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Autoradiographie Findings in Cerebrospinal Fluid Cells 

Summary. The report concerns the results of autoradiographic studies of 
cerebrospinal fluid cells. We investigated pleocytosis in cases of inflammatory 
diseases of the central nervous system, hemorrhage in the cerebrospinal fluid 
space, brain tumor and hemoblastosis, as well as in cases of undefined 
neurologic disease. Cerebrospinal fluid was incubated with tritiated thy- 
midine. The results show that tumor cells have the highest labeling index and 
monocytes the lowest. Cells from primary brain tumors incorporate tritiated 
thymidine more rarely and less intensely than cells from cerebral metastases. 
Lymphocytes from inflammatory disease in infants may demonstrate a high 
labeling index. 

Key words: H3-thymidine autoradiography - CSF cytology - Tumor cells - 
Lymphocytes - Monocytes. 

Zusammenfassung. Ober die Ergebnisse autoradiographischer Untersuchun- 
gen an Zellen im Liquor cerebrospinalis mit H3-Thymidin wird berichtet. 
Untersucht wurden Pleocytosen bei entzfindlichen Erkrankungen des Zentral- 
nervensystems, nach Blutungen in den Liquorraum, bei Hirntumoren und 
Leukosen sowie bei unklaren neurologischen Erkrankungen. Die Ergebnisse 
zeigen, dab Tumorzellen den h6chsten, Monocyten den niedrigsten Markie- 
rungsindex aufweisen. Zellen autochthoner Hirntumoren zeigen seltener und 
geringer den Einbau von markiertem Thymidin, Zellen von Hirnmetastasen 
hfiufiger und intensiver. Lymphocyten entziindlicher Pleocytosen bei Klein- 
kindern k6nnen einen hohen Markierungsindex aufweisen. 

Sehliisselw6rter: H3-Thymidin-Autoradiographie - Liquorcytologie - Tumor- 
zellen - Lymphocyten - Monocyten. 

Einleitung 

Die Autoradiographie hat in der Punktionscytologie seit Jahree ihren festen Platz 
[1, 10]. Auf der Suche nach geeigneten cytodiagnostischen Differenzierungs- 
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methoden bietet sich dieses Verfahren auch ffir die Liquorcytologie an. Ent- 
sprechende Untersuchungen wurden allerdings erst in den letzten Jahren unter- 
nommen [5, 6]. 

Dies ist nicht verwunderlich, denn zu den technischen Anforderungen einer 
Autoradiographie kommen die erfahrungsgem~iB empfindlichen Liquorzellen 
hinzu. Die bei der Autoradiographie notwendige Inkubation bei 37~ die im 
Liquormilieu durchgeffihrt wird, bewirkt eine auBerordentliche Beanspruchung 
der Zellen. Optimale Pr~ipariermethoden, welche v. a. minimale mechanische Be- 
anspruchung der Zellen bedeuten, sind deshalb Voraussetzung ffir das Gelingen 
autoradiographischer Pr~iparate. Es bleibt auch zu tiberlegen, ob die Zugabe yon 
Kulturmedium zum Liquor [3] oder die Inkubation bei Sauerstoff-IJberdruck [4] 
die VitalitM der Zellen anregen bzw. verl~ngern oder eher In-vivo-Bedingungen 
herstellen und ob damit das Markierungsergebnis bzw. der Einblick in die tat- 
s~ichliche Umsatzrate der Zellen verbessert werden. 

Nach Darstellung der von uns verwendeten Methode soll ein fJberblick aber 
die ersten Ergebnisse gegeben werden. 

Material und Methode 

Autoradiographische Untersuchungen wurden an 162 Liquorproben yon 65 Patienten durch- 
geft~hrt. Es handelte sich um entztindliche Erkrankungen des Zentralnervensystems (ZNS), um 
Blutungen in den Subarachnoidalraum, um Hirntumoren, Haemoblastosen und um unklare 
neurologische Krankheitsbilder mit einer Liquorpleocytose. In jedem Fall wurden zun~ichst 
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Abb. 1. Schematische Darstellung der einzelnen Ar- 
beitsschrittc bei der Autoradiographie an Liquor- 
zellen 
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einfache Zellsedimente mit der Cytozentrifuge oder mit der spontanen Sedimentation in der 
Saykschen Kammer [9] angefertigt, nach Pappenheim oder nach Papanicolaou gef/irbt und 
fiblicherweise ausgewertet. Weitere Liquorportionen wurden far die Autoradiographie ver- 
wendet. Als geeignete Markierungssubstanz kam Tritinm-markiertes Thymidin in Frage. 1 bis 
2 ml Liquor wurden mit 1 bis 2 gCi H3-Thymidin (spezifische Aktivitfit 5,6 Ci/mMol) in vitro 
inkubiert [1]. Die Inkubation erfolgte bei 37~ direkt in einer modifizierten Saykschen 
Sedimentationskammer. Spezielle Nghrzusfitze zum Zellsubstrat erfolgten nicht. Die Inkuba- 
tionszeit wurde der Sedimentationszeit gleichgesetzt. Sie wurde auf ca. 30--40rain begrenzt. 
Nach Abschlul3 des Sedimentiervorganges wurden die Pr~parate luftgetrocknet und alsbald mit 
wasserfreiem Methanol fixiert. Die lichtempfindliche Schicht wurde im ,,Stripping"-oder 
,,Dipping"-Verfahren aufgelegt. Die Expositionszeit betrug bei einem Teil der Prfiparate 12, bei 
einem anderen 24 Tage. Abbildung 1 zeigt schematisch die einzelnen Schritte. 

Ergebnisse 

Tritium-markiertes Thymidin wird als DNS-Baustein ausschliel31ich in prolife- 
rierende Zellen eingebaut. Es besteht Proportionalitfit zwischen Markierungs- 
gr6ge und Zellumsatzrate. Damit  ergibt sich der diagnostische Schwerpunkt in 
der Differenzierung rasch proliferierender Zellen im Liquor. Dies sind in erster 
Linie Tumorzellen. Es wurde deshalb zun/~chst gepriift, ob mit Hilfe der Auto- 
radiographie Tumorzellen im Liquor besser identifiziert werden k6nnen und ob 
der Markierungsindex (MI) als Mal3stab air  die Malignitat des Tumors angesehen 
werden kann. Es wurde vermutet, daB, je h6her der MI ist, desto eher darauf  zu 
schliegen sei, dab es sich nicht nur um rasch proliferierende, sondern speziell um 
Tumorzellen handle. 

Beispiel 1. Eine 65 Jahre alte Frau litt an einer chronischen Meningitis. Im Liquor fanden sich 
cytologisch Zellverbfinde, die nach ihrer Struktur am ehesten Plexuszellen zugerechnet werden 
konnten. Daneben fielen aber auch einige mononuclefire Riesenzellen auf, die einzelne 
Malignit/itsmerkmale aufwiesen. Im autoradiographischen Pr/iparat zeigten manche Zellen, die 
im Verband lagen, sowie einige Riesenzellen eine z.T. mtigige, z.T. auch kr/iftige Markierung. 
Der MI betrug 5,5%. Die Befunde bekrhftigten den Verdacht, dab es sich um maligne Zellen 
handelt. Klinisch konnte intra vitam keine Ursache far die Erkrankung gefunden werden. 
Autoptisch stellte sich dann ein Carcinom des Plexus choreoideus heraus. 

Das beschriebene Beispiel ist nach Auswertung der bisherigen Ergebnisse eher 
eine Ausnahme. In den 15 Fallen autochthoner Hirntumoren konnte die Auto- 
radiographie nur 4real den nach dem panoptischen Bild geaugerten Verdacht der 
Malignitfit bestarken (Tabelle 1). In allen anderen Fallen wurde entweder eine 
minimale oder gar keine Inkorporat ion des radioaktiven Materials in einzelne 
Zellen registriert. 

Anders stellten sich die autoradiographischen Ergebnisse bei Him- bzw. 
Meningealmetastasen (einschliel31ich Leukfimien und maligne Lymphome) dar. 
Durch die Tatsache der Metastasierung erweisen sich diese Tumore von vorn- 
herein als im besonderen Grade maligne. 

Tabelle 1. MI bei autochthonen Hirntumoren 
1. Pineoblastom 7,0% 
2. Plexuscarcinom 5,5% 
3. Astrocytom (nach Operation) 4,5% 
4. Ependymom (nach Operation) 2,0% 
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Abb. 2a und b. Malignes Lymphom vom Burkitt-Typ. Meningosis sarkomatosa. Patient: mfinn- 
lich, 18 Jahre alt. Liquor: 210 Zellen/mm 3, 130 rag% Eiweig, 16 rag% Glukose. a) Pappenheim- 
F~irbung. Uniformes Zellbild. Auff~llige, z.T. bohnen- bis hufeisenf6rmige, z.T. vielfach ge- 
lappte, chromatinreiche Kerne. Basophilie des Cytoplasmas. 1 : 480. b) Autoradiographie nach 
Inkubation mit H3-Thymidin (1 ml Liquor + 1 pCi H3-Thymidin). Expositionszeit 12Tage. 
Hoher Markierungsindex (16%). Lebhafte Inkorporation des radioaktiven Materials in die ein- 
zelnen Zellkerne. 1 : 400 

BeispieI 2. Ein 18 Jahre alter Mann litt an einem malignen Lymphom vom Burkitt-Typ. Sechs 
Wochen nach Beginn der Erkrankung machten sich Zeichen einer Meningitis bemerkbar. 
Liquorcytologisch konnte nach dem panoptischen Bild (Abb. 2a) eine Meningosis sarkomatosa 
nachgewiesen werden. Autoradiographisch ergab sich der extrem hohe MI yon 16% (Abb. 2a). 
Dieser erh6hte sich noch gering unter der intrathekalen Therapie mit Cytostatika, anch als die 
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Tabelle 2. MI bei Hirnmetastasen bzw. Meningosis carcinomatosa (leucaemica) 
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1. Malignes Lymphom 17,8% 10. Akute Leuk~mie 4,5% 
2. Melanom 14,8% 11. Magencarcinom 4,3% 
3. Malignes Lymphom 10,0% 12. Mammacarcinom 4,3% 
4. Magencarcinom 9,6% 13. Bronchialcarcinom 4,2% 
5. MonocytenleukSmie 8,0% 14. Mammacarcinom 3,8% 
6. Prim~irtumor unbekannt 6,8% 15. Myeloblastenleuk/imie 2,4% 
7. Akute Leukfimie 6,8% 16. Lymphoblastenleuk~imie 2,4% 
8. Bronchialcarcinom 6,0% 17. Lymphoblastenleuk~imie 2,2% 
9. Bronchialcarcinom 5,4% 

Abb. 3. Mumps-Meningoencephalitis. Patient: weiblich, 5 Jahre alt. Liquor: 340 Zellen/mm 3. 
47 mg% Eiweil3, 48 mg% Glukose. Autoradiographie nach Inkubation mit H3-Thymidin (1 ml 
Liquor + 1 gCi H3-Thymidin). Expositionszeit 12Tage. Markierung von 3 lymphocytfiren Zel- 
len, darunter eine Lymphoidzelle. I : 1000 

absolute Tumorzellzahl sank. Die Meningosis zeigte sich bald gegen jede Therapie resistent. 
Nach weiteren sechs Wochen verstarb der Patient. 

In diesem Beispiel bestfirkte das Ergebnis der Autoradiographie die nach dem 
panoptischen Prgparat  gefiul3erte Diagnose [2, 5, 7]. In 22 FNlen metastatischer 
Hirn- bzw. Meningealerkrankungen konnte durch den hohen MI (zwischen 2 und 
17,8%) 17mal entweder der klinische Tumorverdacht  oder die nach dem pan- 
optischen Zellbild als gesichert erscheinende Diagnose bestfirkt werden (Tabelle 2). 
In den restlichen 5 FNlen, alle mit sehr niedriger Zellzahl, war das radioaktive 
Material minimal oder nicht in die Zellkerne eingebaut worden. Die F~ille, die 
einen hohen MI aufwiesen, fielen durch die Schnelligkeit des Krankheitsverlaufes 
auf. 

Auch Lymphocyten und Monocyten sind im Liquor proliferationsf~hig. Da 
sie ebenfalls in vitro H3-Thymidin zu inkorporieren verm6gen [8, 11], wurden 
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Liquorpleocytosen bei nicht malignen Erkrankungen des ZNS autoradiographisch 
untersucht (28 Patienten). 

Es ergab sich, dab besonders jene Monocyten, die am Ende der exsudativen 
Phase einer bakteriellen Meningitis auftreten, radioaktiv markiert werden (maxi- 
maler MI 4,5%). Auch die zu Makrophagen umgewandelten Monocyten nach 
Blutung in den Subarachnoidalraum zeigten einen Einbau von H3-Thymidin in 
ihren Zellkern (maximaler MI 4%). - -  Bei den Lymphocyten war der Einbau des 
radioaktiven Materials noch etwas deutlicher als bei den Monocyten. Auff~illig 
waren v.a. die hohen Markierungsindices bei Virusmeningitis. Bevorzugt mar- 
kiert wurden besonders die als Lymphoidzellen bezeichneten Transformations- 
formen der Lymphocyten. Der h6chste Markierungsindex ergab sich bei einem 
ftinfj~ihrigen Kind mit Mumps-Meningoencephalitis mit 5% (Abb. 3). Der Mar- 
kierungsindex von Lymphocyten und Monocyten war um so h6her, je jtinger der 
Patient war, er war am h6chsten bei S~iuglingen (5,3%). 

Da bei 12tggiger Expositionszeit der Prgparate die Markierungsgr6Be ge- 
legentlich so gering war, dab man sie aufgrund der Hintergrundsstrahlung kaum 
wahrnehmen konnte, wurde auch eine 24tggige Expositionszeit gew~ihlt. Die 
autoradiographischen Befunde wurden so besser erkennbar; da die Zahl der 
Silberk6rner aber mit steigender Expositionszeit bekanntlich linear steigt, war 
eine Mehrinformation dadurch nicht zu erwarten. 

Diskussion 

Die autoradiographische Prfiparation erfordert im Liquorbereich besondere Vor- 
aussetzungen. Die durch den niedrigen Eiweiggehalt des Liquors mit Lebens- 
minimum strapazierten Zellen werden durch die notwendige Inkubation bei 37 ~ C 
zusfitzlich beansprucht. Eine anschlieBende mechanische Strapazierung etwa 
durch Zentrifugation fahrt  zu fast vollkommener Unkenntlichkeit der Zell- 
morphologie und macht damit die aufwendige Methode nutzlos. Nach unseren 
Erfahrungen ist ein befriedigendes cytologisches Resultat dann zu erwarten, wenn 
man die Sedimentiermethode nach dem Saykschen Modell verwendet. In diesem 
Fall wird die Inkubation mit der Sedimentation (Zellkonzentration) kombiniert, 
d.h. es wird die Zeit der Sedimentation gleich jener der Inkubation gesetzt. Die 
Sedimentierzeit wird auf ca. 30--40min begrenzt, schwankt allerdings aus ap- 
parativen Grfinden von Prfiparat zu Prfiparat um etwa 10--15 min. Ein quanti- 
tativer Vergleich der Ergebnisse ist schon aus diesen Grfinden nicht m6glich. In 
sp~tteren Untersuchungen soll durch Zugabe von nicht markiertem Thymidin 
nach 30 min der Inkubation der Einbau von markiertem Thymidin kompetitiv 
gestoppt und somit die Vergleichbarkeit der Resultate verbessert werden. 

Auf dem Weg zur Quantifizierung fordern andere Untersucher [3] parallel zur 
Inkubation eine Vitalitfitsbestimmung der Zellen mit Trypanblau sowie den Zu- 
satz von Kulturmedium zum Liquor, um die Lebensbedingungen der Zellen zu 
verbessern. Es scheint aber bei solch vorbehandeltem Liquor m6glich, dab ein 
Teil t~blicherweise in vivo ruhender oder kaum proliferierender Zellen t~berm~iBig 
aktiviert wird; ein Umstand, der den MI hochtreibt, aber das wahre zellkinetische 
Spektrum in vivo verschleiert. - -  Um n~iher an In-vivo-Bedingungen heran- 
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Autochthone Hirntumoren 7,0% 
Metastasen 17,8% 
Lymphocyten 5,0% 
Monocyten/Makrophagen 4,5% 
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Tabelle 3. Maximaler MI bei Liquorzellen 

zukommen, wird auch die Inkubation der Zellen fiber eine Stunde bei Sauerstoff- 
fiberdruck empfohlen [4]. Eine Beurteilung der einzelnen methodischen Vor- 
schl~ige ist heute noch kaum m6glich. 

Nach unseren Ergebnissen zeigten Zellen autochthoner und metastatischer 
Hirntumoren, Lymphocyten und Monocyten bzw. Makrophagen eine Markie- 
rung mit H3-Thymidin (Tabelle 3). Unter 15 autochthonen Hirntumoren konnte 
nur in 4 F~illen eine Markierung festgestellt werden, die fiber 1% lag. Im h6chsten 
Falle lag der MI bei 7% (Pineoblastom). Einschr~nkend mul3 gesagt werden, dab 
es den Zellen autochthoner Hirntumoren in ihrer Mehrzahl an Malignit~its- 
merkmalen mangelt und sie nach dem morphologischen Bild durchaus mit 
aktivierten Monocyten oder transformierter~ Lymphocyten verwechselt werden 
k6nnen. Das gleiche gilt umgekehrt, so dab m6glich ist, dab in dem genannten MI 
auch manche Lymphocyten und Monocyten aufgegangen sind. Schon diese kaum 
umgehbare Fehlerquelle macht die Autoradiographie nicht zur Methode, um 
Liquorzellen autochthoner Hirntumoren zu identifizieren. - -  Der hohe MI bei 
Liquorzellen, die yon Metastasen stammen, korreliert mit den Erfahrungen 
anderer Autoren [2--5]. Den h6chsten Markierungsindex weisen Zellen von 
undifferenzierten Tumoren auf, an erster Stelle lagen die malignen Lymphome 
[5]. Es ergab sich, dal3 je h6her der MI, desto maligner der Krankheitsverlauf war, 
desto besser aber auch eine intrathekale Therapie mit Cytostatika ansprach. Ob 
die Autoradiographie sich klinisch als Effektivit~itskontrolle einer cytostatischen 
Therapie anbietet, wie Dommasch und Mitarb. [2] annehmen, halten wir jedoch 
ffir fraglich, zumal die Auswertung der Autoradiogramme kaum frfiher als 
14Tage nach der Liquorentnahme erfolgen kann. Ffir die Therapiekontrolle 
genfigt in der Regel die Auswertung des panoptisch geffirbten ZeUpr~iparates. - -  
DaB Lymphocyten und Monocyten als proliferationsf~hige Zellen im Liquor das 
radioaktive Material in vitro aufnehmen, war anzunehmen und ist auch durch 
Untersuchungen von Malashakhia und Mitarb. [8] sowie Yamakawa und Mitarb. 
[11] nachgewiesen worden. Der MI der entzfindlichen Pleocytosen lag meist unter 
1%, erreichte jedocb in Einzelffillen bis 5% Lind leicht darfiber. Diese aul3er- 
ordentlich hohen Markierungsindices waren durchweg bei Sfiuglingen und Klein- 
kindern festzustellen. Wurden die MI von Lymphocyten und Monocyten/Makro- 
phagen getrennt bestimmt, so fielen sie bei Lymphocyten leicht h6her aus. 

Z u s a m m e n f a s s u n g :  - -  Die Autoradiographie ertaubt Einblick in die Kinetik von 
Liquorzellen in vitro. 

- -Radioaktiv markiert wurden Tumorzellen, Lymphocyten und Monocyten; 
nicht markiert Granulocyten, Zellen des Plexus sowie des Ependyms. 

- -  Der MI war bei Tumorzellen yon Metastasen am h6chsten, bei Monocyten 
am niedrigsten. 
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- -  Zellen von au toch thonen  H i r n t u m o r e n  wiesen nur  selten eine M a rk i e rung  auf. 
Ihr  M I  lag im besten Fal le  wenig h6her  als bei L y m p h o c y t e n  und  Monocy ten .  

- -  Die A u t o r a d i o g r a p h i e  al lein erwies sich nicht  als M e thode  zur Ident i f iz ierung 
von Tumorze l len .  W a r  der  M I  auffa l lend hoch,  dann  war in der  Regel die 
cytologische Diagnose  schon durch  das panop t i sche  Bild gesichert  gewesen. 

- -  Der  MI  von  L y m p h o c y t e n  und  Monocy ten  zeigte bei  S~iuglingen und  Klein-  
k indern  h6here  Wer te  als bei Erwachsenen.  
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