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Einleitung und Zielsetzung

Die Zytologie des Harntrakts wird seit
Jahrzehnten erfolgreich fiir die Diagnose
und Nachkontrolle von urothelialen Neo-
plasien verwendet. Dennoch wird de-
ren Wert und Aussagekraft immer wie-
der infrage gestellt. Ein Hauptproblem ist
das Fehlen einer allgemein anerkannten
Klassifikation in der Harntraktzytologie,
was sich in einer Vielzahl von laborspezi-
fischen Diagnoseeinteilungen duflert und
mitunter zu Kommunikations- und Ver-
staindnisproblemen von babylonischem
Ausmaf3 fihrt. Dazu kommen die kom-
plexen klinisch-pathologischen Zusam-
menhinge, welche auf der vollig unter-
schiedlichen klinischen Bedeutung ver-
schiedener urothelialer Tumortypen und
komplexen Nachsorge- und Behandlungs-
schemata beruhen. Daneben miissen Be-
fundung und Interpretation an die sich
wandelnden Konzepte der histopatholo-
gischen Einteilung der urothelialen Neo-
plasien angepasst werden. Der sinnvolle
Einsatz von molekularen Zusatzmetho-
den fiir eine verbesserte Diagnostik von
Urotheltumoren stellt eine weitere Her-
ausforderung dar.

Wir geben in dieser Arbeit eine Uber-
sicht tiber die zytomorphologischen Kri-
terien fiir die Diagnostik von urothelialen
Neoplasien, diskutieren deren Interpreta-
tion und schlagen ein Klassifikationssys-
tem vor. Dariiber hinaus diskutieren wir
die Bedeutung der Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) in der Harntrakt-
zytologie.

L. Bubendorf - P. Dalquen - S. Savic
Institut fiir Pathologie, Universitdtsspital Basel, Schweiz

Zytologie der
ableitenden Harnwege

Zwischen Zweifel und Gewissheit

Versand und Aufarbeitung von Bethesda-Klassifikation etabliert wurde,
Urin und Spiilfliissigkeiten existiert fiir die Harntraktzytologie derzeit

nicht. Das in Basel und auch mehrheitlich
Spontanurin, Harnblasenspiilung und  in Skandinavien verwendete System wur-
Spiilungen des oberen Harntrakts sinddie ~ de von den meisten Teilnehmern unserer
hiufigsten Materialien. Die addquate Ver- Online-Umfrage favorisiert (28%; [4, 13]).
arbeitung des Materials ist Voraussetzung  Alle Klassifikationssysteme zielen letztlich
fiir eine aussagekriftige zytologische Dia-  auf die Abgrenzung ,echter®, gefahrlicher
gnose. Die ganze Probe wird sofort nach  , High-grade-Urothelkarzinome“ (,,High-
Miktion oder Spiillung mit s0%igem Al-  grade-UC®) von den {ibrigen Verdnde-

kohol im Verhaltnis 1:1 versetzt. Der Al-  rungen.
kohol dient in dieser Konzentration der Folgende Uberlegungen und Erkennt-
Konservierung und nicht der Zellfixati-  nisse und sind Grundlagen fiir die Klassi-

on. Mit dieser einfachen Methode sinddie  fikation der Harntraktzytologie:
Urinzellen auch nach bis zu 3 Tagen gut 1. Die Kategorisierung eines Kontinu-

beurteilbar. Am héufigsten wird das Ma- ums zytomorphologischer Verande-
terial zu Zytozentrifugenpriparaten (,,Zy- rungen kann immer nur eine Anné-
tospins®) verarbeitet. Zwei Zytospins gel- herung an die Wahrheit sein und geht
ten als représentativ. Zentrifugation mit immer mit einer gewissen Interobser-
Herstellung von gewohnlichen Ausstrich- ver-Variabilitét einher.
préparaten ist bei reichlich Sediment sinn- 2. Die zytologische Diagnose von
voll, ansonsten aber nicht optimal. Fliis- »High-grade-UC* und Carcinoma in
sigkeitsbasierte Diinnschichtpriparatio- situ ist einfach und spezifisch. Vor-
nen fithren gegeniiber der Zytozentrifu- aussetzung ist die Kenntnis von Ver-
gation zu keiner diagnostischen Verbes- anderungen, die dem Ungeiibten ein
serung, sind aber mit hoheren Kosten ver- »High-grade-UC* vortduschen kon-
bunden [10, 11, 18]. nen (vor allem ,,Decoy-Zellen®, dege-
nerative Atypien und radiogene Ver-
Klassifikation und Befunddiktion inderungen).
in der Harntraktzytologie 3. Eine sichere zytologische Diagnose
von (flachen oder papilldren) ,,low-
Die Klassifikation zytologischer Befunde grade® urothelialen Neoplasien ist
der ableitenden Harnwege erfolgt inter- meistens unmaglich, was vor allem
national uneinheitlich [9, 12]. Eine Um- fiir Papillome, PUNLMP (,,papil-
frage unter 176 Teilnehmern eines On- lire urotheliale Neoplasie mit nied-
line-Urinzytologie-Quiz ergab, dass min- rig malignem Potenzial®) und das gut
destens 29 unterschiedliche Klassifika- differenzierte Urothelkarzinom zu-
tionssysteme verwendet werden [4]. Ein trifft (G1 gemdfl WHO 1973). Die Di-
internationales Konsensussystem, wie es agnose dieser Lasionen besitzt nur ei-
fiir die gynékologische Zytologie mit der ne geringe klinische Bedeutung, da es
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Abb. 2 A Schema der zytologischen Kategorien ,zweifelhaft’, ,suspekt” und,,positiv fiir High-grade-

Urothelkarzinom”

sich praktisch nie um lebensbedroh-
liche Verdnderungen handelt. Des-
halb wurde kiirzlich auch vorgeschla-
gen, den Begriff ,, Karzinom" fiir die-
se Verdnderungen ganz zu vermeiden
und sie in der Kategorie ,,low-grade®
urotheliale Neoplasien zusammenzu-
fassen [17].

4. Ob ein UC invasiv ist oder nicht, lasst
sich zytologisch nicht entscheiden.

5. Es existiert eine Grauzone zwischen
»High-grade“- und ,,Low-grade-
UC* Dazu gehort eine Subgruppe
der ,,Low-grade-UCS die friiher ge-
mafl WHO 1973 einem Grad 2 zu-
geordnet wurde und heute teilwei-
se zu den ,,Low-grade-UC* und teil-
weise zu den ,,High-grade-UC* ge-
hort. Die ,,Low-grade-Tumoren® aus
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dem besser differenzierten Spektrum
der ehemaligen G2-Tumoren nach
WHO 1973 fithren meist zu zytolo-
gisch suspekten Befunden. Sie lassen
sich aber gelegentlich auch affirmativ
diagnostizieren.

6. Zwischen den eindeutigen Diagnosen

»hegativ und ,,positiv® fiir ,,High-
grade-UC* liegt ein Bereich von
nichtaffimativen Diagnosen. In die-
sem Bereich geht es in erster Line
darum, die Wahrscheinlichkeit einer
»low-grade,, oder ,high-grade,, uro-
thelialen Neoplasie moglichst genau
abzuschitzen (8 Abb. 1).

Vorschlag fiir ein
Klassifikationssystem

Basierend auf unseren eigenen Erfah-
rungen und den Daten aus der Literatur
empfehlen wir fiir die Urinzytologie der
ableitenden Harnwege folgendes Klassifi-
kationssystem:

Unzureichend (Syn.:
nicht reprasentativ)

Angabe der Griinde: schlechter Zeller-
halt, kein Zellmaterial oder zu wenig Zell-
material. Wir fordern als minimale Zell-
zahl 50 Urothelien pro Zytospinareal. Fiir
Spiilzytologien ist eine Zellzahl von 100-
400 pro Zytospinareal ideal.

Negativ (ohne Tumorzellen)

Unverénderte Urothelien oder reaktive Ver-
anderungen. Bei reaktiven Veranderungen
finden sich haufig viele Deckzellen mit ver-
groflerten und teils multiplen und grofien-
variablen runden Zellkernen bei unveran-
derter Kern-Plasma-Relation. Das Zyto-
plasma ist meist aufgelockert und zeigt oft
eine perinukledre, fein vakuolisierte Zone.

Zweifelhaft (Syn.: unklare Atypien)

Hier finden sich geringgradige Kern-
atypien, die oft reaktiver Natur sind, aber
nicht sicher von Zellen einer ,,Low-grade-
Neoplasie“ abgegrenzt werden kénnen.
Wichtigstes zytologisches Merkmal fiir
eine ,,low-grade® urotheliale Neoplasie ist
die Gleichférmigkeit der Zellpopulation.
Die nukledren Atypien sind allenfalls ge-
ringgradig ausgepragt. Der Zellkern liegt
zentral, besitzt eine regelméaflige Kernkon-
tur, ein ungestortes Chromatin sowie ei-
ne zarte Kernmembran. Gelegentlich er-
kennt man Kernfurchen. Die Kern-Plas-
ma-Relation kann leicht erhoht sein. Bei
unauffilliger Zystoskopie und unauffil-
liger Bildgebung des oberen Harntrakts
hat diese Diagnose meist keine unmittel-
bare klinische Relevanz.

Suspekt (Syn.: verdachtig)
Der Befund ist suspekt auf eine urotheli-

ale Neoplasie, reicht aber fiir eine sichere
Diagnose nicht aus. Je nach Ausmaf3 der



Zusammenfassung - Abstract

Atypien und Erfahrung des Untersuchers
kann die Diagnose einer (mindestens
»low-grade®) urothelialen Neoplasie mit
hoher Wahrscheinlichkeit gestellt werden.
Die unter ,,positiv* beschriebenen Krite-
rien sind teilweise vorhanden.

Positiv (mit Tumorzellen)

Im Falle einer ,,high-grade® urothelialen
Neoplasie meist eine Blickdiagnose. Un-
mittelbar erkennbare ausgepragte Kern-
atypien in Form von vergrofierten Kernen,
Polymorphie, Hyperchromasie, unregel-
mafig verteiltem Chromatin und unregel-
mafliger Kernkontur. Hohe Kern-Plasma-
Relation. Im Falle von ,,.Low-grade-Neo-
plasien” sind die Verdnderungen subtiler,
kénnen aber manchmal dennoch eindeu-
tig sein. Besonders wegweisend: exzent-
rische Lage der Zellkerne, hohe Kern-Plas-
ma-Relation, dunkel angeférbtes und un-
regelmaflig verteiltes Kernchromatin, dis-
krete Unregelmifigkeiten und Verbreite-
rung der Kernmembran. Die Zellkerne
sind oft dunkel und hyperchromatisch.
Daneben existiert auch eine Variante mit
mehr vesikuldren, hellen Zellkernen.

Die zytologischen Kriterien fiir die
Klassifikationen sind in @ Abb. 2 darge-
stellt und in @ Abb. 3 a—d mit Beispielen
illustriert.

Kommentar zu der
zytologischen Diagnose

Die blofle Angabe der diagnostischen Ka-

tegorie spiegelt die Komplexitit der kli-

nisch-zytologischen Zusammenhénge

nur ungeniigend wider. Deshalb sollte die

Diagnose — vor allem im Fall der nicht-

definitiven Diagnosen (,,zweifelhaft“ und

»suspekt®) — stets von einem Kommentar

begleitet sein. Es empfiehlt sich auch, die

Kategorie so weit wie moglich néher ein-

zugrenzen. Beispiele:

== Positiv (mit Tumorzellen), mindes-
tens CIS.

== Positiv (mit Tumorzellen), diagnos-
tisch fiir ,,High-grade-UC*

== Positiv (mit Tumorzellen), am ehes-
ten ,,High-grade-UC*

== Positiv (mit Tumorzellen), mindes-
tens ,,Low-grade-UC*

== Positiv (mit Tumorzellen), am ehes-
ten ,,Low-grade-UC.
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Zytologie der ableitenden Harnwege. Zwischen Zweifel und

Gewissheit

Zusammenfassung

Wenig differenzierte Urothelkarzinome und
das bioptisch oft schwierig fassbare Carcinoma
in situ lassen sich im Gegensatz zu den
JJow-grade” urothelialen Neoplasien in der
Urinzytologie zuverldssig diagnostizieren. Wir
empfehlen folgendes Klassifikationssytem:
negativ, zweifelhaft, suspekt und positiv.
Angesichts der komplexen klinisch-patholo-
gischen Zusammenhange sollte die Klassifi-
kation stets von einem Kommentar begleitet
sein. Die 2004 WHO-Klassifikation der urothe-
lialen Tumoren stellt die klinisch weniger rele-
vanten, Low-grade-Tumoren” den klinisch re-
levanten ,High-grade-Tumoren” gegentiber,
die sich zytologisch meist als,, positiv* klassifi-
zieren lassen. Die zytologische Diagnose der
zystoskopisch meist sichtbaren,Low-grade-
Neoplasien” ist klinisch nicht dringlich.

Urotheliale Neoplasien zeichnen sich im
Gegensatz zu reaktiven Verdanderungen durch
chromosomale Aberrationen aus. Fluores-
zenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) mit meh-
reren DNS-Sonden eignet sich deshalb fiir
die Abklarung unklarer Befunde. Bei eindeu-
tig positiver Zytologie ist eine FISH-Untersu-
chung dagegen nicht notwendig. Eine stan-
dardisierte Diagnoseformulierung und die
Moglichkeit zu weiteren Abklarungen mittels
FISH erh6hen den diagnostischen Stellen-
wert der Harntraktzytologie.

Schliisselworter
Urinzytologie - Klassifikation - Urothelkarzi-
nom - Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Cytology of the urinary tract. Between uncertainty and clarity

Abstract

Reliable detection of poorly differentiat-

ed urothelial carcinoma and the detection

of carcinoma in situ, which is often invisible
by cystoscopy, are the undisputed strength
of urinary cytology. In contrast, well-differ-
entiated urothelial tumors are often missed
by cytology. We suggest the following clas-
sification: negative, questionable, suspi-
cious, and positive. Due to the complex clin-
ico-pathological associations, the classifica-
tion should always be accompanied by an ap-
propriate commentary. The WHO 2004 clas-
sification separates the clinically less impor-
tant low-grade tumors from the clinically rel-
evant high-grade tumors, usually classified as

“positive” by cytology. A cytological diagnosis
of low-grade tumors by cytology is of minor
clinical importance. Most urothelial neopla-
sias are characterized by chromosomal aber-
rations. This makes multi-target fluorescence
in situ hybridization (FISH) assay suitable for
the clarification of non-definitive cytology. In
contrast, positive cytology does not need fur-
ther confirmation by FISH analysis. Standard-
ized diagnosis and the possibility for supple-
mentary analyses increase the diagnostic
value of urinary cytology.

Keywords
Urinary cytology - Classification - Urothelial
carcinoma - Fluorescence in situ hybridization
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Harntraktzytologie und 2004
WHO/ISUP-Klassifikation
von Urotheltumoren

Das frithere Klassifikationssystem der
WHO von 1973 stiitzte sich vor allem auf
einen dreistufigen zytologischen Grad
(Grad 1-3). Dies erlaubte einen relativ
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Abb. 3 € Typische Bei-
spiele aus den diagnosti-
schen Kategorien. a,Nega-
tiv” - hier: reaktive Verdn-

normal

Abb. 4 < Mehrfach-
proben-FISH-Test zum
Nachweis chromoso-
maler Aberrationen in
der Harntraktzytologie

guten zytohistologischen Vergleich. Das
zweistufige System der aktuellen WHO-
2004-Klassifikation bei den nichtinvasiven
papilldren UC (,,low-grade® vs. ,,high-gra-
de ) muss bei der zytologischen Beurtei-
lung beriicksichtigt werden. Durch Einbe-
zug eines Teils der fritheren G2-Urothel-
karzinome in die High-grade-Kategorie

derungen. b, Zweifelhaft”
(leichte Atypien) — hier: pTa,
low-grade (WHO 1973: G1).
¢, Positiv” (mit Tumorzel-
len), am ehesten Low-gra-
de-UG; 2 Kerntypen: blasse
Kerne, hyperchromatische
Kerne. d,Positiv” (mit Tu-
morzellen), diagnostisch
fiir High-grade-UC (min-
destens CIS)

hat der Anteil der ,wenig differenzierten®
nichtinvasiven Urothelkarzinome von et-
wa 5% pTaG3 auf rund 30% pTa (,,high-
grade®) zugenommen.

Die neue Kategorie der PUNLMP zeigt
definitionsgeméfl kaum zytologische Aty-
pien und wird nicht mehr zu den Urothel-
karzinomen gezahlt. Da diese Neoplasien
zytologisch kaum auffallen, wurde ver-
mutet, dass die Zytologie mit dem WHO-
2004-System sensitiver fiir die ,,Low-gra-
de-UC* wird [12]. Diese Vermutung hat
sich bisher nicht bestitigt [3].

Multi-target-Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierung

Im Gegensatz zu benignen Urothelien zei-
gen Urothelkarzinome haufig chromoso-
male Aberrationen. Solche chromosoma-
len Aberrationen lassen sich an zytolo-
gischen Préparaten einfach mittels FISH
nachweisen. Zentromersonden eignen



sich fiir die Diagnose von Aneusomien
(Verlust oder Vermehrung von Chro-
mosomen) und lokusspezifische Son-
den fiir den Nachweis von Verlusten und
Zugewinnen bestimmter Gene. Die Ver-
wendung eines Cocktails verschiedener
FISH-Sonden (Abbott Molecular Inc.,
Des Plaines/IL, USA) erhoht die Sensiti-
vitit der Zytologie fiir den Nachweis uro-
thelialer Neoplasien bei gleichzeitig hoher
Spezifitit 2, 5, 6, 14, 15, 21, 22]. Ein kom-
merziell erhiltlicher Test enthilt Zentro-
merproben fiir die Chromosomen 3, 7
und 17 und eine lokusspezifische Probe
fir die gp21-Region (B Abb. 4, 5).

Polysomien der Chromosomen 3, 7,
und 17 sind beim Urothelkarzinom hiu-
fig. Partieller oder vollstandiger Verlust
von Chromosom 9 ist eine charakteris-
tische Verdnderung, die friih in der Ent-
wicklung flacher oder papilldrer urothe-
lialer Neoplasien auftritt [20]. Eine Pro-
gression geht meist mit chromosomaler
Instabilitit und multiplen chromosoma-
len Aberrationen einher. Die Sensitivitat
des FISH-Tests liegt beim invasiven Uro-
thelkarzinomen (pT1-4) bei 90-100%, die
Spezifitit bei iiber 95% [1]. Bei den klinisch
weitaus weniger bedrohlichen, nichtinva-
siven ,,Low-grade-UC* (pTa, G1-2) er-
hoht FISH die Sensitivitit der Zytologie
von 25% auf 60-80%.

Im Falle von Nachsorgeuntersu-
chungen kann FISH dazu beitragen, auch
bei negativer Zystoskopie das Rezidivrisi-
ko genauer vorherzusagen [21, 22]. In der
diagnostischen Praxis hat sich FISH vor
allem fiir die Abkldrungen unklarer Aty-
pien bewihrt [4, 7, 15, 16]. Unklare Aty-

Hier steht eine Anzeige.

@ Springer

Abb. 5 A Zellkerne eines Urothelkarzinoms mit Vermehrung aller 3 Chromosomen und gleichzei-
tigem Verlust von 9p21. Nur die Zelle ganz links besitzt noch ein gelbes 9p21-Signal

pien stellen vor allem nach intravesikaler
BCG-Behandlung ein diagnostisches Pro-
blem dar. FISH bewahrt sich auch beson-
ders gut bei zytologisch unklaren Fillen
aus Ureter und Nierenbecken. Im Falle ei-
ner eindeutig positiven Zytologie eriibrigt
sich dagegen eine FISH-Untersuchung, da
»High-grade-UC“ praktisch immer FISH-
positiv sind [15, 22].

Verdnderungen der Chromosomen-
zahl sind nicht absolut spezifisch fiir Uro-
thelkarzinome, sondern sind gelegentlich
auch bei reaktiven Zustinden zu beobach-
ten. Insbesondere eine Tetraploidie mit
gleichmifliger Duplikation aller Chro-
mosomen kann ohne Weiteres auch in
reaktiv verdnderten Deckzellen vorkom-
men [8,19]. Diese chromosomalen Veran-
derungen in den Deckzellen sind klinisch
irrelevant. Es ist deshalb wichtig, dass sol-
che FISH-Untersuchungen von zytolo-
gisch geschulten Personen durchgefiihrt
werden, die in der Lage sind, Deckzellen
von tiefer gelegenen Urothelien zu unter-
scheiden.

Unbalancierte numerische Chromoso-
menverdnderungen und Zugewinne oder

Verluste von Chromosomenabschnitten
(z. B. gp21-Deletion) beweisen dagegen
einen klonalen Prozess. Bestrahlung im
kleinen Becken, z. B. wegen eines Karzi-
noms der Prostata oder des Uterus, fiihrt
zu klinisch weitgehend irrelevanten chro-
mosomalen Aberrationen, die iiber Jah-
re persistieren. Die Kenntnis solcher kli-
nischer Angaben ist fiir eine korrekte In-
terpretation von FISH-Resultaten ent-
scheidend. Abgesehen von gp21-Deletio-
nen ist ein positives FISH-Resultat nach
Bestrahlung diagnostisch nicht sicher ver-
wertbar.

Eine FISH-Untersuchung sollte somit
nur nach zytomorphologischer Indika-
tionsstellung unter Kenntnis relevanter
Kklinischer Informationen erfolgen und ist
unter diesen Umstédnden ein wertvolles
Hilfsmittel zur zytomorphologischen Be-
urteilung.
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