Aus der Klinik fur Frauenheilkunde und Geburtshilfe
der Universitat zu Lubeck
Direktor: Prof. Dr. med. K. Diedrich

Das Sentinelkonzept beim Korpuskarzinom und die

histopathologische Aufarbeitung der Lymphknoten

Inauguraldissertation

zur
Erlangung der Doktorwurde
der Universitat zu Lubeck

- Aus der Medizinischen Fakultat —

vorgelegt von
Nadine Muller

aus Siegen

Libeck 2008



1. Berichterstatter: Priv.-Doz. Dr.med. Christopher Altgassen

2. Berichterstatter: Priv.-Doz. Dr.med. Gunther Weitz

Tag der mundlichen Prufung: 15.05.2009

Zum Druck genehmigt. Lubeck, den 15.05.2009

gez. Prof. Dr.med. Werner Solbach

-Dekan der Medizinischen Fakultat-



Inhaltsverzeichnis

Y o]0 L 0] T 1= N 5
ZUSaMMENTASSUNG.....ceuiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeneeneeeeenn s 6
Einleitung ... oo ————————————— 8
1.1, Das SentinelkONZEPL........ooviiiiiiiiiieiiieeeeeeeeeee et 8
LV B T- 1= 3N o Ty o]0 1= €= 4 1 Lo o PP 9
2, = T =153 =] ] 113 T 12
3. Patienten, Material und Methode...........ccccociiiiniininee, 13
3.1.  Studienpopulation und Markierung ..............ccccoeoeiiiiii i 13
3.2. Aufarbeitung und konventionelle Farbung der Operationspraparate .................. 14
3.3. Begutachtungsschemata der LymphKnoten..........cccccceovviiiiiiiiiiciei e, 15
3.4. Reevaluierung der Lymphknoten in der Hamatoxylin-Eosin-Farbung ................ 18
3.5.  Prinzip der Immunhistochemischen Farbung mittels LSAB-Methode.................. 18
3.6. Histologische Begutachtung und Auswertung der immunhistochemisch
gefarbten Praparate ... 20
3.7. Datenmanagement und Qualitatssicherung............ccccccceeeiiiiiiiiiiee e, 21
3.8. Statistische Betrachtung des diagnostischen Tests...........ccccceeeiii. 22
3.9, StatistisChe AUSWEITUNG.........uuriiiiiiiii e 23
3.9.1. Vergleich des Metastasennachweises in Abhangigkeit der verwendeten
FAMDUNG ... 24
3.9.2. Vergleich des Metastasenstatus .............c..eeevviiiiiiiiiiiiii e 24
3.9.3. Vergleich der positiven Lymphknoten unter Berlcksichtigung der
absoluten Anzahl an positiven Lymphknoten...........ccccccveciiiiiiiniceiiceenen, 25
4. o =] o T T LT U 26
4.1. Spezielle Patientinnen ... 27
411, Patientinnen mit bereits diagnostizierter nodaler Metastasierung.............. 28
4.1.2. Patientinnen mit neu diagnostizierter nodaler Metastasierung .................. 37
4.2. Spezielle statistische Betrachtungen ... 42
4.21. Spezielle statistische Betrachtungen im Sentinelverfahren ...................... 42
4.2.2. Weitere statistische Betrachtungen.........c.ccccoooiiiiicci e, 43
5. DiSKUSSION......cciiiiiiiriieccsi s e s s s e e e e nnnnnns 44
5.1. Diskussion der klinischen Bedeutung ...........cccoooiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 51




9.1.
9.2.
9.3.
9.4.
9.5.
9.6.

10.

1.

Schlussfolgerungen .........ccccciiiii 56
Literatur ...... .o 57
Tabellen ... 63
N 13 = T 7
Chemikalien und REageNZIEN .........ccooiiiiiiiiiiiiie e 71
REZEPIUIEN ... 72
N 0111 o] o = 72
Gerate und Materialien ...............euuiiiiiiiiiiii e ———————- 72
Prinzip der Immunhistochemischen Farbung mittels LSAB-Methode.................. 73
Farbeablauf fir Immunhistochemische Farbung mit LSAB-Methode ................. 73
(D 2= 1017 T 11 T3 ' . 75
Lebenslauf.......... e 76




Abkirzungen

AJCC
Ak

CK
DAB+
HE
HRP
FIGO
IHC
ITC

LN
LNges
LNpara
LNpelv
LSAB-Methode

MNF 116
Nicht-SLN
o.g.

PBS

SLN
TNM-System
u.E.

uicC

wahrer LN-Status

American Joint Commitee on Cancer

Antikorper

Zytokeratin

3,3'Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid = Chromogen
Hamatoxylin-Eosin-Farbung

horse-raddish-peroxidase = Meerrettichperoxidase
International Federation of Gynecology and Obstetrics
Immunhistochemische Farbung mit Panzytokeratinantikdrpern
isolierte Tumorzellen

Lymphknoten

Gesamtmenge aller extipierten Lymphknoten = SLN + Nicht-SLN
paraaortale Lymphknoten

pelvine Lymphknoten

labeled Streptavidin-Biotin-Methode ; immunhistochemisches
Verfahren zur Signalverstarkung bei der Markierung von
Zielstrukturen mit Hilfe von Meerrettich-Peroxidase-gekoppeltem
Streptavidin und biotinylierten Antikdrpern

Bezeichnung des verwendeten Panzytokeratinantikbrpers

alle Lymphknoten exklusive der Sentinellymphknoten

oben genannt

Peroxidase-Blocking-Solution

Wachterlymphknoten = Sentinellymphknoten

von der UICC eingeflihrtes Verfahren zur Tumorklassifikation
unseres Erachtens

Union Internationale contre le Cancer

Gesamtergebnis aus der durchgefiihrten Hamatoxylin-Eosin-

Farbung (HE) und immunhistochemischer Farbung (IHC)




Zusammenfassung

Der Nachweis von Lymphknotenmetastasen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung eines
Korpuskarzinoms hat einen nachweislichen Einfluss auf die zu erwartende Prognose und
die rezidivfreie Uberlebenszeit der Patientin. Daher ist die diagnostische
Lymphadenektomie bei Patientinnen mit einem Korpuskarzinom Bestandteil des
chirurgisch-pathologischen Stagings. Es lassen sich mit den lGblichen Methoden bei einem
Groliteil der operierten Patientinnen jedoch keine Lymphknotenmetastasen nachweisen.
Hier stellt sich die Frage, ob eine ausgedehnte Lymphadenektomie hatte vermieden
werden konnen, um den oft alteren und multimorbiden Patientinnen die
operationsbedingte Morbiditat zu ersparen, ohne die onkologische Sicherheit des
Stagings zu verringern.

Das Ziel der Reduktion der operationsbedingten Morbiditat wird mit dem Sentinelkonzept
verfolgt. Die Hypothese des Sentinellymphknotenkonzeptes besagt, dass
Sentinellymphknoten(=  Wachterlymphknoten) die primadren Metastasierungsorte
lymphogen metastasierender Karzinome sind. Es sind dies diejenigen Lymphknoten, die
als erste im Lymphabfluss des Tumors liegen. Postuliert wird, dass Sentinellymphknoten
den Nodalstatus der gesamten Lymphknotenregion reprasentieren. Dies bedeutet, dass
der Verzicht auf eine komplette pelvine und paraaortale Lymphadenektomie aus Griinden
der Morbiditatsreduktion beim Korpuskarzinom sinnvoll durchfihrbar wéare, ohne einen
Verlust an diagnostischer Aussagekraft und onkologischer Sicherheit hinnehmen zu
mussen.

Zur Identifizierung von Sentinellymphknoten sind Markierungssubstanzen notwendig.
Ublicherweise wird die Markierung mittels eines Farbstoffes und/oder Technetium®"
durchgefiihrt.

Nach erfolgter Markierung und gezielter Exstirpation der Sentinellymphknoten erfolgt die
histopathologische Aufarbeitung und Begutachtung zur Definition des jeweiligen
Nodalstatus. An diesem orientiert sich dann die weitere Therapie.

Basierend auf den Ergebnissen eines neuen subserosalen Applikationsverfahrens wurde
die diagnostische Aussagekraft der Sentinellymphknotentechnik fiir das Korpuskarzinom
in Abhangigkeit von der histopathologischen Aufarbeitung Uberpraft. Hierfur wurden die
archivierten Hamatoxylin-Eosin-gefarbten Schnittstufen aller entnommenen Lymphknoten
und einen reprasentativen Schnitt des jeweiligen Primartumors reevaluiert. Zusatzlich
wurde an einem weiteren Gewebeschnitt der enthommenen Lymphknoten und des
Primartumors eine immunhistochemische Farbung zum Nachweis zytokeratinpositiver

Zellen durchgefihrt.




Im Bereich der Frauenheilkunde wurde die Wertigkeit des Sentinelverfahrens fir das
Mammakarzinom bestatigt und hat zur Einfihrung des Verfahrens in die Routinetherapie
gefuhrt. FUr das Korpuskarzinom liegen derzeit nur vorldufige Ergebnisse vor.

Das subserosale Applikationsverfahren, auf dessen Grundlage diese Arbeit entstand, kam
bei 25 Patientinnen zur Anwendung. Zur Uberpriifung der diagnostischen Aussagekraft
des Verfahrens standen die Daten von 21 Patientinnen zur Verfigung, da bei vier
Patientinnen keine kompletten Lymphknotensatze (SLN+Nicht-SLN) gewonnen werden
konnten.

Durch die immunhistochemische Farbemethode mit Panzytokeratinantikbrpern gelang der
Nachweis von Metastasen des Primartumors in den Sentinellymphknoten bei insgesamt
funf von 21 Patientinnen (23,8%). Zusatzlich konnten weitere Metastasen in Nicht-
Sentinellymphknoten nachgewiesen werden. Insgesamt stellten sich
Lymphknotenmetastasen in sechs von 21 Patientinnen dar. In einem Fall blieb der
Nachweis von Metastasen in Sentinellymphknoten auch unter Anwendung der
Immunhistochemie aus, obwohl in Nicht-Sentinel-Lymphknoten Metastasen gefunden
werden konnten. In diesem einzelnen Fall ist das untersuchte Verfahren, unabhangig von
der histopathologischen Aufarbeitung, als falsch-negativ zu werten.

Durch die immunhistochemische Farbung einer einzigen weiteren Schnittstufe wurden bei
Betrachtung aller Lymphknoten signifikant mehr Lymphknotenmetastasen nachgewiesen.
Die Sensitivitat des konventionellen Verfahrens (HE) fallt von 66,7% auf 33,3%, wenn alle
Lymphknoten immunhistochemisch aufgearbeitet werden (HE+IHC). Der negative
Vorhersagewert fallt von 94,7% auf 79,0%.

Werden auch die Sentinellymphknoten immunhistochemisch aufgearbeitet, steigt die
Sensitivitat auf 83,3% und der negative Vorhersagewert erreicht 93,8%.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Daten der konventionellen Untersuchungen glnstiger
erscheinen, als sie nach der immunhistochemischen Farbung tatsachlich sind. Durch die
immunhistochemische Farbung lassen sich die Sensitivitit und der negative
Vorhersagewert des Verfahrens erhdohen. Die geringe Gesamtzahl nodal positiver
Patientinnen mag der Grund dafiir sein, dass die Verbesserung der Sensitivitat und des
negativen Vorhersagewertes keine Signifikanz erreicht.

Die vorliegende Studie zeigt einen einfachen und Erfolg versprechenden Weg zur
Anwendung des Sentinelkonzeptes bei Patientinnen mit einem Korpuskarzinom auf.
Durch den Einsatz der immunhistochemischen Farbemethode werden die Sensitivitat und
der negative Vorhersagewert des Verfahrens ohne gro3en Mehraufwand erhdht.

Die Ergebnisse der Untersuchung weisen auf eine Uberlegenheit des vorgestellten
Verfahrens in der Diagnostik des Korpuskarzinoms hin. Um diesbezlglich eine sichere

Aussage treffen zu kdnnen, missen nun Studien mit héheren Fallzahlen folgen.




Einleitung

1.1. Das Sentinelkonzept

Die Hypothese des Sentinelkonzeptes besagt, dass es einen Lymphknoten gibt, der die
primare Drainagestation flr ein spezifisches Gebiet darstellt (a) und dass dort mit groRter
Wahrscheinlichkeit die erste Metastasierung stattfindet (b), wobei die Metastasierung von
Lymphknoten zu Lymphknoten fortschreitet und keine Lymphknoten Ubersprungen
werden (c). Dieser erste Lymphknoten im Lymphabfluss eines Karzinoms wird
Sentinellymphknoten oder Wachterlymphknoten genannt.

Mit dem Sentinelkonzept kdénnen grundsatzlich mehrere Ziele verfolgt werden: Die
Erfassung eines von der Norm abweichenden Lymphabflusses (i) und Reduktion der
Lymphadenektomie auf eine reine Sentinel-Node-Biopsie (ii), da der Sentinellymphknoten,
den Nodalstatus der Region korrekt widerspiegelt. Dieses Vorgehen fuhrt zu einer
Reduktion der operationsbedingten Morbiditat, da nicht mehr alle Lymphknoten einer
Region exstirpiert werden, sondern nur noch einige wenige Sentinellymphknoten (iii).
Letztlich kdnnen an weniger Lymphknoten arbeits- oder kostenintensivere
Zusatzuntersuchungen durchgeflihrt und somit die diagnostische und prognostische
Aussagekraft des Verfahrens (iv) gesteigert werden, ohne die onkologische Sicherheit zu
reduzieren.

Im Allgemeinen werden im Rahmen des Stagings Schnittstufen von den entnommenen
Sentinellymphknoten und Nicht-Sentinellymphknoten angefertigt und konventionell mit
Hamatoxylin-Eosin(HE) gefarbt. Durch die Verwendung immunhistochemischer
Farbemethoden kénnen Metastasen eines Karzinoms in Lymphknoten nachgewiesen
werden?’. Es lassen sich durch die immunhistochemischen Farbemethoden insgesamt
mehr Metastasen finden als bei alleiniger Anwendung der Hamatoxylin-Eosin-

17193335 Dieser Umstand fiihrt unseres Erachtens zu der zu beantwortenden

Farbung
Frage, inwieweit sich die verwendete Farbemethode auf die Wertigkeit des

Sentinelkonzeptes auswirkt.




1.2. Das Korpuskarzinom

Das Korpuskarzinom ftritt vorwiegend bei alteren Patientinnen auf.

Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 67 Jahren. Die alterspezifische Inzidenz des
Korpuskarzinoms nimmt ab dem 55. Lebensjahr deutlich zu. In Deutschland gibt es
jahrlich etwa 11300 Neuerkrankungen'. Das Korpuskarzinom stellt somit das
vierthaufigste Malignom der Frau und das haufigste Malignom des weiblichen Genitales
dar. Mit 2,7% aller krebsbedingten Todesfalle des weiblichen Geschlechts nimmt das
Endometriumkarzinom in Deutschland die neunte Stelle ein'. Die Inzidenz in West-Europa
betrug im Jahr 2002 22,5/100000%. In den Vereinigten Staaten von Amerika stellt das
Korpuskarzinom das am haufigsten vorkommende Genitalkarzinom der Frau dar’. Fiir das
Jahr 2004 wurden 40320 Neuerkrankungen und 7090 Todesfalle erwartet.

Das Korpuskarzinom wird grundsatzlich in einen Ostrogen-abhangiges (Typ 1) und ein
Ostrogen-unabhangiges Karzinom unterteilt (Typ 1l). Das endometroide Korpuskarzinom
stellt mit 80% den haufigsten histologischen Subtyp dar und hat mit einer 5-Jahres
Uberlebensrate von 92% eine gute Prognose. Fir dieses, als Typ | bezeichnete,
Karzinom kann prinzipiell festgehalten werden, dass ein reiner Ostrogenstimulus die
Entstehung eines Korpuskarzinoms fordert und dass Faktoren, die einen
Ostrogenstimulus reduzieren oder einen hdheren Progesteronspiegel zur Folge haben,
protektiv wirken.

Eine Hormonersatztherapie, Ubergewicht, anovulatorische Zyklen, Ostrogen
sezernierende Tumoren und das Alter gelten als klassische Risikofaktoren.

Als Leitsymptom gilt die postmenopausale Blutung. Andere Hinweiszeichen, wie z.B. die
sonographisch gemessenen Endometriumdicke flihren zu keiner effektiv verbesserten
Detektionsrate asymptomatischer Korpuskarzinome®. Tritt eine postmenopausale Blutung
auf, ist eine fraktionierte Abrasio indiziert. Diese muss mit einer Hysteroskopie kombiniert
werden, um gezielt Biopsien fiir die weitere histopathologische Diagnostik entnehmen zu
kdénnen.

Wird durch die histologische Untersuchung ein Karzinom oder eine
Endometriumhyperplasie mit Atypien bestatigt, ist Ublicherweise eine operative
Entfernung der Gebarmutter indiziert. Diese wird, in Abhangigkeit von der
histopathologischen Stadieneinteilung, gegebenenfalls um eine Entfernung der Adnexe
und eine pelvine sowie paraaortale Lymphadenektomie erweitert. Das so erfolgte
chirurgisch-pathologische Staging dient der Weichenstellung zur weiteren Therapie und
erlaubt eine Abschatzung der Prognose.

Etwa 42% der Patientinnen im klinischen Stadium | mussen infolge einer Staging-

Lymphadenektomie dem FIGO-Stadium I[ll zugerechnet werden®. Je nach
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Gesamtsituation kann die Operation dann auch ein invasives Staging vor einer weiteren

strahlentherapeutischen Behandlung darstellen.

Die Uberwiegende Anzahl der Patientinnen findet sich zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung im FIGO-Stadium | (= pTNM-Stadium 1a-c). In diesem Stadium sind die
myometrane Infiltrationstiefe und der Befall des lymphovaskularen Kapillarraumes die
wichtigsten unabhangigen Prognosefaktoren, die die Wahrscheinlichkeit eines
Lymphknotenbefalls und das rezidiv-freie Uberleben beeinflussen®®.

Bei G1-Karzinomen, die das auldere Drittel des Myometriums erreichen, muss in 11% mit
einem Befall pelviner Lymphknoten und in 6% mit einem Befall paraaortaler Lymphknoten
gerechnet werden®.

Bei G2-Karzinomen liegt das Risiko einer pelvinen Metastasierung bei einem Befall des
inneren Myometrium-Drittels bei 5% und das Risiko einer paraaortalen Metastasierung bei
4%. Das Risiko steigt auf 19%, bzw. 14% bei einem Befall des aufieren Drittels.

Bei myometran fortgeschrittenen G3-Karzinomen muss in 34% mit einer pelvinen und zu
23% mit einer paraaortalen Metastasierung gerechnet werden?®.

Durch die Anwendung des zuvor beschriebenen Sentinelkonzeptes konnte bei diesen
Patientinnen das Ausmall der Lymphadenektomie reduziert werden, ohne die
onkologische Sicherheit der operativen Therapie zu verringern. In jedem Fall ist die, durch
das minimierte Operationsausmaly erzielte Morbiditatsreduktion  winschenswert.
Bedeutsam kdnnte das Sentinelverfahren auch fur Patientinnen werden, bei denen mittels
fraktionierter Abrasio eine atypische Hyperplasie diagnostiziert wurde. Bislang wird in
diesen Fallen auf eine Lymphadenektomie verzichtet, da man nicht von einer
Metastasierung ausgeht. Es lassen sich jedoch, bei genauer histologischer Untersuchung
der Hysterektomiepraparate, in bis zu 42% invasive Karzinome nachweisen’.

Die Grundlage der chirurgischen Behandlung ist die Hysterektomie mit beidseitiger
Adnexektomie. Ob zu einem kompletten Staging die pelvine und paraaortale
Lymphadenektomie und die Omentektomie gehdren, wird kontrovers diskutiert®.
Adipositas und Begleiterkrankungen sind Argumente, die im klinischen Alltag dazu fiihren,
dass keine Lymphadenektomie durchgefiihrt wird, obwohl sich ein therapeutischer Effekt
nachweisen lieR3. So bleibt es u.E. im Unklaren, welche Faktoren im Einzelfall den
Ausschlag zu einem radikalen oder weniger radikalen Vorgehen geben. Bei Fruhstadien
invasiver Korpuskarzinome wird die Wahrscheinlichkeit eines Lymphknotenbefalls als
gering erachtet, obwohl bereits eine Mikrometastasierung vorliegen kann.In diesen Fallen
wir bislang auf eine Lymphadenektomie verzichtet. Die intraoperative-palpatorische
Bewertung des Lymphknotenstatus hat eine geringe Sensitivitdt und einen beschrankten

positiven Vorhersagewert’. Zudem gibt es Hinweise auf eine Unterart des
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Korpuskarzinoms, welches die Tendenz hat, hdmatogen zu metastasieren’®. In diesem
Fall ware kein therapeutischer Effekt durch eine Lymphadenektomie zu erwarten.

Ebenso kdnnen der Ausbildungsstand des Operateurs und die Infrastruktur der Abteilung,
bzw. der Klinik einen Einfluss auf das Ausmal} des operativen Vorgehens haben.

Alle diese genannten Faktoren fiihren interessanter Weise dazu, dass in der Literatur
keine eindeutige Evidenz fir die isolierte Bedeutung einer Lymphadenektomie zu finden
ist. Die zur Verfugung stehenden Studien, in denen diverse Behandlungsverfahren
miteinander vergleichen werden, greifen auf inhomogene Populationen, die in
unterschiedlichem Ausmalf} operiert wurden, zuriick.

Die madgliche prognostische und therapeutische Bedeutung der Lymphadenektomie,
sowie die Komorbiditat alterer Patientinnen rechtfertigen u.E. die wissenschaftliche
Uberpriifung des Sentinelkonzeptes bei Patientinnen mit einem Korpuskarzinom. So
konnte beispielsweise die alleinige Exstirpation von Sentinellymphknoten, bei gegebener
Wertigkeit, zu einer besseren Versorgung alterer, komorbider Patientinnen fuhren, die
sonst ohne jegliche diagnostische Lymphknotenexstirpation behandelt worden waren.
Patientinnen, die sich nach heutigem Stand der Diagnostik und Therapie des
Korpuskarzinoms einer umfassenden pelvinen und paraaortalen Lymphadenektomie
unterziehen muissten, kdnnte dieser belastende Teil der Operation erspart werden, wenn
die exstipierten Sentinellymphknoten sich als tumorzellfrei darstellen.

Die Evaluierung des Sentinelverfahrens befindet sich bei Patientinnen mit einem
Korpuskarzinom noch am Anfang. Zum Einen wurde noch keine Einigkeit Uber das
anzuwendende Markierungsverfahren erzielt und zum Anderen konnte noch kein
Nachweis einer verbesserten Diagnostik durch die Anwendung des Sentinelverfahrens bei
Patientinnen mit einem Korpuskarzinom erbracht werden. Der Sinn einer Markierung kann
nur dann gegeben sein, wenn sich fiir die Patientin wenigstens einer der oben genannten
Vorteile erzielen und nachweisen lasst. Die folgende Untersuchung widmet sich der
Frage, ob sich die diagnostische Aussagekraft der histopathologischen
Lymphknotenbegutachtung im Rahmen des Sentinelkonzeptes durch ein geringfligig
modifiziertes Untersuchungsschema deutlich steigern lasst, ohne die onkologische

Sicherheit zu reduzieren.
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2. Fragestellung

Die vorliegende Studie soll beantworten, ob durch eine erneute Musterung und
zusatzliche immunhistochemische Farbung von Sentinel- und Nicht-
Sentinellymphknotenpraparaten zusatzliche Metastasen eines Korpuskarzinoms entdeckt
werden kénnen und so die Wertigkeit des Sentinelkonzeptes belegt oder gesteigert

werden kann.

Primare Studienfrage:

e Lassen sich mittels immunhistologischer Farbung von Sentinel- und Nicht-
Sentinellymphknoten weitere Metastasen in Lymphknoten bei Patientinnen mit
einem  Korpuskarzinom nachweisen, die in der konventionellen
histopathologischen Erstuntersuchung als nicht metastasiert beschrieben
worden waren und kann somit die Wertigkeit des Sentinelkonzeptes belegt oder

gesteigert werden?

Sekundare Studienfragen:
e Andert sich das Tumorstadium der Patientinnen durch eine zusatzliche

immunhistochemische Farbung der exstirpierten Lymphknoten?

e Verbessern sich die Sensitivitdt und der negative Vorhersagewert des
Verfahrens durch die zusatzliche Anwendung einer immunhistochemischen

Farbung?

-12 -



3. Patienten, Material und Methode

3.1. Studienpopulation und Markierung

Zur Untersuchung standen die Operationspraparate von 25 Patientinnen zur Verfligung,
die sich im Zeitraum von April 2004 bis Marz 2006 an der Universitatsfrauenklinik
Schleswig-Holstein, Campus Libeck, einer Operation der Gebarmutter in kurativer

Absicht unterzogen und in die Teilnahme an der Studie schriftlich eingewilligt hatten".

Die Untersuchung wurde von der zustandigen Ethikkommission bewilligt (AZ 04/077).

Die Patientinnen willigten in die Teilnahme an der Studie am Vortag der geplanten
Operation ein. Von Bedeutung war dabei, dass die Teilnahme freiwillig erfolgte und keine
Allergie gegen den verwendeten Farbstoff oder eine Lebensmittelallergie bekannt war.
Alle Patientinnen wurden ausdricklich darauf hingewiesen, dass eine mdgliche
Ablehnung der Teilnahme keinen negativen Einfluss auf ihre bevorstehende Behandlung

haben wirde.

Nach Narkoseeinleitung, Eréffnung des Abdomens zur Darstellung des inneren Genitale
wurden an acht Stellen 4ml Patentblau® subserds injiziert'" (Abb. 1). Nach 10 Minuten
erfolgte das Abklemmen des Uterus und die Eréffnung des Retroperitoneums zur
Identifikation mdoglicher, pelvin gelegener Sentinellymphknoten. Diese wurden, falls
vorhanden, isoliert exstirpiert. Es folgte die Hysterektomie mit beidseitiger Adnexektomie.
Abhangig vom praoperativen Grading, von der intraoperativen Schnellschnittdiagnose und
unter Berlcksichtigung des Allgemeinzustandes der Patientin wurde eine komplette
pelvine und paraaortale Lymphadenektomie mit infrakolischer Omentektomie
durchgefiihrt. Das enthommene Lymphknoten-Fettgewebe wurde zur histopathologischen

Untersuchung gegeben.
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Abb. 1: Darstellung der Injektionsstellen

Das mittlere Alter der Patientinnen betrug 65,0+/-8,1 Jahre (min.-max. 52-83), der
mediane Body-Mal3-Index betrug 27,5 kg/m? [min.-max. 19-42] (Tab.1). Bei 23
Patientinnen wurde ein endometroides Adenokarzinom, bei einer Patientin wurde ein
adenosquamoéses Karzinom und bei einer weiteren Patientin ein Karzinosarkom
diagnostiziert (Tab.2).

Bei der Operation der 25 Patientinnen wurden pelvin im Mittel 20 Lymphknoten (min.-max.
1-44) und paraaortal insgesamt im Mittel 10 Lymphknoten (min.-max. 3-26) entfernt.

Klinisch wurden im pelvinen Bassin im Mittel drei Sentinellymphknoten entfernt (min.-max.
(0)1-7). Histopathologisch wurden in diesen Praparaten im Mittel drei Lymphknoten (SLN)
beschrieben (min.-max. 1-13). Nur bei einer Patientin [#12] kam es intraoperativ zur

Detektion von drei paraaortal gelegenen Sentinellymphknoten (Tab.3+4).

3.2. Aufarbeitung und konventionelle Farbung der Operationspraparate
Zunachst erfolgte eine makroskopische Befundung, der zur Schnellschnittuntersuchung
eingesandten und der zum Teil formalinfixierten Operationspraperate von Uterus, Adnexe,
Sentinellymphknoten und Nicht-Sentinellymphknoten.

Es wurden Grofle und Gewicht des Uterus, Cavumsondenlange, Zervixlange,
Myometriumwandbreite, Endometriumbeschaffenheit und Endometriumdicke,
Tumorausbreitung (Lange x Breite) und das Ausmal’ der Myometriuminfiltration sowie der
Tumorwachstumstyp (polyp6s oder flachig- infiltrativ) beschrieben.

Anschlieend erfolgte die Dokumentation von Tubenlange und Ovargrosse.
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Die Beschaffenheit der Ovarien, der Parametrien und der Serosa wurden ebenfalls
beschrieben und eventuelle makroskopische Auffalligkeiten, wie z.B. das Vorhandensein
von Zysten, dokumentiert.

Die zur Untersuchung eingesandten Lymphknoten- und Sentinellymphknotenpraparate
wurden zunachst makroskopisch beurteilt, wobei das umgebende Weichgewebe und die
bereits makroskopisch nachweisbaren Lymphknoten in Form, Farbe und GroRRe
beschrieben wurden.

Schnellschnittuntersuchungen von Lymphknoten wurden nur vereinzelt durchgefihrt. Die
Aufarbeitung zur Schnellschnittuntersuchung unterschied sich nicht von der Aufarbeitung
zur  konventionellen, histopathologischen  Untersuchung. Hierzu wurden die
makroskopisch gemusterten, kleineren Lymphknoten (s1cm) zentral halbiert, sodass der
grofite Durchmesser im Anschnitt liegt. Bei groferen Lymphknoten (> 1cm) wurde zur
Schnellschnittuntersuchung eine Mittelscheibe entnommen. Die Paraffineinbettung der
groBeren Lymphknoten zur weiteren konventionellen Untersuchung erfolgte in etwa
0,4-0,5 cm breiten Scheiben.

Die Gewebebldcke aller Hysterektomiepraparate, Adnexextirpationspraparate, sowie der
entnommenen Omentumanteile, Appendices und alle durch pelvine oder paraaortale
Lymphadenektomie gewonnenen Lymphknoten wurden formalinfixiert, in einer
aufsteigenden Alkoholreihe entwadssert und paraffineingebettet. Von diesen
Paraffinblécken sowie von den Paraffinblocken der Schnellschnittuntersuchungen wurden
anschlielend 1um dinne Schnitte angefertigt. Zum Schneiden der Blécke diente ein
Rotationsmikrotom [Firma Leica].

Nach entsprechender Vorbereitung durch Trocknung, Entparaffinierung und Rehydrierung

wurden diese mit Hamatoxylin-Eosin(HE) gefarbt.

3.3. Begutachtungsschemata der Lymphknoten

Als Grundlage der Befundung des Lymphknotenstatus dienten die AJCC-Kriterien fir das
Lymphknotenstaging bei Brustkrebs'. Metastasen mit einer GréRe von mindestens 2,0
mm sind als Makrometastasen (pN1) zu benennen (Abb. 2.1). Von einer Mikrometastase
(pPNmi) muss gesprochen werden, wenn der Befund kleiner als 2,0 mm und grofder als 0,2
mm ist (Abb. 2.2). Pathologien, die nicht groRer als 0,2 mm sind, werden als isolierte
Tumorzellen bezeichnet (Abb. 2.3). Die isolierten Tumorzellen kdnnen durchaus als
Gruppe (engl. cluster) zusammenstehen, ohne jedoch die Kriterien flir die Bezeichnung
Mikrometastase zu erfillen (Abb. 2.4.). Im Falle des Nachweises von isolierten
Tumorzellen mittels immunhistochemischer Methoden, ist das pN-Stadium als pNO(i+) zu

dokumentieren.
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Abb. 2.1.Foto 9818/05 #7 LN pelvin , IHC, Makrometastase >2,0 mm
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Abb. 2.3. Foto 17246/05 SLN pelv., IHC, einzelne Tumorzellen

Abb. 2.4. Foto 9818/05 LN para., IHC, Cluster <0,2mm
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Aus dieser Beurteilung ergab sich die abschlieBende Einteilung in die postoperativen
FIGO-Stadien. Der endgiltige histopathologische Befund wurde im TNM-System

angegeben.

3.4. Reevaluierung der Lymphknoten in der Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die archivierten Schnittstufen von Haupttumor, Lymphknoten und Sentinellymphknoten
aller 25 Patientinnen wurden erneut mikroskopisch beurteilt. Zwei unabhangige
Untersucher waren mit der erneuten Musterung der Schnitte betraut.

Die Beurteilung der hamatoxylin-eosin gefarbten Gewebeschnitte erfolgte zunachst
lichtmikroskopisch in der Ubersicht in 25-facher und dann in 250-facher sowie 400-facher
Vergroflerung [Lichtmikroskop Leitz Dialux, Wetzlar, Deutschland]. Konnte der
Lymphknotenstatus durch dieses Vorgehen nicht eindeutig geklart werden, wurden die
entsprechenden Praparate zusatzlich einem dritten Kollegen zur Begutachtung vorgelegt.
Dieser traf dann letztendlich die Entscheidung, ob es sich bei dem fraglichen
Lymphknotenbefund um eine Tumorzellabsiedelung handelte oder nicht.

Zudem wurden in unklaren Fallen neue Schnittstufen vom archivierten Paraffinblock
angefertigt, mit HE gefarbt und in die zu beurteilenden Praparate eingeschlossen.

Den Untersuchern waren die urspriinglichen histopathologischen Befunde zu jeder Zeit
zuganglich und bekannt.

Das Lymphknotenstaging erfolgte nach den geltenden AJCC-Kriterien und die Angabe

des histopathologischen Tumorstadiums entsprechend der TNM-Klassifikation.

3.5. Prinzip der Inmunhistochemischen Farbung mittels LSAB-Methode

In der hier vorgestellten Studie wurde ein immunhistochemisches Farbesystem zur
Darstellung von Panzytokeratin verwendet [Firma Dako Denmark A/M, Danemark].

Da Zytokeratine von Zellen epithelialen Ursprungs exprimiert werden, lassen sich mit
dieser immunhistochemischen Methode Karzinommetastasen bis hin zu einzelnen
Tumorzellen nachweisen.

Vor der Farbung der in Ublicher Weise formalinfixierten und in Paraffin eingebetteten
Gewebeschnitte ist in den meisten Fallen eine Epitopdemaskierung notwendig.

Unter Epitopendemaskierung versteht man die Freilegung der Strukturen, die vom
verwendeten Antikdrper erkannt werden konnen. Mit dieser Demaskierung wird
gewahrleistet, dass der spater applizierte primare Antikdrper optimal an sein
entsprechendes Antigen binden kann. In der vorgestellten Arbeit wurde diese
Epitopdemaskierung mittels Hitzebehandlung unter Verwendung einer speziellen
Demaskierungslosung [Borg Decloaker, Biocare Medical (BD 1000G1), Concord, CA,
USA] durchgefihrt.
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Als primarer Antikdérper zur Detektion von Panzytokeratin wurde ein monoklonaler Anti-
Human-Zytokeratin-Antikérper aus der Maus verwendet [MNF 116, Dako Cytomation,
USA].

Zur Signalverstarkung wurden als Sekundar- und Tertidrreagenzien ein biotinylierter
polyklonaler Anti-Maus-Antikérper (aus der Ziege), sowie Meerrettich-Peroxidase (HRP)
gekoppeltes Streptavidin verwendet.

Jedes biotinylierte Antikdrpermolekil kann spezifisch mehrere peroxidasekonjugierte
Streptavidinmolekilen binden. Die Aktivitdt endogener Peroxidase wurde durch den
Einsatz von Peroxidase-Blocking-Solution (PBS, Dako REAL™, Danemark) vor der
Inkubation mit Streptavidin-HRP inhibiert.

Zur Visualisierung der Reaktionen diente 3,3’Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB+).
Dieses Chromogen wird am Ort des gebundenen Primarantikdrpers mit Hilfe der
Horseraddish-Peroxidase (HRP) in ein braunes Endprodukt umgewandelt.

Eine Gegenfarbung zur besseren Kontrastierung und Darstellung insbesondere der
Zellkerne erfolgte mit Hdmatoxylin, so dass die Nuklei blau zur Darstellung kommen.

Eine ausflhrliche Farbeanleitung sowie Beschreibung aller verwendeten Reagenzien
findet sich im Anhang (S. 71-74)

Chromogen DAB+
>
L AR~
HRP gekoppeltes

Sekundarantikorper

Abb. 3.1. Schema der Immunhistochemischen Farbemethode LSAB™
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3.6. Histologische Begutachtung und Auswertung der immunhistochemisch

gefarbten Praparate
Das gesamte Lymphknoten- und Sentinellymphknotenmaterial wurde in Scheiben
geschnitten und in Paraffin eingebettet (s.0.). Von diesen archivierten Paraffinblocken

wurden 1um dinne Schnitte flr die immunhistochemische Farbung angefertigt.

Paraffineinbettung von 0,4-0,5 cm Scheiben eines LN/SLN, falls >1,0cm

O O
C )

Anfertigung von 1um dinnen Schnitten des Blocks (3 LN-Ebenen) und initial HE-

U
U

Farbung

0

Tum

Anfertigung eines weiteren Schnittes von der entstandenen Schnittflache,

immunhistochemische Farbung [MNF 116]

U
0

0

1um

Abb 3.2. Aufarbeitung Lymphknotenpraparate
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So wurde zu jedem HE-gefarbten Schnitt ein analoger Schnitt fur die
immunhistochemische Farbung von mindestens zwei Schnittebenen gewonnen.
Zusatzlich wurde von jedem paraffineingebetteten Haupttumorblock ein reprasentativer
Schnitt vom Ort der tiefsten Myometriuminfiltration als Positivkontrolle gewonnen.

Nach entsprechender Vorbereitung durch Entparaffinierung, Rehydrierung und
Epitopdemaskierung wurden die Farbung der einzelnen Schnitte mit Hilfe eines
Farbeautomaten [Dako Techmate®, USA] durchgefiihrt.

Die Begutachtung der Schnittstufen erfolgte durch zwei Untersucher in der Ubersicht und
unter dem Lichtmikroskop in 25-facher ,250-facher und 400-facher Vergréierung.

Hierbei wurden zusatzlich zu jedem Gewebeschnitt die entsprechenden Hamatoxylin-
Eosin-gefarbten Schnitte als Kontrolle mitgemustert.

In Fallen, in denen die Differenzierung zwischen unspezifischer Farbung, Artefakt und
Metastase durch dieses Vorgehen nicht eindeutig gelang, wurden die Gewebeschnitte
einem sehr erfahrenen Kollegen zur Beurteilung vorgelegt. Dieser traf dann die
Entscheidung zum abschlieBenden Lymphknotenstaging (s. Abb. 4.1.3.a).

Bei den drei Fallen ([#9, #18, #25]), die in der histopathologischen Untersuchung
basierend auf HE-gefarbten Schnitten nodal negativ waren und erst durch Anwendung der
Panzytokeratinmarkierung nodal positiv gewertet wurden, erfolgte eine weitere
Aufarbeitung der metastatischen Lymphknoten. Von den entsprechenden
Sentinellymphknoten und den Haupttumoren wurden zusatzliche Schnitte angefertigt und
einer immunhistochemischen p53-Markierung zur erganzenden Beurteilung der Dignitat
unterzogen. Diese zusatzliche immunhistochemische Farbung diente der Kontrolle der
Ergebnisse aus der Panzytokeratinmarkierung.

Dieses Vorgehen ermoglichte in jedem der 25 untersuchten Falle die eindeutige
Beschreibung des Nodalstatus.

Die Angabe des abschlieRenden Tumorstadiums erfolgte anhand der FIGO-
Stadieneinteilung und des pTNM-Systems. Das Nodalstadium wurde entsprechend der

geltenden AJCC-Kriterien dokumentiert'?,

3.7. Datenmanagement und Qualitatssicherung

Alle patientenbezogenen Daten wurden in pseudonymisierter Form erfasst. Jede Patientin
ist durch eine Identifikationshummer, die bei der Registrierung zugewiesen wurde,
unverwechselbar gekennzeichnet.

Im Rahmen der intraoperativ durchgefihrten Sentinellymphknotenmarkierung mussten
zwei unabhangige Mitarbeiter die Anfarbung der Sentinellymphknoten bestatigen. Nur

unter dieser Voraussetzung wurden die Lymphknoten als Sentinellymphknoten zur
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histopathologischen Begutachtung gegeben. Das exstirpierte Gewebe wurde im Rahmen
der konventionellen Untersuchung auf das Vorhandensein von lymphatischen Strukturen
untersucht.

Alle erhobenen Daten wurden durch den externen, unabhangigen Untersucher auf ihre
Vollstandigkeit und Plausibilitat Gberprift, bevor sie in die Datenbank eingelesen wurden.
Die Beurteilung samtlicher Praparate erfolgte durch zwei unabhangige Gutachter. In
Zweifelsfallen wurden die entsprechenden Praparate einem sehr erfahrenen Kollegen
vorgelegt, der die endgultige Diagnose stellte. Abweichungen wurden somit erfasst und im
Falle von Unstimmigkeit erneut eingelesen oder, falls keine Klarung herbeigeflihrt werden
konnte, komplett ausgeschlossen. Alle erhobenen Daten wurden nach Abschluss der
Befundung erneut einer Plausibilitatspriifung unterzogen, bevor sie in die Datenbank
eingelesen wurden. Die erhobenen Daten wurden in einer MS Access®-Datenbank
(Microsoft Office 2003, Richmond, Oregon, USA) erfasst und mit MS Excel® (Microsoft
Office 2003, Richmond, Oregon, USA) ausgewertet.

3.8. Statistische Betrachtung des diagnostischen Tests

Bei dem Sentinelkonzept geht es um die Evaluierung eines diagnostischen Tests. Er soll
beschreiben, ob der Nodalstatus der Sentinellymphknoten den Status der zugehorigen
Lymphknotenregion richtig widerspiegelt.

Hierbei gibt die Detektionsrate den Anteil an Patientinnen an, bei denen ein oder mehrere
Sentinellymphknoten gefunden wurden. Zur Auswertung zogen wir die Daten der
Patientinnen heran, bei denen die Markierung von Sentinellymphknoten durchgefiihrt und
ein kompletter Lymphknotensatz entfernt werden konnte.

Sind die Sentinellymphknoten und alle im Weiteren entfernten Lymphknoten in der
histopathologischen Untersuchung frei von einer Metastasierung, spiegelt der
Sentinellymphknotenstatus korrekt den regionalen Lymphknotenstatus wider. Es handelt
sich um ein richtig negatives Testergebnis (r.n.). Finden sich in der histopathologischen
Untersuchung Lymphknotenmetastasen, obwohl in den Sentinellymphknoten durch die
histopathologischen Untersuchung keine Metastasierung nachgewiesen werden konnte,
ist das Testergebnis falsch negativ (f.n.). Wird in einem oder werden in mehreren
Sentinellymphknoten histopathologisch Metastasen nachgewiesen, ist das Testergebnis
richtig positiv (r.p.). Dies ist unabhangig davon, ob in den brigen entfernten Lymphknoten
in der histopathologischen Untersuchung Metastasen nachgewiesen werden konnten oder
nicht, weil die Sentinellymphknoten selbst Bestandteil der gesamten Lymphknotenregion
sind. Somit ist der Begriff des falsch-positiven (f.p.) Befundes flir das Sentinelkonzept

nicht sinnvoll anwendbar.
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3.9. Statistische Auswertung

Als klinische Patientenparameter wurden das Geburtsdatum, das Operationsdatum, die
Koérpermasse und die KorpergroRe dokumentiert. Das, aus den Ergebnissen der
diagnostischen Ausschabung, Hysteroskopie und Narkoseuntersuchung bekannte
praoperative Tumorstadium und die histopathologischen Spezifikation des Karzinoms
wurden in einer Datenbank erfasst. Operationsparameter, die das Ausmal der Operation
dokumentieren, wie Adnexektomie, pelvine und paraaortale Lymphadenektomie,
Appendektomie und Omentektomie, wurden ebenfalls in die Datenbank eingegeben.

Als Ergebnisparameter wurde die Anzahl entfernter Nicht-Sentinellymphknoten und
Sentinellymphknoten, deren Lage und deren histopathologische Untersuchungsbefunde
erfasst (Tab. 4).

Zusatzlich wurden die Befunde der konventionellen histopathologischen Aufarbeitung und
Farbung mit Hamatoxylin-Eosin, die Ergebnisse der Reevaluierung der HE-gefarbten
Praparate, sowie die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung fur jeden einzelnen
Non-Sentinellymphknoten und Sentinellymphknoten erhoben und in die Datenbank
eingegeben.

Alle Daten wurden deskriptiv dargestellt. Kategorielle Variablen wurden als absolute und
relative Haufigkeiten berichtet. Fur kontinuierliche Variablen wurden Mediane sowie
Spannweiten angegeben.

Zur Bewertung des diagnostischen Tests wurden die Daten von 21 Patientinnen
[exklusive #2, #3, #4, #21] analysiert. Einschlusskriterien zur Auswertung waren die
Therapie eines Korpuskarzinoms in kurativer Absicht in Form einer totalen abdominellen
Hysterektomie mit beidseitiger Adnexektomie, sowie eine pelvine und fakultativ
paraaortale Lymphadenektomie mit Sentinellymphknotenbiopsie.

Die Daten der vier Patientinnen ([#2, #3, #4, #21]), bei denen eine Lymphadenektomie
ohne eine Sentinellymphknotendetektion oder eine isolierte
Sentinellymphknotenexstirpation ohne weitere Lymphadenektomie erfolgte, wurden nicht

in der Auswertung des diagnostischen Tests berlicksichtigt (Tab.4 ).

Um zu zeigen, dass mittels intensivierter Aufarbeitung der Lymphknotenpraparate mit
Immunhistologie im Vergleich zur herkdmmlichen Aufarbeitung mit der HE-Farbung, mehr
Metastasen gefunden werden kdnnen, wurden die Ergebnisse deskriptiv dargestellt sowie
statistische Tests mit einer einseitigen Fragestellung durchgefihrt.

Zunachst wurden die absoluten Anzahlen an Sentinellymphknoten (SLN) und Nicht-
Sentinellymphknoten (NSLN) sowie die Gesamtzahl an Lymphknoten (LNges) pro
Patientin angegeben (Tab.4+5).
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Zusatzlich wurde fur jede Patientin, basierend auf den Lymphknotenklassen (SLN u.
NSLN) und den Farbungen (HE u. IHC) der Metastasenstatus definiert. Eine Patientin gilt
hierbei als ,positiv‘, wenn mindestens ein Lymphknoten eine Metastase aufweist. Bei
dieser Darstellung wird jedoch nicht berlcksichtigt, wie grol®3 der Anteil an positiven
Lymphknoten und Sentinellymphknoten unter den extipierten Lymphknoten ist (Tab.6).

Bei der Betrachtung des Metastasenstatus der Sentinellymphknoten und Nicht-
Sentinellymphknoten wurde das Gesamtergebnis aus der durchgefihrten Hamatoxylin-
Eosin-Farbung und immunhistochemischer Farbung (HE+IHC) als ,wahrer

Lymphknotenbefund® definiert.

3.9.1. Vergleich des Metastasennachweises in Abhangigkeit der verwendeten Farbung

Zum Vergleich der beiden Farbemethoden wurde das Vorhandensein von Metastasen in
Sentinel- und Non-Sentinellymphknoten in Abhangigkeit von der durchgeflhrten Farbung
(HE vs. IHC) untersucht. Hierzu wurde zunachst fur alle Patientinnen, fur jede Farbung
und fur jede Lymphknotenart (SLN, LNpara, LNpelv) ein Summenscore berechnet, der
angibt, wie viele Lymphknoten positiv waren. AnschlieRend wurde fir jede
Lymphknotenart die Differenz der Scores (IHC-HE) bei jeder Patientin bestimmt. Unter
Verwendung dieser Differenzen wurde fur die Sentinellymphknoten sowie flur alle
Lymphknoten zusammen (LNges) ein exakter Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest
durchgefuhrt und der exakte p-Wert des Tests angegeben.

Dieser Test wurde verwendet, da es sich um zwei abhangige Stichproben handelt, weil
jeder Lymphknoten mit beiden Methoden untersucht wird. AuRerdem kann nicht davon
ausgegangen werden, dass die Daten einer Normalverteilung folgen. Dies liegt zum einen
daran, dass nur ganz zahlige Werte vorkommen kdénnen. Zum anderen ist die Verteilung
der Scores sehr unausgewogen, da bei einem Grofteil der Patientinnen keine
Lymphknotenmetastasen detektiert wurden und nur bei einigen wenigen positive

Ergebnisse auftraten.

3.9.2. Vergleich des Metastasenstatus

Zum Vergleich des Metastasenstatus in Abhangigkeit der Farbemethode wurden
zusatzlich Vierfeldertafeln aufgestellt, die die Grundlage zur Berechnung der Sensitivitat
und des negativen Vorhersagewertes sind. Die Ergebnisse wurden mittels eines exakten-

Binomial-Tests ausgewertet und miteinander verglichen (Tab. 9-13).
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3.9.3. Vergleich der positiven Lymphknoten unter Bertcksichtigung der absoluten Anzahl

an positiven Lymphknoten

In dieser Analyse wird die Anzahl der positiven Lymphknoten berlcksichtigt. Der
Vergleich der Gruppen erfolgt anhand des Anteils an Lymphknoten, in denen Metastasen
gefunden werden konnten. Der wahre Lymphknotenstatus ist wie 0.g. definiert (3.9).

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des exakten Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtests (Tab.14).
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4. Ergebnisse

Die Sentinellymphknotenmarkierung wurde bei insgesamt 25 Patientinnen, denen die
Diagnose eines Korpuskarzinoms gestellt worden war, durchgefiihrt (Tab. 4). In zwei
Fallen konnten keine Sentinellymphknoten detektiert werden. Die Detektionsrate betrug
somit 92,0%.

Bei zwei Patientinnen wurde auf eine weitere Lymphadenektomie verzichtet, da
intraoperativ kein invasives Wachstum des Karzinoms nachgewiesen werden konnte.

Die spezifischen Charakteristika der Tumoren sind in Tabelle 2 und 3 zusammengefasst.

Insgesamt wurden bei den verbleibenden 21 Patientinnen 673 Lymphknoten entfernt,
wobei im Mittel 26 Lymphknoten von jeder Patientin entnommen wurden (min. 17-max.
70).

100 dieser Lymphknoten stellten sich mittels intraoperativ appliziertem Patentblau® als
Sentinellymphknoten dar. Es konnten in der histopathologischen Aufarbeitung im Mittel
drei Sentinellymphknoten beschrieben werden (min.-max. 1-13). 97 (97%) der SLN
fanden sich im pelvinen Basin. Bei einer Patientin fanden sich drei (3%) SLN paraaortal.
Von den 100 SLN wiesen insgesamt vier SLN (4%) bei zwei Patientinnen (9,5%) [#8, #12]
in den HE-gefarbten Schnitten Tumorabsiedelungen auf. Mittels immunhistochemischer
Farbung wurden metastatische Absiedelungen in insgesamt sieben von 100 SLN(7%) bei
funf Patientinnen (23,8%) gefunden [#8, #9, #12, #18, #25].

Die ubrigen 573 Nicht-Sentinel-Lymphknoten verteilen sich auf 412 Lymphknoten (71,9%)
aus dem pelvinen und 161 (28,1%) Lymphknoten aus dem paraaortalen Kompartiment
(Tab.4+5).

In der histologischen Aufarbeitung der NSLN zeigten sich in den HE gefarbten Praparaten
von zwei Patientinnen [#7, #12] (9,5%), in insgesamt drei der entnommenen 573 NSLN
Metastasen des Endometriumkarzinoms. Einer der metastasierten Lymphknoten fand
sich paraaortal [#12], die beiden anderen pelvin [#7, #12].

Mit Hilfe der immunhistochemischen Farbung konnten bei insgesamt vier Patientinnen
(19%), in sechs von 573 NSLN Tumorzellen nachgewiesen werden. Davon fanden sich
vier in paraaortalen NSLN [#7, #8, #12, #18] und zwei in pelvinen NSLN [#7, #12].

Bei einer der 21 Patientinnen (4,8%) waren mit den verwendeten Methoden keine

Tumorzellabsiedelungen im SLN nachweisbar. Dennoch fanden wir bei dieser speziellen
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Patientin Metastasen in den Nicht-Sentinellymphknoten. Das Verfahren ist somit in

diesem einzelnen Fall als ,falsch negativ‘ zu bewerten [#7] (Tab.8).

Durch die Anwendung der immunhistochemischen Farbung konnten insgesamt zu den
sieben konventionell entdeckten Metastasen (HE) sechs weitere Metastasen beschrieben
werden (Tab. 7).

Nach erfolgter immunhistochemischer Farbung sind somit bei sechs [#7, #8, #9, #12, #18,
#25] von 21 Patientinnen Lymphknotenmetastasen nachgewiesen worden. Bei flnf
Patientinnen [#8, #9, #12, #18, #25] gelang der Nachweis von Metastasen in den

Sentinellymphknoten.

Der durchgefiihrte Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest ergibt bei Betrachtung aller
Lymphknoten eine Uberlegenheit des Metastasennachweises mittels
immunhistochemischer Farbung (p=0,031).

Der alleinige Vergleich des Metastasennachweises innerhalb der Sentinellymphknoten in
Abhangigkeit der Farbemethode ergab keine Uberlegenheit der immunhistochemischen
Farbung (p=0,125), obwohl mittels immunhistochemischer Farbung bei finf von 21
Patientinnen in den Sentinellymphknoten Metastasen nachgewiesen wurden (23,8%).
Mittels alleiniger HE-Farbung gelang der Metastasennachweis in Sentinellymphknoten nur
bei zwei von 21 Patientinnen (9,5%).

Der Vergleich des Metastasennachweises innerhalb der Gruppe der Nicht-
Sentinellymphknoten in Abhangigkeit der Farbemethode ergab ebenfalls keine
signifikante Uberlegenheit der immunhistochemischen Farbung (p=0,125). So konnten
mittels immunhistochemischer Farbung bei vier von 21 Patientinnen Metastasen in den
Nicht-Sentinellymphknoten nachgewiesen werden (19,1%). Mittels alleiniger HE-Farbung
gelang der Metastasennachweis in Nicht-Sentinellymphknoten nur bei zwei von 21
Patientinnen (9,5%).

4.1. Spezielle Patientinnen

Durch die Anwendung der Immunhistochemie wurden bei sechs Patientinnen weitere
Lymphknotenmetastasen entdeckt. Bei diesen sechs Patientinnen wurde mindestens
jeweils ein Sentinellymphknoten detektiert. Eine Metastasierung war bei drei dieser
insgesamt sechs Patientinnen bereits durch die konventionelle histopathologische

Aufarbeitung bekannt.
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4.1.1. Patientinnen mit bereits diagnostizierter nodaler Metastasierung

Durch die angewandte neue Untersuchungsmethode konnten bei drei Patientinnen
zusatzlich Mikrometastasen nachgewiesen werden. Der postoperativen Gesamtstatus
anderte sich in diesen Fallen nicht:

Patientin #7 war zum Zeitpunkt der Operation 55 Jahre alt. Sie wurde durch eine
Postmenopausenblutung symptomatisch. Durch eine Narkoseuntersuchung, fraktionierte
Ausschabung mit Hysteroskopie und die histologische Aufarbeitung des Abradats wurde
die Diagnose eines endometroiden Adenokarzinoms im FIGO-Stadium | gestellt. Im
Rahmen der Operation wurde eine Hysterektomie mit bilateraler Adnexektomie und
pelviner- sowie paraaortaler Lymphadenektomie durchgefuhrt. Insgesamt wurden 29
pelvine und drei paraaortale Lymphknoten entfernt. Darunter befanden sich klinisch drei
Sentinellymphknoten, die identifiziert und gezielt exstirpiert wurden. In der
histopathologischen Untersuchung stellten sich diese drei Sentinellymphknoten als acht
einzelne Lymphknoten dar. Alle Sentinellymphknoten waren in der konventionellen
histopathologischen Untersuchung frei von einer Metastasierung.

Im Bereich der Aufgabelung der A.iliaca communis links befand sich ein klinisch suspekter

Non-Sentinellymphknoten, der aus zwei Lymphknoten bestand, von denen einer
makrometastasiert war (1/21) [Abb.4.1.1.a/b].
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Abb.4.1.1.a,LNpelv,9818/05,#7,Makrometastase,HE
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Abb.4.1.1.b LNpelv, 9818/05 , #7, Makrometastase, IHC

Hinsichtlich des diagnostischen Tests handelte es sich in diesem Fall um eine falsch-
negative Detektion, da die Sentinellymphknoten nicht den Status der pelvinen Region
widerspiegeln. Das abschlielende Tumorstadium lautete pT1c, pN1, G2, cMO bei einem
50mm durchmessenden endometrioidem Adenokarzinom  mit einer myometralen

Infiltrationstiefe von 10mm bei einer gesamten Myometriumwanddicke von 32mm.

In der Reevaluation aller Lymphknotenpraparate bestéatigte sich die in der HE-Farbung
durch die konventionelle Aufarbeitung bereits beschriebene Metastase. Unter
Verwendung der Panzytokeratinfarbung konnte zusatzlich in einem der drei paraaortalen
Lymphknoten ein Tumorzellcluster nachgewiesen werden (1/3) [Abb. 4.1.2.a].

Diese atypischen Zellen waren mit der konventionellen Aufarbeitung und HE-Farbung

nicht zu erkennen.
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Abb. 4.1.2.a Foto 9818/05 LN para., IHC, Cluster <0,2mm

In den klinisch als Sentinellymphknoten beschriebenen pelvinen Lymphknoten fand sich
weder in konventioneller histopathologischer Begutachtung, noch bei erneuter Durchsicht
der HE-Schnitte und zusatzlicher Panzytokeratinfarbung ein Anhalt fir Metastasierung.
Bei den in Abbildung 4.1.3.a,b zu erkennenden Braunfarbungen handelt es sich um
unspezifische Farbungen.
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Abb. 4.1.3.a SLNpelv, 9818/05,#7 unspezifische Farbung, IHC, 250-fach
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Abb. 4.1.3.b SLNpelv, 9818/05,#7, unspezifische Farbung,
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Das abschlieRende Tumorstadium der konventionellen histopathologischen Beurteilung
mittels HE-Farbung pT1c, pN1(1/32) andert sich in pT1c pN1(2/32).

Patientin #8 war zum Zeitpunkt der Operation 55 Jahre alt. Sie wurde durch eine
Postmenopausenblutung symptomatisch. Durch eine Narkoseuntersuchung, eine
fraktionierte Ausschabung mit Hysteroskopie und die histologische Aufarbeitung des
Abradats wurde die Diagnose eines endometroiden Adenokarzinoms im FIGO-Stadium IB
gestellt. In der Operation wurde eine Hysterektomie mit bilateraler Adnexektomie und
pelviner- sowie paraaortaler Lymphadenektomie durchgefiihrt. Insgesamt wurden 70
Lymphknoten entfernt, darunter 44 pelvine und 26 paraaortale Lymphknoten. Es konnten
klinisch zwei Sentinellymphknoten identifiziert und gezielt exstirpiert werden. Alle Non-
Sentinellymphknoten waren in der konventionellen histopathologischen Untersuchung frei
von einer Metastasierung. Einer der Sentinellymphknoten bestand in der
histopathologischen Untersuchung aus drei kleinen Lymphknoten, von denen zwei eine
Metastasierung aufwiesen, es handelte sich hierbei um Mikrometastasen des
beschriebenen Endometriumkarzinoms. Der andere Sentinellymphknoten bestand aus
sieben kleineren Lymphknoten, die frei von einer Metastasierung waren. In der
konventionellen  histopathologischen  Untersuchung  konnten  keine  weiteren
Lymphknotenmetastasen gesichert werden. Es handelt sich in diesem Fall um eine
richtig-positive Detektion. Das abschlielende Tumorstadium lautete pT1b, pN1(2/70),
G2, cMO bei einem 38mm durchmessendem, 7mm infiltrierendem Adenokarzinom mit
einer Gesamtwanddicke des Uterus von 15mm.

Die, durch die konventionellen Aufarbeitung bereits beschriebenen Mikrometastasen der
Sentinellymphknoten konnten in der Reevaluierung aller Lymphknotenpraparate bestatigt
werden. In den Ubrigen Lymphknoten fand sich nach erneuter Durchsicht der HE-Schnitte
kein Anhalt fiir eine weitere Metastasierung. In den Ubrigen Lymphknoten fand sich nach
erneuter Durchsicht der HE-Schnitte kein Anhalt fir eine weitere Metastasierung.

Unter den 44 pelvinen Lymphknoten fanden sich insgesamt zehn Sentinellymphknoten,
die sich histopathologisch aus zwei klinisch beschriebenen Sentinellymphknoten ergaben.
Von den zehn Sentinellymphknoten wiesen zwei eine Mikrometastasierung auf, die mit
konventioneller HE-Histologie entdeckt und durch erneute Durchsicht der Praparate sowie
Anwendung der immunhistochemischen Farbung bestatigt wurden (2/10 SLN)
[Abb.4.2.1.a/b].
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Abb. 4.2.1.a, SLNpelv, #8,10978/05, HE, Mikrometastase
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Abb. 4.2.1.b, SLNpelv, 10978/05, #8,CK, Mikrometastase
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Mit Hilfe der immunhistochemischen Farbung konnte zusatzlich in einem der paraaortalen
Lymphknoten eine Mikrometastase entdeckt werden (1/26) [Abb.4.2.2.].

Das abschlielende histopathologische Tumorstadium nach konventioneller HE-Farbung
lautete pT1b, pN1(2/70). Nach Anwendung der Immunhistochemie anderte sich das
Tumorstadium in pT1b, pN1(3/70).

Patientin #12 war zum Zeitpunkt der Operation 66 Jahre alt. Sie wurde durch Ausfluss
und eine Postmenopausenblutung symptomatisch. Durch eine Narkoseuntersuchung,
eine fraktionierte Ausschabung mit Hysteroskopie und die histologische Aufarbeitung des
Abradats wurde die Diagnose eines gering differenzierten, gro3zelligen Uteruskarzinoms
gestellt.

In der Operation wurde eine Hysterektomie mit bilateraler Adnexektomie und pelviner-
sowie paraaortaler Lymphadenektomie durchgefiihrt. Die histologische Begutachtung des
Operationspraparates von Haupttumor und Adnexe ergab die Diagnose eines gering
differenzierten Karzinosarkoms des Uterus im FIGO-Stadium IIB.

Insgesamt wurden 34 pelvine und 25 paraaortale Lymphknoten entfernt. Darunter konnten

klinisch drei Sentinellymphknoten identifiziert und gezielt exstirpiert werden. Ein klinisch
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detektierter Sentinellymphknoten lag pelvin und verifizierte sich in der konventionellen
histopathologischen Begutachtung nicht als Lymphknoten. Es wurde hier tumorfreies
Weichgewebe beschrieben. Ein weiterer Sentinellymphknoten lag paraaortal oberhalb des
Abgangs der A. mesenterica inferior, etwas unterhalb der V. renalis dexter und stellte sich
in der konventionellen histopathologischen Untersuchung ebenfalls nicht als Lymphknoten
dar. Der dritte klinische Sentinellymphknoten lag oberhalb des Abgangs der A.
mesenterica inferior und unterhalb der V. renalis dexter. Er bestand histopathologisch aus
drei kleinen Lymphknoten, von denen zwei in der konventionellen histopathologischen
Aufarbeitung eine Metastasierung aufwiesen. Es konnten jeweils Mikrometastasen des
Primartumors beschrieben werden [Abb.4.3.1.a-].

In der konventionellen histopathologischen Untersuchung wurden eine weitere pelvine
und eine weitere paraaortale Lymphknotenmetastase gesichert. In beiden Fallen handelt
es sich um Mikrometastasen des beschriebenen Tumors.

Betrachtet man die paraaortale Region isoliert, handelte es sich um eine richtig-positive
Detektion. Bezieht man nur das pelvine Bassin in die Beurteilung ein, kann das
Testverfahren nicht angewandt werden, da kein pelviner Sentinellymphknoten
histopathologisch verifiziert werden konnte. Das abschlielende Tumorstadium lautete
pT2b, pN1(4/59), G3, cMO bei einem 55mm durchmessenden, 9mm infiltrierenden
Karzinosarkoms bei einer Uteruswanddicke von 16mm. Das Tumorgewebe erstreckte sich
bis in den Zervikalkanal.

Durch die erneute Durchsicht aller Lymphknotenpraparate in der HE-Farbung und
zusatzlicher Immunhistologie wurden die zuvor beschriebenen Mikrometastasen bestatigt.
Es fanden sich keine weiteren Tumorzellabsiedelungen.

Durch die Anwendung der immunhistochemischen Farbung mit Antikérpern gegen
Panzytokeratin konnten in diesem Falle alle Mikrometastasen bestatigt, jedoch keine

weiteren gefunden werden.
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Abb. 4.3.1.a. SLNpara, 18514/0
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Abb. 4.3.1.b. SLNpara, 18514/05,#12, Mikrometastase, IHC
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4.1.2. Patientinnen mit neu diagnostizierter nodaler Metastasierung

Bei drei Patientinnen, die in der konventionellen histopathologischen Aufarbeitung frei von
jeglicher Metastasierung waren, kam es durch die angewandte Untersuchungsmethode

zum Nachweis von Mikrometastasen oder Tumorzellclustern.

Patientin #9 war zum Zeitpunkt der Operation 66 Jahre alt. Sie wurde durch eine, Uber
zwei Jahre rezidivierende, Postmenopausenblutungen symptomatisch. Durch eine
Narkoseuntersuchung, eine fraktionierte Ausschabung mit Hysteroskopie und die
histologische Aufarbeitung des Abradats wurde die Diagnose eines endometroiden
Adenokarzinoms im FIGO-Stadium IC gestellt. In der Operation wurde eine Hysterektomie
mit bilateraler Adnexektomie, sowie pelviner- und paraaortaler Lymphadenektomie
durchgefihrt. Insgesamt wurden 17 pelvine und zehn paraaortale Lymphknoten entfernt.
Darunter befanden sich klinisch zwei Sentinellymphknoten, die identifiziert und gezielt
exstirpiert wurden.

Alle Sentinellymphknoten waren in der konventionellen histopathologischen Untersuchung
frei von einer Metastasierung. Das Tumorstadium nach konventioneller Untersuchung

lautete pT1c, pNO (0/27), G2, cMO0 bei einem 40mm durchmessendem Adenokarzinom mit
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einer myometralen Infiltrationstiefe von 11mm bei einer gesamten Myometriumwanddicke
von 16mm.

Bei der Reevaluation aller HE-gefarbten Lymphknotenpraparate fanden sich keinerlei
Hinweise auf eine Metastasierung. Alle Lymphknoten waren frei von atypischen Zellen.
Durch Anwendung der immunhistochemischen Farbung gegen Panzytokeratin und
lichtmikroskopischer Begutachtung aller Schnittstufen der Lymphknotenpraparate konnte
in einem der pelvinen Sentinellymphknoten eine Tumorzellabsiedlung nachgewiesen

werden (1/2) [Abb.4.4.1] Dieser Befund stellte sich als isolierte Tumorzellen dar.

Abb.4.4.1 SLNpelv, 17246/05, #9, isolierte Tumorzellen, IHC

Alle pelvinen und paraaortalen Non-Sentinellymphknoten blieben auch unter Anwendung
der Immunhistochemie ohne Nachweis von Metastasen (0/25).

Das histopathologische Tumorstadium &anderte sich von pTic, pNO (0/27) in das
abschlieliende Stadium nach Immunhistochemie pT1c, pNO(i+) (1/27).

Das postoperative FIGO-Stadium andert sich von IC in llIC.
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Patientin #18 war zum Zeitpunkt der Operation 76 Jahre alt. Sie wurde durch eine
Dauerblutung symptomatisch. Durch eine Narkoseuntersuchung, eine fraktionierte
Ausschabung mit Hysteroskopie und die histologische Aufarbeitung des Abradats wurde
die Diagnose eines endometroiden Adenokarzinoms im FIGO-Stadium Il B gestellt. In der
Operation wurde eine Hysterektomie mit bilateraler Adnexektomie sowie pelviner- und
paraaortaler Lymphadenektomie durchgefiihrt. Insgesamt wurden 18 pelvine und drei
paraaortale Lymphknoten entfernt. Darunter befanden sich  klinisch  drei
Sentinellymphknoten, die identifiziert und gezielt exstirpiert wurden. Ein Klinischer
Sentinellymphknoten bestatigte sich in der histopathologischen Untersuchung nicht als
lymphatisches Gewebe. Die zwei weiteren Sentinellymphknoten und alle anderen
Lymphknoten waren in der konventionellen histopathologischen Untersuchung frei von
einer Metastasierung. Das abschlieBende Tumorstadium der konventionellen
histopathologischen Untersuchung lautete pT2b, pNO (0/21), G2, cMO. Die Infiltrationstiefe
betrug 16mm bei einer gesamten Wanddicke des Uterus von 18mm.

Durch die Reevaluation aller HE-gefarbten Lymphknotenschnitte fand sich in einem der
pelvinen SLN ein Hinweis auf eine Mikrometastasierung. Diese Mikrometastase war in der
urspriinglichen Durchsicht der Praparate dem Nachweis entgangen [Abb. 4.5.1.a].

In der Begutachtung der immunhistochemisch gefarbten Gewebsschnitte konnte diese

Mikrometastase im pelvinen Sentinellymphknoten bestatigt werden (1/2).
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Abb. 4.5.1.a SLNpelv, 27684/05, #18, Mikrometastase, HE
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Abb. 4.5.1.b SLNpelv, 27684/05, #18, Mikrometastase, IHC
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Abb. 4.5.1.c SLNpelv, 27684/05, #18, Mikrometastase, p-53

Zur Sicherung der Diagnose wurde zuséatzlich eine p-53-Farbung angeschlossen.

Zudem gelang mittels Immunhistologie der Nachweis eines Tumorzeliclusters in einem
paraaortal gelegenen Non-Sentinellymphknoten (1/3). Insgesamt ergibt sich daraus das
Nodalstadium N1 (2/21). Der urspringliche histopathologische Befund pT2b, pNO (0/21)
andert sich in pT2b, pN1(2/21).

Das postoperative FIGO-Stadium wurde von IIB in 1lIC geandert.

Patientin #25 war zum Zeitpunkt der Operation 57 Jahre alt. Sie wurde durch eine
Schmierblutung symptomatisch. Durch eine Hysteroskopie mit fraktionierte Ausschabung
und die histologische Aufarbeitung des Abradats wurde die Diagnose eines
endometroiden Adenokarzinoms im FIGO-Stadium IB gestellt. In der Operation wurde
eine Hysterektomie mit bilateraler Adnexektomie, sowie pelviner- und paraaortaler
Lymphadenektomie durchgefiihrt. Insgesamt wurden 32 pelvine und zehn paraaortale
Lymphknoten entfernt. Darunter befanden sich klinisch drei Sentinellymphknoten, die
nach Identifikation gezielt exstirpiert wurden. Alle Sentinellymphknoten waren in der
konventionellen histopathologischen Untersuchung frei von einer Metastasierung. Das

abschlieliende Tumorstadium der konventionellen histopathologischen Untersuchung
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lautete pT1b, pNO (0/42), G1, cMO bei einem 4mm durchmessenden, 2mm infiltrierenden
Adenokarzinom bei einer Uteruswanddicke von 12mm. Bei der Reevaluierung aller
Lymphknoten in HE-Farbung fanden sich keine Hinweise auf eine Metastasierung.

Bei Auswertung der immunhistochemische gefarbten Schnitte aller Lymphknoten konnte
eine Mikrometastase in einem der drei Sentinellymphknoten beschrieben werden. Die
Ubrigen Lymphknoten waren frei von Tumorzellen.

Das postoperative Nodalstadium anderte sich von N0O(0/42) auf N1(1/42).

Demnach ergibt sich fiir das histopathologische Stadium eine Anderung von pT1b,
pNO(0/42) zu pT1b pN1(1/42).

Das postoperative FIGO-Stadium andert sich von IB in llIC.

4.2. Spezielle statistische Betrachtungen

4.2.1. Spezielle statistische Betrachtungen im Sentinelverfahren

Durch die Anwendung des Sentinelverfahrens wurden mittels konventioneller
Aufarbeitung zwei Patientinnen als richtig positiv und eine als falsch negativ detektiert.
Durch die Anwendung immunhistochemischer Farbung (IHC) wurden drei weitere
Patientinnen als metastasiert beschrieben. Diese drei Patientinnen weisen Tumorzellen in
ihren Sentinellymphknoten auf. Bei einer Patientin fanden sich zusatzlich Metastasen des
Endometriumkarzinoms in nachgeschalteten Nicht-Sentinellymphknoten. Da wir die
Befundung nach HE und IHC als Gesamtbefund auffassen (s.0.), kam es bei insgesamt
sechs Patientinnen zum Nachweis eines tumordsen Lymphknotenbefalls. Somit wurden
durch die konventionelle Technik 50% der tatsachlich metastasierten Patientinnen
erkannt. Damit betrdgt die Sensitivitat der konventionellen histopathologischen
Aufarbeitung 50% (Clgs 11,8-88,2) und der negative Vorhersagewert ist 83,3% (Clgs 58,6-
96,4) [Tab.9].

4.2.1.1. SLN(HE) versus LNges(HE)

Bei der klassischen Anwendung der Sentinellymphknotentechnik und alleiniger HE-
Farbung aller Lymphknoten erhalt man eine Sensitivitdt von 66,7 % (Clgs 9,4-99,2) und
einen negativen Vorhersagewert von 94,7 % (Clgs 74,0-99,9) (Tab. 12). Bei dieser
konventionellen Betrachtung werden jedoch die, erst durch die IHC-Farbung detektierten

Lymphknotenmetastasen nicht erfasst [Tab.10].
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4.2.1.2. SLN(HE) versus LNges(IHC)

Bericksichtigt man nun die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung aller
exstirpierten Lymphknoten (HE/IHC) bei konventioneller Untersuchung (HE) der
Sentinellymphknoten errechnet sich eine Sensitivitat von 33,3% (Clgs 4,3-77,7) und ein
negativer Vorhersagewert 79,0% (Clgs 54,4-94,0), (Tab. 12). Diese Betrachtung spiegelt
die eigentliche Praxis wider, bei der weniger Informationen Uber den Nodalstatus
gewonnen werden, da die Begutachtung der Praparate auf die alleinige HE-Farbung
begrenzt ist [Tab.11].

4.2.1.3. SLN(IHC) versus LNges(IHC)

Durch die zusatzliche immunhistochemische Farbung der Sentinellymphknoten ergibt
sich eine Sensitivitat von 83,3% (Clgs 35,9-99,6) und ein negativer Vorhersagewert von
93,8% (Clgs 69,8-99,8), (Tab. 12). Bei dieser erweiterten Betrachtung wird nun die wahre
Wertigkeit des Sentinelverfahrens betrachtet, da alle Lymphknoten zusétzlich

immunhistochemisch evaluiert wurden [Tab.12].

4.2.2. Weitere statistische Betrachtungen

Sensitivitdt und negativer Vorhersagewert der konventionellen Untersuchung fallen
deutlich, wenn alle Lymphknoten zusatzlichen immunhistochemisch gefarbt und als
Bewertungshintergrund herangezogen werden. Zieht man die Sentinellymphknoten in die
immunhistochemische Betrachtung mit ein, steigen die Sensitivitdt und der negative
Vorhersagewert des diagnostischen Tests. Die Unterschiede erreichen jedoch keine
statistische Signifikanz [Tab.9-13].
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5. Diskussion

Die Sentinellymphknotenbiopsie ist in der Therapie des Mammakarzinoms als
Standardtherapie in Deutschland anerkannt. Die Morbiditat der operativen Behandlung
wird durch die Anwendung dieses Verfahrens deutlich gesenkt.

Im Gegensatz  zur  frlheren  Vorgehensweise  wird nur noch eine
Sentinellymphknotenbiopsie durchgefiihrt. Sind die exstirpierten Sentinellymphknoten in
der histopathologischen Begutachtung frei von einer Metastasierung, wird auf eine
komplette axillare Lymphadenektomie verzichtet. Eine geringere
Bewegungseinschrankung und eine raschere Konvaleszenz sind die Folge, da es seltener
zu Parasthesien und Lymphddembildungen kommt. Die Anwendung des
Sentinelverfahrens ist bei allen Malignomen, die vorwiegend lymphogen metastasieren
von grundsatzlichem Interesse. Ein wesentliches Ziel des Sentinelkonzeptes ist die
Steigerung der diagnostischen und prognostischen Aussagekraft, indem an den
ausgewahlten Lymphknoten, den Sentinellymphknoten, ressourcen-intensivierte
Untersuchungen durchgefihrt werden. Solche Untersuchungsmethoden stellen z.B.
immunhistochemische Farbungen und/oder die Anwendung von Stufenserienschnitten
dar. Zudem wird mit dem Sentinelkonzept das Ziel einer Reduktion der
operationsbedingten Morbiditat und Mortalitat verfolgt, ohne die onkologische Sicherheit
der Therapie zu gefahrden. Fur gynakologische Karzinome ist das Sentinelverfahren noch

im Stadium der Erprobung und Entwicklung.

Grundsatzlich konnte nachgewiesen werden, dass die Genauigkeit des Nachweises von
Metastasen einerseits vom Engagement des Untersuchers abhangt und andererseits von
der Intensitat der Aufarbeitung, worunter zunachst die Anzahl der angefertigten Schnitte

zu verstehen ist™

. Wird zum Beispiel nur eine Ebene eines Lymphknoten histologisch
erfasst, kann es dazu kommen, dass 26% der Metastasen nicht detektiert werden'®. Bei
Anfertigung von Stufenschnitten ist es moéglich bei 20-33% der Patientinnen weitere
Metastasen nachgewiesen werden. Die immunhistochemische Anfarbung kann bei der
Erkennung weiterer Metastasen von Hilfe sein. Daneben kann sie ein Korrektiv bedeuten,
welches hilft eine Metastasierung zu entdecken, die zwar in der konventionellen Farbung
hatte unter Umstanden erkannt werden kdénnen, dem Betrachter aber, wie in unserer
Studie (#18) beschrieben, entgangen ist'®. Ob Mikrometastasen eine Bedeutung fiir die
rezidivfreie Zeit und das Gesamtiberleben haben, wird fur jede einzelne Tumorentitat

kontrovers diskutiert.
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Bei Brustkrebspatientinnen konnte gezeigt werden, dass sich das Vorhandensein von
Mikro- und Nanometastasen, die durch Stufenschnitte und immunhistochemisch Farbung
detektiert wurden, signifikant negativ auf die rezidivfreie Zeit und das Gesamtiberleben
auswirken'. Jedoch bleibt es bei Mammakarzinompatientinnen unklar, ob auch isolierte
Tumorzellen in Sentinellymphknoten eine negative Auswirkung auf die rezidivfreie Zeit
und das Gesamtiiberleben haben™.

Auch fir das Vulvakarzinom konnte gezeigt werden, dass mittels Ultrastaging und
immunhistochemischer Farbung zusatzliche Mikrometastasen in Sentinellymphknoten
nachgewiesen werden kénnen'®. Sie kdnnen, wie ein Fallbericht zeigt, zu einem Rezidiv
fuhren?. In weiteren Studien zum Vulvakarzinom blieb jedoch der Nachweis aus, dal} mit
einem Ultrastaging der Sentinellymphknoten und durch die nachtragliche, zusatzliche
Anwendung von Panzytokeratinantikorpern (AE1/AE3) weitere Metastasen detektiert

werden koénnen?'?2,

Dies weist u.E. auf den Umstand hin, dass eine sorgfaltige
Aufarbeitung und Musterung der histologischen Praparate fur eine Kkorrekte
Diagnosestellung ausreichend sein kann. Es bleibt jedoch die Frage, was unter einer
ausreichenden Aufarbeitung und Durchsicht der Praparate zu verstehen ist.

Bei einer Untersuchung an 29 Patientinnen mit einem Zervixkarzinom erbrachte die
nachtragliche Aufarbeitung aller Lymphknoten (Sentinellymphknoten und Non-
Sentinellymphknoten) durch Serienschnitte und immunhistochemische Farbung eine
Mikrometastasierung in weiteren fiinf Patientinnen®. Hierbei fanden sich die
Mikrometastasen bei drei Patientinnen nur in Nicht-Sentinellymphknoten. Die Autoren

stellen die kritische Frage, ob die Sentineldiagnostik wirklich valide ist.

Welche Bedeutung das Sentinelkonzept im Rahmen der Therapie des Korpuskarzinoms
hat und inwiefern Mikrometastasen flr die Prognose der Patientinnen mit einem

Korpuskarzinom eine Rolle spielen, wird weiterhin diskutiert.

Zytokeratinmarkierungen kommen in Studien zur Invasions- und Ausbreitungsdiagnostik
von Korpuskarzinomen zur Anwendung. Gegenliber dem Nachweis mittels HE-Farbung
fihren immunhistochemische Untersuchungsverfahren zu einer gesteigerten Detektion
der Infiltration des lymphangischen Raumes bei den Primartumoren®. Der
immunhistochemische Nachweis einer Infiltration des lymphangischen Raumes beim
Primartumor konnte jedoch nicht signifikant mit der rezidivfreien Zeit und dem Uberleben
assoziiert werden?*, obwohl mit dem konventionellen Nachweis eine verkiirzte rezidivfreie
Zeit nachgewiesen wurde. Die Studien zum immunhistochemischen Nachweis bestatigen
damit friihere Untersuchungen?. Die Autoren erklarten diesen Umstand damit, dass in der

Kohorte keine verlassliche Information Uber eine Mikrometastasierung in den
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Lymphknoten vorgelegen hat. Diese Argumentation mag flr isolierte Tumorzellen, bzw.
Tumorzellareale kleiner als 0,2mm, zutreffen. In einer Studie, bei der pelvine und
paraaortale Lymphknoten begutachtet wurden, fanden sich bei 19,7% der untersuchten,
initial nodal negativen Patientinnen, bzw. 1,8% der untersuchten Lymphknoten, isolierte

1. Nach einer

Tumorzellen. Die Lymphknoten lagen zu 68% pelvin und zu 32% paraaorta
mittleren Nachbeobachtungszeit von 33 Monaten fand sich kein signifikanter Einfluss
durch den Nachweis von isolierten Tumorzellen auf die rezidivfreie Zeit. Die Autoren
schlussfolgern, dass der Nachweis von isolierten Tumorzellen aufgrund ihrer Ergebnisse
keinen Einfluss auf die Prognose der Patientinnen hat. Zu bedenken ist bei der
Interpretation dieser Ergebnisse, dass keine systematische Lymphadenektomie
durchgefiihrt wurde und die Patientinnen unterschiedliche adjuvante Behandlungen

erfuhren.

Zytokeratine sind grundsatzlich geeignet, um bei Patientinnen mit einem Korpuskarzinom
Lymphknotenmetastasen nachzuweisen®’. Mittels reverser-Polymerasen-Kettenreaktion
(RT-PCR) zum Nachweis von Zytokeratin-20 lassen sich bei bis zu 30% der nodal
negativen Patientinnen mit einem Korpuskarzinom Mikrometastasen nachweisen®. Dieser
hohe Prozentsatz ist jedoch bei Patientinnen mit einem Mammakarzinom mit einer hohen
falsch-positiv-Rate assoziiert", so dass sich die Frage stellt, ob dieser hohe
Mikrometastasennachweis mittels RT-PCR klinisch verwertbar ist?>. Deshalb wird der
Nachweis von Mikrometastasen weitgehend mit Zytokeratinantikdrpern gefuhrt.

So weist eine sorgfaltig durchgefiihrte Untersuchung nach, dass eine Expression von
Zytokeratin bei 16,4% der 225 Metastasen-negativen Lymphknoten eine okkulte
Metastasierung (Tumorzellfragmente) darstellt, die ihrerseits auf  eine
Mikrometastasierung hinweist. Die Expression von Zytokeratinen in Lymphknoten wurde
in dieser Untersuchung als unabhangiger Prognosefaktor flir das Auftreten eines Rezidivs
des Korpuskarzinoms gewertet™.

Bei Patientinnen mit einem high-risk Korpuskarzinom wurde gezeigt, dass durch eine
immunhistochemische Farbung (AE1/AE3) Mikrometastasen nachgewiesen werden
kénnen'®. Hierbei war der Nachweis mit einer erhdhten Rezidivneigung assoziiert. Unter
einem ,high-risk“ Korpuskarzinom versteht man Karzinome des FIGO-Stadiums Ill oder

solche mit einer myometranen Infiltrationstiefe grofder 50%.

Stufenschnitte, wie sie bei der Untersuchung von Sentinellymphknoten bei
Mammakarzinomen angewendet werden, setzt man nun auch in Untersuchungen zum

Sentinelkonzept beim Korpuskarzinom ein®'.
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Hierbei werden die Sentinellymphknoten und Nicht-Sentinellymphknoten unterschiedlich
aufgearbeitet. Wahrend bei Sentinellymphknoten Stufenschnitte angefertigt werden und
eventuell eine immunhistochemische Farbung durchgefuhrt wird, werden die Nicht-
Sentinellymphknoten weniger intensiv aufgearbeitet und immunhistochemisch gefarbt®'=3.
Ahnlich unserer Untersuchung filhrte die Anfertigung eines einzigen, weiteren Schnittes,
der in Folge mit Panzytokeratinantikbrpern (KL 1) gefarbt wurde, zum Nachweis einer
Mikrometastase bei einer initial nodal negativen Patientin. Zuvor wurden in Intervallen von
250um vier Schnitte mit Hamatoxylin-Eosin-Safran angefarbt. Die Stufenaufarbeitung und
Panzytokeratinfarbung wurde nur an Sentinellymphknoten durchgefiihrt®*®. Wie auch in
unserer Untersuchung gezeigt, lassen sich dadurch zusatzliche Mikrometastasen
nachweisen®.

Um die Frage nach einer sinnvollen Anwendung immunhistochemischer Farbungen in
Kombination mit dem Sentinelkonzept beantworten zu kénnen, ware zunachst eine
identische Aufarbeitung aller Lymphknoten sinnvoll. Diese Untersuchung wurde von
Niikura et al. durchgefiihrt?®. Ausgeschlossen wurden in dieser Untersuchung alle
Patientinnen, bei denen in der Routineuntersuchung an einer Schnittstufe mit der HE-
Farbung und Zytokeratinantikérpern (AE1/AE3) Metastasen nachgewiesen wurden. Die
Lymphknotenpraparate aller nodal negativen Patientinnen mit
Sentinellymphknotennachweis wurden erneut aufgearbeitet. Hierzu wurden Stufen-
Serienschnitte in 200-500um Intervallen aller entfernten Lymphknoten (SLN und NSLN)
angefertigt.

Bei funf Patientinnen (20%) konnten Mikrometastasen nachgewiesen werden.

Die Untersucher fanden in den Sentinellymphknoten von drei (15%) der 20, initial nodal
negativen Patientinnen, Mikrometastasen (0,2mm-2,0mm) und bei einer Patientin isolierte
Tumorzellen im Sentinellymphknoten. Bei einer weiteren Patientin fanden sich
Mikrometastasen in Nicht-Sentinellymphknoten, bei unauffalligen Sentinellymphknoten
(falsch negative Detektion).

Auf die Anzahl untersuchter Sentinellymphknoten gerechnet, lieRen sich in vier von 74
Sentinellymphknoten (5%) Mikrometastasen nachweisen. In den 1350 untersuchten Nicht-
Sentinellymphknoten fanden sich in vier Lymphknoten mit 0,3% signifikant weniger
Mikrometastasen  (P<0,01). Die vier Nicht-Sentinellymphknoten, in  denen
Tumorzellabsiedelungen nachgewiesen werden konnten, fanden sich bei einer Patientin,
in deren Sentinellymphknoten keine Mikrometastasen nachweisbar waren.

Vier Patientinnen erhielten aufgrund anderer Risikofaktoren eine adjuvante Therapie und
blieben rezidivfrei. Eine Patientin erhielt keine adjuvante Chemotherapie. Sie entwickelte

48 Monate nach ihrer initialen Behandlung ein Rezidiv. In einer kirzlich veroffentlichten
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Arbeit mit identischen Studiendesign fanden sich aufierhalb der Sentinellymphknoten

keine weiteren Mikrometastasen®*.

Ein Ziel des Sentinelkonzeptes ist es, die geschilderten ressourcenintensiven
Untersuchungen auf die Sentinellymphknoten zu beschranken. Die diagnostische
Aussagekraft dieser Vorgehensweise muss mit der vergleichbar sein, die die intensive

Aufarbeitung aller Lymphknoten bietet.

Wir konnten mit unserer Untersuchung zeigen, dass durch die Anfertigung von
immunhistochemisch gefarbten Einzelschnitten zusatzliche Mikrometastasen in beiden
Lymphknotengruppen (SLN + NSLN) entdeckt werden kdnnen.

Die Untersuchung einer japanischen Arbeitsgruppe zum Thema der Detektion von
Lymphknotenmetastasen bei Patientinnen mit einem Korpuskarzinom kommt zu dem
Ergebnis, dass sich nur durch die Kombination aus immunhistochemischer Farbung und
Stufenserienschnitten mehr Lymphknotenmetastasen finden lassen®.

In der zugrunde liegenden Untersuchung hatten Niikura et al. durch die alleinige
Anwendung der Immunhistochemie an Einzelschnitten keine  zusatzlichen
Tumorzellabsiedelungen in den untersuchten Lymphknoten finden kénnen®. Erst die
Reevaluierung der Praparate durch Anfertigung von Stufenserienschnitten und
zusatzlicher Farbung mit Antikdrpern gegen Panzytokeratin brachte den Nachweis
weiterer, zuvor unentdeckter Metastasen®.

Die Ergebnisse unserer Studie lassen sich mit der Arbeit von Lopes et al. vergleichen®’.

In der genannten Arbeit wurden ebenfalls Einzelschnitte von Lymphknoten untersucht.

Die Lymphknoten (n=543) von 25 nodal negativen Patientinnen wurden
immunhistochemisch unter Verwendung von AE1/AE3 Antikérpern erneut untersucht. Bei
einer Patientin konnte eine zusatzliche Metastase nachgewiesen werden.

In einer einer weiteren Studie wurden alle Sentinellymphknoten und Nicht-
Sentinellymphknoten von 14 initial nodal negativen Patientinnen mit einem frihen
Korpuskarzinom aufgearbeitet. Durch die Anfertigung von Stufenschnitten und
immunhistochemischer Farbung, lieRen sich in diesen Fallen keine zusatzlichen
Metastasen nachweisen®.

Auch andere Untersuchungen beschranken sich auf die Befundung weniger histologischer
Schnitte.

So wurden von den entfernten Lymphknoten von 16 nodal negativen Patientinnen jeweils
fﬂ

zwei Schnitte zur HE-Farbung angefertig nachdem zuvor zwei Schnitte in einer

Schnellschnittuntersuchung untersucht worden waren. Von den gewahlten Ebenen
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wurden jeweils ein weiterer Schnitt fir die immunhistochemischen Farbung (AE1/AE3)
angefertigt.

Bei zwei der 16 Patientinnen konnten mit dieser Methodik Mikrometastasen detektiert
werden (12,5%). Eine der Patientinnen verstarb nach 2,8 Jahren an einem Tumorrezidiv.
Aufgrund der niedrigen Fallzahl liel sich kein signifikanter Einfluss von zytokeratin-
positiven Lymphknoten auf das Gesamtiberleben der, in der HE-Farbung initial nodal-

negativen, Patientinnen nachweisen.

Aus diesen Arbeiten und aus unseren Ergebnissen lasst sich u. E. ableiten, dass eine
komplette Stufen-Serienschnittaufarbeitung der extipierten Lymphknoten nicht notwendig
ist, um eine verlassliche Aussage Uber den Nodalstatus treffen zu kénnen. Durch die
Anfertigung eines immunhistochemisch gefarbten Einzelschnittes lasst sich eine

vergleichbare Aussage erzielen.

Operativ entfernte Lymphknoten werden ublicherweise, der allgemein gangigen Routine
entsprechend, nach konventioneller histopathologischer Aufarbeitung und Farbung mit
Hematoxylin-Eosin unter dem Lichtmikroskop auf Metastasen des Primartumors hin
untersucht. Hierbei ist es durchaus mdglich, dass kleine wund kleinste
Tumorzellabsiedelungen schwierig zu identifizieren sind oder gar dem Nachweis
entgehen®. Durch die Anwendung immunhistochemischer Techniken zur Darstellung der
Zytokeratinexpression in paraffineingebetteten Lymphknotenpraparaten lassen sich diese

Mikrometastasen (>0.2mm-<2mm) und Tumorzellcluster (=ITC=<0.2mm) nachweisen'®?.

In der hier vorgestellten Studie wurden die konventionell HE-gefarbten Schnitte und
zusatzlich mit immunhistochemischer Farbemethode gefarbte Gewebeschnitte
begutachtet. Die Lymphknotenebene, aus der die Schnitte fir die Panzytokeratinfarbung
entnommen wurden, schloss sich der Schnittebene der HE-gefarbten Praparate direkt an.
Es konnte so ein, mit dem HE-gefarbten Praparat direkt vergleichbarer,
immunhistologischer Schnitt gewonnen werden.

Die so erhaltenen 1um diinnen Schnitte wurden nach Farbung mit Hematoxylin-Eosin und
nach Markierung mit dem Antikbérper MNF 116 auf das Vorhandensein von
Mikrometastasen untersucht.

Die in dieser Arbeit verwendete Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex-Methode zur
Markierung von Zytokeratinen mit Hilfe von, gegen Panzytokeratin gerichteten primaren
Antikérpern, wurde bereits in vorangehenden Studien erfolgreich zum Nachweis von

Lymphknotenmetastasen  bei  Patientinnen mit einem  Endometriumkarzinom
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angewandt'®?*%®_ Der Nachweis in Lymphknoten gelingt erst, falls diese pathologisch
verandert sind.

Eventuelle Schwierigkeiten bei der Interpretation der immunhistochemisch gefarbten
Schnitte ergeben sich durch die unerwlinschte Zytokeratin-Immunreaktivitat interstitieller
Retikulumzellen bei entziindlich oder neoplastisch veranderten Lymphknoten®. Die
mogliche Ahnlichkeit einiger Karzinommetastasen in Lymphknoten mit benignen
Histiozyten kann gleichermaRen diagnostische Schwierigkeiten bereiten*. Daher wurden
zytokeratin-exprimierende Einzelzellen und Zellcluster (<0,2mm) nur als neoplastische
Zellen anerkannt, wenn deren mikroskopisch genauestens betrachtete Morphologie mit
der von neoplastischen Zellen Ubereinstimmte.

In nicht eindeutigen Fallen wurden die jeweiligen Praparate einem sehr erfahrenen
Kollegen zur Befundung vorgelegt und eventuell zusatzliche Farbungen (z.B. p53) zur

Befundklarung eingesetzt.

Es konnte bestatigt werden, dass die Verwendung des monoklonalen Antihuman-
Zytokeratin-Antikorpers (MNF 116) die Detektionsrate von Tumorzellabsiedelungen < 2,0
mm in SLN und NSLN beim Endometriumkarzinom erhéht®.

Bei sechs (28,6%) der untersuchten Patientinnen wurden durch Anwendung der
Panzytokeratinfarbung zusatzliche Lymphknotenmetastasen nachgewiesen, die in der
konventionellen Farbung unentdeckt geblieben waren. In drei Fallen waren die
Metastasen in SLN und in ebenfalls drei Fallen in NSLN nachweisbar. Drei Patientinnen,
die mit der Ublichen histopathologischen Untersuchung als nodalnegativ befundet worden
waren, mussten nach immunhistochemischer Aufarbeitung aller Lymphknoten in NO (i+)
oder N1 eingruppiert werden. So anderte sich fur drei von 21 Patientinnen (14,3%) das
FIGO-Stadium in Stadium IlIC.

Von den 18 Fallen, in denen durch die Untersuchung der HE-gefarbten Gewebeschnitte
keine Lymphknotenmetastasen gefunden werden konnten, stellten sich unter Verwendung
der Immunbhistologie in drei Fallen (16,7%) zytokeratin-positive Lymphknoten dar.

Die Ergebnisse der vorgestellten Studie unterstiitzen somit die von Bosquet et al.
gemachte Aussage, dass die Zytokeratinfarbung entnommener Lymphknoten, die
Sensitivitdt des chirurgischen Stagings des Endometriumkarzinoms verbessern kann'®.
Den Ergebnissen der Untersuchungen von Niikura et al. sowie Horn et al. zufolge lasst
sich durch die Kombination von Stufen-Serienschnitten und Markierung mit monoklonalen
Antikorpern gegen Panzytokeratin die Detektionsrate fur Mikrometastasen und ITC in

Gewebeproben erhdhen®*'.
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Es konnte gezeigt werden, dass sich durch die immunhistochemische Farbung von 1um
didnnen Einzelschnitten die Detektionsrate von kleinen und kleinsten

Tumorzellabsiedelungen in vergleichbarem Male erhdhen lasst.

Von den Patientinnen, deren Sentinellymphknoten zytokeratin-negativ waren, konnten in
93,8% Fallen (15/16) auch in den Ubrigen Nicht-Sentinellymphknoten keine
Tumorzellabsiedelungen gefunden werden. In einem der Falle (6,2%) mit zytokeratin-
negativen Sentinellymphknoten fanden sich Metastasen in Nicht-Sentinellymphknoten.
Der Status der Sentinellymphknoten lasst sich demnach in mehr als 93% der
untersuchten Patientinnen auf die nachgeschalteten Nicht-Sentinellymphknoten
Ubertragen.

Diese Ergebnisse beziglich der Ubertragbarkeit des SLN-Status auf die brigen
Lymphknoten decken sich mit denen von Lopes et al.®’ und sprechen fir die

Durchfuhrbarkeit des Sentinelkonzeptes beim Korpuskarzinom.

Es ist jedoch bezlglich der Anwendbarkeit der Sentinelymphknotentechnik beim
Korpuskarzinom grundlegend kritisch zu hinterfragen, wie die Markierung der
Sentinellymphknoten  durchgefuhrt wurde. Die Frage der Applikation der
Markierungssubstanz ist fur das Korpuskarzinom noch nicht abschlieRend geklart, da fur
das Korpuskarzinom noch kein Konsens Uber ein adaquates Markierungsverfahren

t*2. Hierzu bedarf es weiterer Studien.

vorlieg
Die vorliegende Untersuchung basiert auf einem zuvor entwickelten und beschriebenen,
subserosalen Markierungsverfahren, durch das eine Detektionsrate von 92% erzielt
wurde'". Der Beweis einer korrekten Applikation kann u.E. nicht ausschlieRlich tber eine
hohe Detektionsrate gefiihrt werden. Wegweisend sollte der Umstand sein, dass sich bei
Patientinnen mit einer minimalen Metastasierung die detektierten Metastasen, seien es

Makro- oder Mikrometastasen, in den Sentinellymphknoten befinden.

5.1. Diskussion der klinischen Bedeutung

Bislang gibt es noch keine Einigung Uber das aussichtsreichste Markierungsverfahren bei
Patientinnen mit einem Korpuskarzinom zur Darstellung von Sentinellymphknoten.

Zur Diskussion stehen Verfahren, bei denen die Markierungssubstanz hysteroskopisch
um das Karzinom appliziert wird. Daneben wurden zervikale, subserosale und duale
Markierungsverfahren vorgeschlagen. Zur Anwendung kommt dabei offene Radioaktivitat
(**™Tc), Patentblau® oder die Kombination beider Substanzen. Die Fallzahl ist in allen
Studien gering, so dass die Wertigkeit des diagnostischen Tests anhand des

Markierungsverfahrens nicht verlasslich geschatzt werden kann. Die Sensitivitdt und der
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negative Vorhersagewert als Parameter zur Bewertung des diagnostischen Tests hangen
von der Pravalenz metastasierter Patientinnen ab.

Auch in der hier vorgestellten Studie war das Vorkommen nodal metastasierter
Patientinnen gering. Das ist u.E. auch der Grund daflr, dass bezlglich der Sensitivitat
kein signifikanter Unterschied bei der Betrachtung der unterschiedlichen Farbungen der
Sentinellymphknoten festgehalten werden konnte. Dennoch werfen die erzielten
Ergebnisse ein neues Licht auf die Validitdt des diagnostischen Tests, den das

Sentinelkonzept statistisch gesehen darstellt.

Die Sensitivitat des Sentinelverfahrens bei herkémmlicher Begutachtung betrug 66,7%.
Hierbei wurden alle Lymphknoten konventionell aufgearbeitet und mit Hamatoxylin-Eosin
gefarbt. Dieses Vorgehen basiert auf einer einheitlichen Betrachtung und Bewertung aller
Lymphknoten.

In der ersten Arbeit zur Sentinellymphknotendetektion beim Endometriumkarzinom an 15
Patientinnen wurden eine Sensitivitat von 22% und ein negativer Vorhersagewert von
88% erzielt*. Drei von zehn Patientinnen mit Sentinellymphknoten waren nodal
metastasiert. Alle Lymphknoten wurden hierzu konventionell aufgearbeitet.

Andere Studien zum Sentinelkonzept erzielen bei einer einheitlichen, konventionellen
Betrachtung eine Sensitivitit und einen negativen Vorhersagewert 100%**°. Hierbei
wurden zwischen 18 und 26 Patientinnen markiert, von denen bis zu vier Patientinnen

eine nodale Metastasierung aufwiesen.

Die meisten Studien zur Sentineldiagnostik bei Patientinnen mit einem Korpuskarzinom
arbeiten nur die Sentinellymphknoten intensiviert auf und farben diese
immunhistochemisch. Die Nicht-Sentinellymphknoten hingegen werden konventionell
aufgearbeitet und mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt. Dabei erzielen die Untersucher eine
Sensitivititen und negative Vorhersagewerte von 100%%%%*°. Die Anzahl untersuchter
Patientinnen lag zwischen 12 und 43 Patientinnen, von denen drei bis zehn eine nodale
Metastasierung aufwiesen.

Aus theoretischen Uberlegungen und statistischer Betrachtung kann man vermuten, dass
es hierbei zu einer Verzerrung der Ergebnisse kommt und daher die statistischen
Aussagen kritisch zu bewerten sind.

Die ungleich gewichtete Aufarbeitung der entnommenen Lymphknoten stellt in diesem
Zusammenhang einen wichtigen Punkt dar. Werden alle Lymphknoten intensiviert
aufgearbeitet, erhdlt man eine héhere Detektion von Metastasen, Mikrometastasen und
isolierten Tumorzellen insgesamt. Fir die Betrachtung und Bewertung der vorgestellten

Studienergebnisse wurden die Ergebnisse der intensivierten Aufarbeitung als
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Bewertungshintergrund herangezogen und als ,wahrer Lymphknotenstatus® angesehen.
Wenn nun die Befunde der konventionell bearbeiteten Sentinellymphknoten in Bezug zum
wahren Hintergrund gesetzt werden, sinken die Sensitivitat auf 33,3% und der negative

Vorhersagewert auf 79%.

Die Aufarbeitung aller Lymphknoten zur intensivierten Diagnostik in dieser Untersuchung
ist ebenso einheitlich wie der Bewertungshintergrund. Hierzu werden alle
Sentinellymphknoten und Nicht-Sentinellymphknoten identisch aufgearbeitet. Es resultiert
eine Sensitivitat der intensivierten Aufarbeitung mittels immunhistochemischer Farbung
von 83,3%. Diese ist somit hoher als bei der konventionellen HE-Farbung. In der Literatur
findet sich nur eine Arbeit zur Sentinellymphknotendetektion an 20 initial nodal negativen
Patientinnen mit einem Korpuskarzinom in der alle Lymphknoten , Sentinel- und Nicht-
Sentinellymphknoten, identisch in Stufenschnitten und immunhistochemischer Farbung

aufgearbeitet wurden®.

So berichten Niikura et al. Gber eine Serie an 28 Patientinnen, von denen 23 Patientinnen
Sentinellymphknoten aufwiesen®. Eine der Patientinnen zeigte Metastasen im
Sentinellymphknoten, so dass die Sensitivitdt und der negative Vorhersagewert 100%
betrugen. Nach eine konventionellen Untersuchung wurde bei allen negativen
Lymphknoten eine Farbung mit Zytokeratinantikbrpern durchgefihrt (MNF116, DAKO,
Japan). Die Anwendung dieses Antikdrpers fihrte zu keiner weiteren Detektion von
Mikrometastasen in anderen Lymphknoten (SLN und NSLN). Die Arbeitsgruppe fihrte
ihre Untersuchung an 20 initial nodal negativen Patientinnen mit einem Korpuskarzinom
fort. Hierzu wurden alle Lymphknoten, Sentinel- und Nicht-Sentinellymphknoten, identisch
in Stufenschnitten und immunhistochemischer Farbung (AE1/AE3) aufgearbeitet %°.

5% der Sentinellymphknoten enthielten Mikrometastasen oder isolierte Tumorzellen. Im
Vergleich hierzu waren in Nicht-Sentinellymphknoten mit 0,3% Mikrometastasen oder
isolierte Tumorzellen signifikant seltener nachzuweisen. Die vier Mikrometastasen in
NSLN fanden sich bei einer Patientin, deren Sentinellymphknoten ohne einen Nachweis
von Mikrometastasen oder isolierten Tumorzellen blieben. Bei dieser Patientin ist das
Sentinelverfahren somit als falsch-negativ zu bewerten. Alle anderen Patientinnen wiesen
Mikrometastasen und isolierte Tumorzellen in den Sentinellymphknoten auf.

Die Untersuchung zeigt, dass durch die verfeinerte Aufarbeitung in 25% (5/ 20) initial
nodal negativen Patientinnen Mikrometastasen oder isolierte Tumorzellen gefunden

werden konnten.
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Eine theoretische Betrachtung hilft, die Zahlen um die Arbeitsgruppe von Niikura et al. mit
den hier vorgestellten Ergebnissen vergleichen zu kénnen.

In der ersten Untersuchung betrug die Sensitivitdt und der negative Vorhersagewert 100
%°®. Eine einzige Patientin war nodal metastasiert (1/23). Die Metastasierung befand sich
im Sentinellymphknoten und wurde ohne Panzytokeratinfarbung entdeckt. Die
Lymphknoten aller anderen 22 Patientinnen waren mittels Panzytokeratinfarbung
(MNF116) negativ.

Bertiicksichtigen man nun die Detektion von Mikrometastasen und isolierten Tumorzellen
bei 20% der initial 22* nodal negativen Patientinnen, miissen die Sensitivitit und der
negative Vorhersagewert anders berechnet werden.

In unserer Betrachtungsweise wurde nur eine der insgesamt sechs metastasierten
Patientinnen mit der Sentineltechnik korrekt erkannt. Die Sensitivitat betragt somit 14%
und der negative Vorhersagewert betragt 70%.

Identisch verhalt es sich in einer weiteren Studie an 23 Patientinnen, bei denen alle initial
negativen Lymphknoten mittels immunhistochemischer Farbung (AE1/AE3) untersucht
wurden®. Bezieht man die Ergebnisse der konventionellen Bewertung auf die Ergebnisse
der immunhistochemischen Aufarbeitung sinkt die Sensitivitat auf 40% und der negative
Vorhersagewert auf 82%. In der Gesamtbetrachtung der immunhistochemischen
Aufarbeitung betrugen diese jeweils 100%.

Die vorgelegten Ergebnisse werden also durch die Neuberechnungen gestitzt und
beschreiben eine reduzierte Sensitivitdt und einen erniedrigten negativen Vorhersagewert,
wenn man die erweiterten Informationen berlcksichtigt, die durch die
immunhistochemische Lymphknotenaufarbeitung gewonnen werden kénnen.

Erst durch das Hinzuziehen der Informationen aus den ebenfalls intensiviert
aufgearbeiteten Sentinellymphknoten erhdht sich die Sensitivitat auf 86% und der
negative Vorhersagewert auf 93%.

Der entscheidende Unterschied besteht in der Gesamtanzahl an nodalpositiven
Patientinnen, die durch die Begutachtung der immunhistochemisch gefarbten
Lymphknoten ansteigt. In der vorgestellten Studie konnte bei drei Patientinnen durch die
Anwendung von Panzytokeratinantikérpern eine nodale Metastasierung beschrieben
werden, die in der Hamatoxylin-Eosin-Farbung dem Nachweis entgangen war. Niikura et
al. entdeckten fiinf weitere Patientinnen, die initial nodal negativ waren®. Delpech et al.
gelang der Nachweis von zusatzlichen Metastasen bei drei weiteren Patientinnen®.

Im Gegensatz zu den beiden genannten Untersuchungen®** konnte die Steigerung des
Nachweises nodal metastasierter Patientinnen,in der hier gezeigten Studie, durch die
Anfertigung eines einzigen weiteren Schnittes, der immunhistochemisch gefarbt wurde,

erzielt werden.
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Niikura et al. fertigten Serienschnitte an und verarbeiteten somit das gesamte
Lymphknotengewebe. Sie bieten daher die exakteste bisher veroffentlichte Aufarbeitung
an.

Bei einem reduzierten Arbeitsaufwand sind die von uns gemachten Ergebnisse absolut
vergleichbar.

Genau dieser reduzierte Arbeitsaufwand ist fir den klinischen Alltag bedeutsam. Je
einfacher, zeit- und kostenginstiger sich ein Verfahren zur Lymphknotendiagnostik beim
Korpuskarzinom darstellt, umso eher wird es in der klinischen Routine eingesetzt werden
kénnen.

Mit Hilfe des vorgestellten Konzeptes konnte es dann mdglich sein, bei den Patientinnen,
die in der bisherigen Routinediagnostik als nodal negativ beschrieben wurden,
Metastasen in Sentinellymphknoten zu finden. Dies wirde zu einer tatsachlich

stadiengerechten Therapie der Patientinnen flihren.

-55.-



6. Schlussfolgerungen

Die Feinheit der histopathologischen Aufarbeitung und Farbungen der Lymphknoten
spielen eine wesentliche Rolle bei der Detektion von Lymphknotenmetastasen. Den
Pathologen stehen hierzu die Lymphknoten zur Verfiigung, die der Operateur ausgewahlt
und exstirpiert hat. Optimal ware eine umfassende Aufarbeitung aller Lymphknoten. Dies
erscheint,da kosten- und zeitaufwendig, nicht praktikabel.

Mit dem Sentinelkonzept wird nun versucht, die Lymphknoten zu finden und zu
exstirpierten, anhand derer man unabhangig von der Markierungsmethodik am
verlasslichsten eine Metastasierung nachweisen kann. Diese Sentinellymphknoten
konnen dann intensiver aufgearbeitet werden, um die Wahrscheinlichkeit eines
Metastasennachweises zu erhdéhen. Damit ist die Hoffnung verbunden, verlasslich und
genau die Patientinnen mit einer nodalen Metastasierung zu identifizieren und
entsprechend adaquat therapieren zu kénnen.

Studienergebnisse beschreiben eine geringe Sensitivitdt des Testverfahrens, wenn die
konventionelle Aufarbeitung der Sentinellymphknoten in einen Bezugsrahmen gesetzt
wird, in dem alle Nicht-Sentinellymphknoten intensiviert aufgearbeitet werden. Erst wenn
die Sentinellymphknoten identisch aufgearbeitet werden, steigt die Sensitivitat wieder an.
Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass sich die Wertigkeit des diagnostischen Tests
nicht in Abhangigkeit von der Exaktheit der Lymphknotenaufarbeitung verandert, wenn
alle Lymphknoten gleich aufgearbeitet werden. Der wichtigste Unterschied besteht jedoch
darin, dass durch die immunhistochemische Farbemethode unter Verwendung von
Panzytokeratinantikérpern absolut gesehen mehr Patientinnen mit einer nodalen
Metastasierung entdeckt werden.

Das Sentinelverfahren kann somit einen Beitrag zur besseren  Diagnostik und

angemessenen Therapie bei Patientinnen mit einem Korpuskarzinom leisten.
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8. Tabellen

Tabelle 1 : Patientencharakteristika

Alter(Jahre) | BMI(kg/m?)
Mittelwert/Median| 65,0 + 8,1 27,5
Min-Max 52 - 83 19-42
Tabelle 2 : Karzinomarten
Adeno- |Adenosquamédses| Karzino-
Karzinom Karzinom Sarkom
n 23 1 1
(%) 92 4 4
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Tabelle 3 : Tumorcharakteristika der 25 Patientinnen und Gesamtanzahl der exstirpierten

Lymphknoten
patip | FIGO | FIGO | o | Kainom | T | WD tg?vﬁ Lyaﬂzs

praOP postOP (mm) (mm) (mm) (n) ")
9 | C e 2 40 11 16 17 10
18 1B C e 2 k.A. 16 18 18 3
25 | NC e 1 4 2 12 32 10
7 I NC e 2 50 10 32 29 3
8 I NC ne 2 38 7 15 44 26
12 1B NC we 3 55 9 16 34 25
1 ]3] IB 2 k.A. 1 9 31 -
2 I A 1 kl. Areale 0 30 2 -
3 I IC 1 25 8 15 1 -
4 I IB 2 12 K.A. 13 17 -
5 I IB 1 25 5 20 20 6
6 I IA a. Atypie n.a. 25 25 -
10 I A 3 60 15 29 25 -
11 I A 3 55 30 30 22 15
13 I IA 2 K.A. 0 k.A. 32 19
14 I =] 1 4 1 k.A. 22 -
15 I B 1 15 5 15 20 -
16 I IB 2 k.A. 3 17 18 8
17 I IB 1 30 2 12 17 -
19 IIb ]=] 2 20 7 10 33 10
20 I IB 1 25 2 12 12 8
21 I IB 1 2 2 11 3 -
22 I 1A 1 15 0 18 21 -
23 I IB 3 20 3 10 17 8
24 I IB 3 15 10 25 20 13

n.a.= nicht augewertet , da kein Karzinom sondern atypische Hyperplasie

HE= Farbung mit Hemtoxylin und Eosin;

IHC=Farbung mit Panzytokeratinantikrpern
k.A. = keine Angaben
MD = Myometriumdicke

IT = Invasionstiefe

LNges = Anzahl aller enthommenen Lymphknoten

para = paraaortal

pelv = pelvin
G = Grading
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Tabelle 4 : Lymphknotenstatus in HE und IHC-Farbung der 25 Patientinnen

LN , .|LNpara [ LNpara | LNpelv [ LNpelv | SLN | SLN
Pat ges LNk | SLNKi (HE) | (IHC) [ (HE) | (IHC) |(HE)|(IHC)
1 0/31 9 5 - - 0/22 | 0/22 | 0/9 | 0/9
2 0/2 - 2 - - - - 0/2 | 0/2
3 0/1 2 - - - 0/1 0/1 - -
4 017 4 - - - 017 | 017 - -
5 0/26 6 3 0/6 0/6 017 | 0/17 | 0/3 | 0/3
6 0/25 3 2 - - 0/23 | 0/23 | 0/2 | 0/2
7 (1/32;2/32 5 3 0/3 1/3 1/21 1/21 | 0/8 | 0/7
8 [2/70;3/70( 3 2 0/26 1/26 0/34 | 0/34 |2/10| 2/10
9 10/27;1/27| 12 2 0/10 0/10 0/15 | 0/15 | 0/2 | 0/2
10 0/25 5 2 - - 0/24 | 0/24 | 0/1 | 0/1
11 0/37 5 2 0/15 0/15 0/19 | 0/19 | 0/3 | 0/3
12 |4/59;4/59| 7 3 1/22 1/22 1/34 1/34 | 2/3 | 2/3
13 0/51 4 6 0/19 0/19 0/19 | 0/19 |0/13| 0/13
14 0/22 3 2 - - 0/17 | 0/17 | 0/5 | 0/5
15 0/20 2 3 - - 0/16 | 0/16 | 0/4 | 0/4
16 0/26 6 3 0/8 0/8 0/15 | 0/15 | 0/3 | 0/3
17 017 3 1 - - 0/16 | 0/16 | 0/1 | 0/1
18 |0/21;2/21| 3 3 0/3 1/3 0/16 | 0/16 | 0/2 | 1/2
19 0/43 4 2 0/10 0/10 0/27 | 0/27 | 0/6 | 0/6
20 0/20 4 2 0/8 0/8 0/9 09 | 0/3 | 0/3
21 0/3 - 3 - - - - 0/3 | 0/3
22 0/21 3 3 - - 0/13 | 0/13 | 0/8 | 0/8
23 0/25 4 4 0/8 0/8 0/14 | 0/14 | 0/3 | 0/3
24 0/33 7 7 0/13 0/13 0/12 | 0/12 | 0/8 | 0/8
25 (0/42;1/42| 6 3 0/10 0/10 0/29 | 0/29 | 0/3 | 1/3
kli = klinisch

ges = gesamt

para = paraaortal

pelv = pelvin
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Tabelle 5 : Anzahl der extipierten SLN, NSLN und LNgesamt der 21 Patientinnen

SLN NSLN LNges
Min. 1 13 17
1 Qu. 3 19 22
Median 3 23 26
Mittelwert 4,8 27,3 32,1
3 Qu. 8 34 37
Max. 13 60 70

Tabelle 6 : Metastasenstatus der 21 Patientinnen(SLN, NSLN und LNges in Abhangigkeit

von der Farbung)

SLN(HE) | SLN(IHC) LN(HE) LN(IHC) | Lnges(HE) | Lnges(IHC)
0 19 16 19 17 18 15
1 2 5 2 4 3 6
n=21

0= kein Nachweis von Metastasen
1= Nachweis von Metastasen (21)
bei einer Patientin war der SLN falsch negativ (f.n.)

Tabelle 7 : Anzahl der metastasierten und nicht metastasierten Lymphknoten (Vergleich

der konventionellen HE-Farbung mit der immunhistochemischen Farbung)

SLN - [ SLN+ [ NSLN - | NSLN + | LNges - | LNges +
HE 96 4 570 3 666 7
IHC 93 7 567 6 660 13

0= kein Nachweis von Metastasen
1= Nachweis von Metastasen (=1)
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Tabelle 8 : Histopathologische Ergebnisse nodal positiver Patientinnen

Plgt_ SLN- STNM| Histo SLN LN | LN | LN |LN
Lok. pelv/pa pelv(n) | pelv | pa(n) | pa

HE.

9 | pelv Ic HERr 15 10
IHC
HE

18 | pelv | lIb HEg m 16 3
IHC m c
HE - - 0

25 | pelv| 1Ib HER - - 29 10
IHC m -
HE. - - - - M

7 | pelv Ic HER - - - -] - 21 M 3
IHC - - - - M c
HE m 8-

- |pelv| Ib HER m 8- 34 26
IHC m 8- m
HE m 8- m m

12 | pa llb HER m 8- 34 m | 22 |m
IHC m 8- m m

M = Makrometastase > 0,2cm

m = Mikrometastasen < 0,2cm und > 0,2mm
| =isolierte Tumorzellen < 0,2mm
¢ = Cluster

HE= Befund der initialen HE-Farbung

HER = Befund nach Reevaluation der HE-Farbung
IHC = Befund der immunhistochemischen Farbung

SLN-Lok=Lage der Sentinellymphknoten

pTNM= Stadieneinteilung nach initialer Untersuchung
SLNpelv/pa = Untersuchungsergebnis fiir die SLN
LNpenpa = Anzahl pelviner/paraaortaler LNs , ohne SLN
LNpelv/pa= Untersuchungsergebnisse nach Reevaluation/IHC
Pat-ID= Identifikationsnummer er Patientin

Z67 -



Tabelle 9 :Ergebnisse der konventionellen Lymphknotenaufarbeitung (HE) vor dem

Hintergrund des

Patientinnen

tatsachlichen

Lymphknotenstatus (HE/IHC) der

LNges — | LNges + total
(HE/IHC) | (HE/IHC)
LNges - (HE) 15 3 18
LNges + (HE) 0 3 3
total 15 6 21

Sensitivitat (HE) = 50,0%
Negativ Pradiktiver Wert(HE) = 83,3%

“ o6

= nodalnegativ

“+”= nodalpositiv

21

Tabelle 10 :Ergebnisse der konventionellen Sentinellymphknotenaufarbeitung (HE) vor

dem Hintergrund des konventionellen Lymphknotenstatus (HE) der 21

Patientinnen

LNges - LN total
(HE) ges+(HE)
SLN -(HE) 18 1 19
SLN +(HE) 0 2 2
total 18 3 21

“-* = nodalnegativ
“+”= nodalpositiv

p-Wert = 1
npV =947 %
Sens =66,7%
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Tabelle 11: Ergebnisse der konventionellen Aufarbeitung der
Sentinellymphknotenaufarbeitung (HE) vor dem Hintergrund der zusatzlichen

Aufarbeitung aller Lymphknoten (HE und IHC)

LNges - LNges total
(HE/IHC) | +(HE/IHC)
SLN -(HE) 15 4 19
SLN +(HE) 0 2 2
total 15 6 21

“-* = nodalnegativ
“+”= nodalpositiv
p-Wert = 1
npV=79%
Sens= 33,3%

Tabelle 12: Ergebnisse der erweiterten Aufarbeitung (HE und IHC)der
Sentinellymphknoten und Non-Sentinellymphknoten

L?IISI%S) ';z‘l'gecsi total

SLN—(HC)| 15 1 16
SLN +(HC)[ 0 5 5
total 15 6 21

“-* = nodalnegativ
“+”= nodalpositiv
p-Wert = 1
npV=93,8%
Sens= 83,3%
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Tabelle 13 : Sensitivitdt und Negativer Vorhersagewert bei unterschiedlicher

Lymphknotenaufarbeitung

SLN(HE) — | SLN(HE) - | SLN(IHC) —
LNges(HE) | LNges(IHC) | LNges(IHC)
Sonait (%) 66.7 33.3 83.3
enstivita Cls | 94992 | 43777 | 359-996
negativer (%) 94,7 79 93.8
Vorhersagewert | Clos | 74.0-99.9 | 54,4-94.0 | 69,8-99.8

Tabelle 14 : exakter Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest zum Vergleich der Metastasen-

positiven Lymphknoten

SLN(HE) | LNges(HE) SLN(HE) | LNges(IHC) SLN(IHC) | LNges(IHC)
7 0 0.500 7 0 1.000 7 0 1.000
8 1 0.667 8 1 1.000 8 1 1.000
9 0 0.000 9 0 1.000 9 1 1.000
12 1 1.000 12 1 1.000 12 1 1.000
18 0 0.000 18 0 1.000 18 1 1.000
25 0 0.000 25 0 1.000 25 1 1.000
Zahlenwerte  entsprechen  den, durch  die jeweilige Methode  entdeckten,

Lymphknotenmetastasen, im Bezug auf den ,wahren Lymphknotenstatus*

n.s. = p-Werte = 1

-70 -



9. Anhang

9.1. Chemikalien und Reagenzien

Alle Standardreagenzien, wie z.B. Alkohol und Aqua dest., wurden von der

universitatseigenen Apotheke bezogen.

Als Grundlage fur die Immunhistochemische Farbung diente das Dako REAL™ Detection
System, Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse ( Code K5001) der Firma Dako Denmark A/M.

1.

10.
. Ethanol (100% , 99% , 96% , 70% )
12.
13.

11

BORG Decloaker (RTU) [Biocare Medical (BD 1000G1) ]

Demaskierungsldésung, pH 9,5 fir HIER-Verfahren

Dako REAL™ Peroxidase-Blocking Solution [Code-Nr. S2023]

Blockierung der endogenen Peroxidase

Dako REAL ™ Streptavidin Peroxidase (HRP) [Code K5001, Flaschen B]
Peroxidasekonjugiertes Streptavidin

isoliert aus Streptomyces avidinii, konjugiert mit HRP ( Dako REAL™, Code
K5001)

Dako REAL™ DAB+ Chromogen (X50) [Code K5001, Flaschen C]

50-fach konzentriertes 3,3 Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid

Substrat, erste Komponente des Substratsystems, ergibt ein braunes Endprodukt
am Ort des Zielantigens

Dako REAL™ HRP Substrat Buffer [Code K5001, Flaschen D]

Gepufferte Substratlésung mit Wasserstoffperoxid und Konservierungsmittel
zweite Komponente des Substratsystems

Dako REAL™ Hematoxylin [Code-Nr. S2020]

Gegenfarbung / Kernfarbung, ergibt eine nukleare Blaufarbung

Tris-Puffer

Dako REAL™ Antibody Diluent [Code-Nr. S2022]

Verdinnung des konzentrierten pimaren Mausantikdrpers

Aqua dest.

Xylol
Isopropanol (99%)
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9.2. Rezepturen

1.

Tris-Puffer

87,8 g NaCl

+ 9g Tris-Base

+ 10L Aqua dest.

+ 68,5g Tris-HCI

+ 3ml Tween (20%)

Substratarbeitslosung ( CHROM, Code-Nr. K5001)
20ul DAB+ Chromogen [Code K5001, Flaschen C]
+ 1ml HRP Substrate Buffer [Code 5001, Flaschen D]

9.3. Antikorper

Alle Antikérper wurden von der Firma Dako Denmark A/M bezogen.

1.

Monoclonal Mouse Anti-Human-Cytokeratin, Clone MNF 116 [Dako Cytomation,
Code-Nr. M 0821]

Primarer Antikorper, Isotyp 1gG1,Kappa; dient der Identifizierung neoplastischer
Zellen epithelialen Ursprungs, antikeratinische Breitspektrumreagenz, regiert mit
CK 5,6,8,17 und 19

Dako REAL® Biotinylated Secondary Antibodies(AB 2) [Code K5001, Flaschen A]
Biotinylierter Ziege-Anti-Maus-Immunglobuline, in gepufferter Losung mit

stabilisierendem Protein und Natriumazid

9.4. Gerate und Materialien

Gewebsschnitte ( etwa 1um, formalinfixierte paraffineingebettete Schnitte)
Kapillarobjekttrager [Dako Cytomation], Deckglaser und Eindeckmedium
Farbeautomat Dako Techmate mit Protokoll fir die Verwendung von Dako REAL™
Detection System, Peroxidase/DAB+,Rabbit/Mouse [Code-Nr. K5001]
Lichtmikroskop [Leitz Dialux]

Rotationsmikrotom [Leical]
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9.5. Prinzip der Inmunhistochemischen Farbung mittels LSAB-Methode
Vor der Farbung erfolgte eine Epitopdemaskierung mittels Hitzebehandlung unter

Verwendung einer Demaskierungslésung.

Als primarer Ak zur Detektion von Panzytokeratin wurde ein monoklonaler Anti-Human-

Zytokeratin- Mausantikérper verwendet.

Dieser wurde durch einen biotinylierten sekundaren polyklonalen Anti-Maus-Antikorper

(aus der Ziege)detektiert.

Als Tertidrreagenz diente HRP (= horseradish-peroxidase) gekoppeltes Streptavidin,

welches spezifisch an Biotin bindet.

Zur Visualisierung diente DAB+. Dieses Chromogen wird durch Peroxidase in ein braunes

Endprodukt umgewandelt.

9.6. Farbeablauf fur Inmunhistochemische Farbung mit LSAB-Methode

Schnitte fir 25 min. Xylol entparaffinieren

2. Durchlaufen der absteigenden Alkoholreihe, bei jedem Schritt Praparat gut spiilen
(2x 99% Alkohol, 1x 96% Alkohol, 1x 70% Alkohol)
Schnitte mit Tris-Puffer splilen
hitzeinduzierte Epitopdemaskierung mittels Dampfgarer bei pH 9,5 in
Demaskierungslosung (Biocare BD 1000G1) flir 45 min.
Spulung mit Tris-Puffer
Inkubation mit primdrem Antikérper (Code-Nr. M 0821) in einer Verdliinnung von
1:50 in Antibody Diluent ( Code-Nr. S2022) fur 25 min. bei Raumtemperatur
Spulung mit Tris-Puffer
Inkubation mit biotinyliertem sekundaren Antikdrper (K5001, AB2)flr 20 min. bei
Raumtemperatur

9. Spllung mit Tris-Puffer

10. Blocken der endogenen Peroxidase mit Peroxidase Blocking Solution (Code-
Nr.2023) fur 3x 5 min.

11. Spulung mit Tris-Puffer

12. Inkubation mit Tertidrreagenz (K5001,HRP-konjugiertes Streptavidin) fir 20 min
bei Raumtemperatur

13. Spulung mit Trispuffer
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14. Entwicklung mit Substratarbeitslésung CHROM ( K5001, 20uIDAB+ mit 1ml HRP
Substrate Buffer) fur 3 min. bei Raumtemperatur

15. Spulung mit Aqua dest.

16. Gegenfarbung mit Hematoxylin (Code-Nr. S2020) fur 5 min.

17. Blauen mit Leitungswasser fir 5 min.

18. Durchlaufen der aufsteigenden Alkoholreihe ( 1x 70% Alkohol, 1x 96% Alkohol, 2 x
100% Alkohol, 1x Isopropanol, 3x Xylol ) und Eindecken
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