert licht- und elektronenmikroskopisch unter-
sucht.

Zur optimalen Fixierung fiur die DNS- Zytophotometrie
wird mit dem von MCDOWELL (1978) empfohlenen, gepuffer-
ten Formalin-Glutaraldehyd-Gemisch perfundiert.

Vorspiilung: 0,1 N-Phosphatpuffer pH 7,2 und
1000 IE Heparin.
Perfusionsfixierung: 1 % Glutaraldehyd (Merck).
4 % Paraformaldehyd (Merck) in
0,1 M Natriumphosphatpuffer (mono-
basisch), pH 7,2.

Die fixierten Harnblasen werden nach Entnahme halbiert
und in der Fixierldosung 3 - 4 Stunden nachfixiert.

Zytologie

Je ein weibliches Tier der zweiten Versuchsserie (2 - 30
wochen BBN) wird zur Entblutung in Narkose mit 0,1 M
Phosphatpuffer und 1000 IE Heparin perfundiert. Die
Harnblase wird nach Entnahme zerteilt. Von jeder Hdlfte
wird das Epithel mittels einer Skalpellklinge abgeldst
und auf entfettete Objekttrdger aufgebracht. Mit Hilfe
eines zweiten Objekttragers werden Ausstriche nach Art
der Blutausstriche hergestellt und feucht in einem
Methanol-Formalin-Eisessig-Gemisch (BOHM, 1968) fixiert.

Menschliche Tumoren
Lichtmikroskopie

Bei den morphometrisch untersuchten Préparaten handelt
es sich um Gewebsproben, die zur histopathologischen
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Untersuchung zur Abteilung Pathologie der RWTH Aachen

und zum Institut fur Pathologie (Prof. Dr. R. LINDEN-
FELSER) in Bardenberg eingesandt worden sind. Die Gewebs-
proben werden iiblicherweise in 4 %iger Formalinldsung
fixiert und konventionell in Einbettungsautomaten in
Paraffin eingelegt.

Von den ausgewdhlten Praparaten werden flr die DNS-Zyto-
photometrie neue, 10 - 12 um dicke Schnittprdparate ange-
fertigt sowie 4 - 6 um dicke Parallelschnitte fir die
Reklassifizierung.

Elektronenmikroskopie

Fur die elektronenmikroskopische Untersuchung von 18 Pra-
paraten werden Gewebsproben von 1 - 2 mm Kantenldnge in
dem beschriebenen Glutaraldehyd-Paraformaldehyd-Gemisch
immersionsfixiert.

Morphologische Methoden

Transmissionselektronenmikroskopie

In der Serie 1 der ménnlichen Tiere werden aus den bei-
den Harnblasen jeder Gruppe (2 - 12 wochen BBN) 5 - 10
Gewebsbl16cke von 2 - 3 mm Kantenlange fiir die Elektro-
nenmikroskopie entnommen. Aus der Serie 2 der weiblichen
Tiere (2 - 30 Wochen BBN) werden von einer weiteren
Harnblase gleichfalls 5 - 10 Gewebsbldcke untersucht.

Die Gewebsproben werden iiber Nacht in Puffer gespilt. Es
folgt eine Nachfixierung in gepufferter 2%iger Osmium-
tetroxid-Lésung. Sodann Entwdsserung in der aufsteigen-
den Kthanolreihe und Einbettung in Araldit (Merck).
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Fiir die Gewebsproben der midnnlichen Tiere (Serie 1) er-
folgt eine Stlckkontrastierung (Uranylacetat und Phos-
phorwolframsdure in 70 % Alkohol).

Die Gewebsproben der menschlichen Tumoren werden in glei-
cher Weise fiir die Elektronenmikroskopie bearbeitet.

Ultramikrotom: OmU3 (Reichert).
Transmissionselektronenmikroskop: EM 10 A (Zeiss).

Farbung der Semidiinnschnitte mit Methylenblau-AzurlIl
(RICHARDSON et al., 1960).

Kontrastierung der Diinnschnitte mit Bleizitrat und Ura-
nylazetat.

Rasterelektronenmikroskopie

Im tierexperimentellen Teil wird je eine durch Sagittal-
schnitt gewonnene H3dlfte der Harnblasen mit Nadeln auf
Korkpldttchen fixiert und liber die aufsteigende Azeton-
reihe dehydriert. Kritische-Punkt-Trockung iiber fliissige
Kohlens3ure (Critical-Point-Apparatus, Balzers). Auf-
bringen der getrockneten Prdparate auf Aluminiumhalter
mittels Klebeband und Leitsilber (Balzers). Sputter-
Coating mit Gold-Palladium (Hummer II, Technics).

Rasterelektronenmikroskop: AMR 1000 A (Leitz).
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2.3.3.2

2.3.3.3

Lichtmikroskopie

Histologie

Je eine Halfte der Harnblasen aus der zweiten Serie des
Tierexperiments (2 - 30 Wwochen BBN) werden in 2 - 3 mm
breite Streifen zerteilt und im Einbettungsautomaten in
Paraplast eingelegt. 4 - 6 um dicke Schnitte (Schlitten-
mikrotom Hn 40, Jung) fiur die lichtmikroskopische Be-
trachtung und 10 - 12 um daicke Schnitte fiir die FEULGEN-

Firbung werden hergestellt.

Einzelne der menschlichen sowie auch der experimentel]l
erzeugten Tumoren werden in Technovit 7200 (Kulzer)
eingebettet. Semidiinnschnitte (Autocut 1140, Reichert)
werden ebenso wie die Paraffinschnitte konventionell mit
Hdmatoxylin und Eosin gefdrbt (HE).

Iytologie
Die Halfte der Ausstriche des Tierexperiments wird nach
PAPANICOLAOU und MAY-GRUNWALD-GIEMSA gefdrbt.

FEULGEN-Fdrbung

Die zytologischen Praparate werden vor der Hydrolyse in
Aqua dest. gespilt, die Paraffinschnitte iliber Xylol und
Alkohol bis wasser gebracht.

Hydrolyse der Schnitt- und Ausstrichprdparate in 4 N HCI
bei 28 Grad iiber 45 Minuten (BOHM, 1968).

Die optimale Hydrolysezeit wurde an Schnittserien eines
Prdparats ermittelt.



Fdrbung mit SCHIFFschem Reagenz nach GRAUMANN (1953).
Nach Entwasserung iiber Alkohol werden die Prédparate aus
dem Intermedium Xylol in 01 (Cargille), Brechungsindex
nD = 1,54 (20 Grad C), eingedeckt.

2.3.4 Zytophotometrie

Die DNS-zytophotometrische Untersuchung erfolgt mit dem
Scanning-Mikrodensitometer M 85a (Vickers Instruments).

Arbeitsweise des Mikrodensitometers:

Das histologische Praparat wird bei 500-facher VergrdBe-
rung (Objektiv x 40) wie in einem konventionellen Licht-
mikroskop betrachtet. Uber einen Prismenmonochromator
kann das Licht einer 50-wWw-Halogenlampe in eine beliebige
Wellenldnge zwischen 400 nm und 700 nm zerlegt werden.
Der erzeugte feine monochromatische Lichtstrahl, dessen
GroBe frei gewahlt werden kann, wird durch das Objektiv
des Mikroskops in die Ebene des Schnittpraparates proji-
ziert. Dabei wird das Prdparat rasterformig tberstrichen.
GroBe des Rasters und Dauer des Vorgangs sind gleich-
falls frei wdhlbar,

Die Extinktion wird durch einen Photomultiplier gemessen,
zu dem das nicht im Prdparat absorbierte Licht iliber Kon-
densor, Apertur- und Feldblende des Mikroskops gelangt.
Die Messung erfolgt lediglich in dem Areal des Prdpa-
rats, das durch eine zusdtzlich in das Blickfeld einge-
blendete Maske ausgewdhlt ist. Die Einzelpunktmessungen
des Rasters werden integriert und in Maschineneinheiten
(arbitrary units) angegeben.



