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1 Einleitung

Schilddrisenkarzinome zeigen weltweit eine Inzidenz von etwa 2 bis 5 Fallen pro
100.000 Frauen und 1 bis 2 Fallen pro 100.000 Mannern (1) . In Deutschland liegt
die Inzidenz mit ca. 7,3 fur Frauen und 3,3 fur Manner pro 100.000 dariber und bil-
den hier somit einen Anteil von 1,7% bzw. 0,7% aller Krebsneuerkrankungen.
Gleichzeitig sind nur 0,45% bzw. 0,2% der Krebssterbefadlle auf diese Erkrankung
zuruckzufuhren (2). Dartber hinausgehende Schwankungen in Abhangigkeit der Zu-
gehorigkeit zu ethnischen Gruppen, geographische Abhangigkeiten und der auffal-
lend deutliche Einfluss ionisierender Strahlung sind bekannt (3). Unter den Schild-
drisenkarzinomen stellen die papillaren Karzinome mit 70-80% den weitaus gréften
Anteil, gefolgt von den follikularen Karzinomen, den medullaren Karzinomen der C-
Zellen und den Formen der anaplastischen Karzinome.

Zentrale Bedeutung bei der Diagnostik von Schilddrisenvergro3erungen haben der
Ultraschall zur morphologischen Darstellung und die Szintigraphie zur funktionellen
Darstellung von Veranderungen der Schilddruse. Es gelingt hiermit, Knoten zu identi-
fizieren und deren hormonelle Aktivitat zu bestimmen. In vielen Fallen bietet sich die
Punktionszytologie als wenig risikoreiche Methode an, um Zellen fur eine zytologi-
sche Beurteilung zu gewinnen. Auf diese Weise lassen sich viele Diagnosen, die
Gewinnung reprasentativen Materials vorausgesetzt, gut stellen, darunter die von
Entzindungen und papillarer Karzinome. Allerdings ist in vielen Fallen, bei denen
nach Ausschopfung der genannten MalRnahmen eine sichere Einordnung des Tu-
mors und seiner Dignitat nicht moglich ist, eine chirurgische Entfernung sinnvoll.

Bei der histopathologischen Begutachtung gehen verschiedene Kriterien in das Ge-
samturteil mit ein. Auch kdnnen makroskopische Aspekte beim Zuschnitt bereits ers-
te Hinweise geben. So kdnnen beispielsweise mit blolem Auge erkennbare Kapsel-
durchbriche oder die Infiltration von Lymphknoten vorliegen. Eine genaue Aufarbei-
tung des eingesandten Gewebes ist bei malignen Schilddrisentumoren insbesonde-
re notwendig, um eine exakte TNM-Klassifikation zu ermoglichen, aus der wiederum
Ruckschlusse auf die Prognose und auf die Planung adjuvanter, insbesondere nuk-
learmedizinischer Therapien gezogen werden konnen.

Erganzend kommt die Immunhistochemie zur Anwendung. Hierbei handelt es sich
um ein Verfahren, bei dem Immunreaktionen (Antigen-Antikdrper-Reaktionen) ge-

nutzt werden, um bestimmte Molekile von Zellen zu identifizieren. Sie werden mit
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einem sogenannten Primarantikorper markiert. Dieser wiederum wirkt als Antigen fur
weitere (Sekundar- oder Tertiar-) Antikorper. Letztere sind mit chemischen Gruppen
konjugiert, welche unter geeigneten Bedingungen Farbreaktionen hervorrufen. Auf
diese Weise kdonnen die entsprechenden Antigen-tragenden Strukturen im mikrosko-
pischen Schnittpraparat sichtbar gemacht werden. Werden in der Routinediagnostik
von Schilddrisentumoren abhangig vom konkreten Fall vor allem Marker zur Be-
stimmung der Tumorhistogenese eingesetzt, d.h. Untersuchungen zur Abgrenzung
von follikularen bzw. papillaren (jeweils Thyreoglobulin-positiv) gegenuber medulla-
ren (Calcitonin-positiv) oder parathyroidealen Karzinomen (Parathormon-positiv), so
kommen fur spezielle Fragestellungen auch sehr viele, teils experimentelle, teils
auch bereits in der Routine etablierte Marker in Betracht.

Neben der notwendigen Sicherheit bei der Diagnosestellung ergeben sich bei der
pathologischen Gewebsuntersuchung jedoch auch Fragen beziglich des potentiellen
zukinftigen Wachstumsverhaltens des jeweiligen Tumors und damit der Prognose
des individuellen Patienten. Auch wenn die papillaren Karzinome mit einer 10-
Jahres-Uberlebensrate von > 90% insgesamt eine sehr gute Prognose haben, kon-
nen im Einzelfall Rezidive bzw. Metastasen auftreten (4,5). Der Metastasierungsweg
ist beim papillaren Karzinom in der Regel primar lymphogen. Diese Tatsache wieder-
um begrindet die Notwendigkeit, zwischen papillaren und follikularen Karzinomen
uberhaupt zu unterscheiden, da letztere vorwiegend hamatogen, hingegen kaum
lymphogen metastasieren.

Winschenswert ware es daher, weitere diagnostische Kriterien zu gewinnen, mit de-
ren Hilfe das Risiko eines Fortschreitens der Erkrankung auch nach chirurgisch voll-
standiger Sanierung zu beziffern ware. Bei entsprechendem Risikoprofil kdnnte bei-
spielsweise durch entsprechend engmaschige Nachsorge zumindest das Ausmafl
mdglicher folgender Schaden limitiert werden. Neben den Ublichen Kriterien, die das
Maly der Ausbreitung histologisch beschreiben (Kapseldurchbruch, Lymph- oder
BlutgefalReinbruch, Organuberschreitung), waren weitere, quantifizierbare Eigen-
schaften der Tumoren bezuglich ihres Wachstumsverhaltens hierbei sinnvoll.

In der vorliegenden Arbeit wird untersucht inwieweit die Analyse des Proliferations-

verhaltens und der Apoptose im Tumorgewebe eben diese Frage klaren kann.



2 Literaturdiskussion

2.1 Proliferationsmarker

Zum Abschatzung des Anteiles von Zellen, die sich in der Proliferationsphase befin-
den, bieten sich mehrere Moglichkeiten. In der konventionellen Lichtmikroskopie be-
reits kdnnen beispielsweise Mitosefiguren dargestellt werden, deren Quantifizierung
sich bei diversen Fragestellungen auch in der Tumorprognostik als sinnvoll erwiesen
hat; ihr Vorkommen ist aber bei differenzierten Schilddrisenkarzinomen so selten,
dass dieses Verfahren hier kaum in Betracht kommt. Im Bereich der Immunhisto-
chemie wurden eine Vielzahl von Antikorpern zum Nachweis von Proliferationseigen-
schaften erprobt. Durchgesetzt hat sich inzwischen der Marker Ki-67/MIB-1, der auch

in dieser Studie angewandt wurde und im folgenden beschrieben werden soll.

211 Ki-67/MIB-1

Gerdes et al. beschrieben 1983 einen monoklonalen Antikdrper, der durch Immuni-
sierung von Mausen mit Zellen eines Hodgkin-Lymphoms entstand. Das eigentliche
Antigen wurde erst Jahre spater charakterisiert und entschlusselt. Das Ki-67-Antigen
ist ein Protein ohne Histone mit einem Molekulargewicht von 345 und 395 kD (6).
Das fur die Ki-67-Expression verantwortliche Gen ist auf dem langen Arm des Chro-
mosoms 10 lokalisiert (7). Die eigentliche Funktion des Ki-67-Proteins im Zellzyklus
ist noch nicht abschliel3end geklart (8-10). Jedoch konnte gezeigt werden, dass das
Antigen in ruhenden Zellen, also Zellen, die sich in der Go-Phase befinden, nicht ex-
primiert wird. Nachgewiesen wird das Ki-67-Protein nur in der G4-, der S- und der
G2/M-Phase. Damit hat es sich als ein nur in proliferierenden Zellen nachweisbares
Antigen gezeigt. Der Nachteil des ,originalen Ki-67-Antikorpers, dass er nur auf Ge-
frierschnitte angewendet werden kann, wurde Anfang der 90er Jahre mit der
Entwicklung eines (gleichartigen paraffingangigen Antikérpers, des MIB-1,
uberwunden, mit dessen Hilfe es mdglich ist, das Ki-67 Antigen auch in
formalinfixiertem Gewebe nachzuweisen (11). Hierzu ist nach dem Entparaffinieren
eine ,Demaskierung” des Antikorpers durch Mikrowellenbehandlung notwendig.

Mittlerweile ist der Antikorper von verschiedenen gewerblichen Anbietern erhaltlich.



2.1.2 Andere Proliferationsmarker

Andere Marker, wie z.B. das Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA), bcl2, wurden
in vielen Studien ebenso zum Nachweis flir Zellproliferation verwendet. Auch hierbei
werden monoklonale Antikorper genutzt, um bestimmte, nur bei sich teilenden Zellen
vorhandene Antigene nachzuweisen. Ein anderer Ansatz ist die DNA-Zytometrie, bei
der sich aus der Ermittlung des DNA-Profils ggf. Ruckschlisse Uber den Pool prolife-
rierenden Zellen ziehen lassen. Fir die Proliferationsanalyse ist hierbei bei einiger-
mafen einheitlichen Tumorzellpopulationen die DNA-Durchflullzytometrie in beson-
derem Malde geeignet und hier der DNA-Bildzytometrie in der Tumordiagnostik aus-

nahmsweise vorzuziehen.

2.2 Apoptose

Ebenso kann die Analyse von Apoptose-Eigenschaften von Tumorgeweben sinnvoll
sein, um Aufschluf Uber das zukinftige biologische Verhalten zu gewinnen. In ge-
wisser Weise ist Apoptose den Effekten der Proliferation entgegen gerichtet, so dass
man ggf. von Tumoren mit hoher Proliferation und geringer Apoptoseleistung am e-
hesten eine schnelle Progression erwarten durfte.

Die Basis des morphologisch visualisierbaren Nachweises des programmierten Zell-
todes ist die damit einhergehende Fragmentierung der DNA durch Endonukleasen.
Am Ende dieses vielfach durchlaufenen Spaltungsprozesses finden sich DNA-
Fragmente, die aus durchschnittlich 180 Basenpaaren bestehen. Damit entsteht eine
grole Anzahl von 3’-OH-Enden. Diese kdonnen durch die Farbung markiert werden,
indem dort enzymatisch (durch die ,terminal deoxynucleotidyl transferase®, TdT) spe-
zielle Nukleotide (Digoxigenin-11-dUTP und Digoxigenin-11-dATP) angebunden
werden.

In der Literatur wird dieses Vorgehen allgemein als TUNEL-Methode bezeichnet
(TdT-mediated dUTP-digoxeginin nick end labeling) bezeichnet; sie entspricht zwar
formal einer in situ-Hybridisierung, ihr Ergebnis ist aber vom morphologischen Bild
her dem einer kernbindenden immuhistochemischen Reaktion gleich. Die Auswanhl
des Digoxigenins als Ligand des Nukleotids beruht auf der Tatsache, dass eine
Kreuzreaktivitat des Digoxigenin-Antikorpers flr tierisches Gewebe praktisch nicht

besteht. Zudem werden vor der Inkubation mit Nukleotid und Transferase vorhande-



ne Proteine durch ein unspezifisches Enzym (Proteinase K) abgebaut. Damit ist eine

hohe Spezifitat der Farbung gewahrleistet.

2.3 Quantifizierung immunhistochemischer Untersuchungen

Der Begriff Inmunhistometrie wurde am Institut fir Pathologie an der RWTH Aachen
gepragt (Biesterfeld et al., 1995). Waren es im Bereich der Immunhistochemie zu-
nachst nur qualitative und halbquantitative Verfahren, die ihren festen Platz im klini-
schen Alltag eroberten, so wird in zunehmendem Male auch der vollstandigen
Quantifizierung von immunhistochemischen Reaktionen Bedeutung geschenkt. Ne-
ben der Moglichkeit der konventionellen Zahlung im Lichtmikroskop bieten sich seit
einigen Jahren EDV-gestutzte Mel3systeme an, fur deren Verwendung der Begriff
Immunhistometrie eigentlich verwendet wird. Bei diesem Verfahren werden insbe-
sondere kernbindende immunhistochemische Reaktionen TV-bildanalytisch erfasst
und mittels einer geeigneten Software analysiert. Folgendes Prinzip liegt dieser Ana-
lyse zu Grunde: Ein erfasstes Bild wird dahingehend untersucht, wo sich Zellkerne
befinden. Diese werden hinsichtlich ihrer Anzahl und Flache quantifiziert. Durch die
Anwendung optischer Filter, ausgewahlt entsprechend den durchgefihrten Farbun-
gen, wird in einem zweiten Schritt zwischen den unterschiedlich gefarbten Kernen
unterschieden. Es ist auf diese Weise moglich, den Anteil der positiv gefarbten Kerne
zahlenmaRig und flachenmallig zu erfassen. Durch die Anwendung der Immun-
histometrie gelingt es, eine groRe Zahl von Zellen pro Praparat zu erfassen und da-
mit eine hohe Datensicherheit zu erlangen.

Das Verfahren der Immunhistometrie ist prinzipiell auf alle Fragestellungen tbertrag-
bar, bei denen es um die Auswertung kernbindender Sonderfarbungen geht und ist

insbesondere auch auf die TUNEL-Methode anwendbar.

2.4 Problemstellung

Die vorliegende Arbeit untersucht unter Zuhilfenahme des Messverfahrens der Im-
munhistometrie das Wachstumsverhalten papillarer Schilddriisenkarzinome. Zu die-
sem Zweck werden sowohl die Proliferation als auch die Apoptose im Tumorgewebe

untersucht. Die Ergebnisse werden mit denen fur normales Schilddrisengewebe
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verglichen und mit klinischen Daten in Relation gesetzt. Des Weiteren erfolgt der
Vergleich mit follikularen Adenomen und Karzinomen. Es wird versucht aufzuzeigen,
ob und inwieweit sich Hinweise ergeben, die auf eine klinische Bedeutung der Er-

gebnisse schlie3en lassen.

Die Arbeit ist auch Teil eines Gesamtprojektes, in welchem mit den Methoden der
MIB-1- Immunhistometrie und der TUNEL-basierten Apoptosequantifizierung im Ver-
gleich zu normalem Schilddrisengewebe sowohl papillare Karzinome, als auch, in
anderen Teilprojekten, follikulare Adenome und Karzinome sowie Falle einer Hashi-

moto - bzw. de Quervain-Thyreoiditis untersucht werden (12)
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3 Material und Methoden

3.1 Untersuchungsgut

Der Untersuchung zugrunde lag das in den Jahren 1985 bis 1992 im Institut fur Pa-
thologie der RWTH Aachen eingegangene Material von Schilddrisenresektionen,
dessen Befundkodierung entweder papillares Karzinom (ICD-O-Schlissel M 8050/3),
papillares Adenokarzinom (M 8260/3), sklerosierendes, papillares Adenokarzinom (M
8350/3) oder papillar-follikulares Adenokarzinom (M 8340/3) lautete. Es handelte sich

um in Formalin fixiertes und in Paraffin eingebettetes Gewebe.

Insgesamt fanden sich 105 Falle, von denen zunachst jene aussortiert werden muss-
ten, von denen keine Paraffinblocke mehr auffindbar waren oder deren Blocke bei
Referenzpathologen verblieben waren. Ferner waren einige Falle nicht dafir geeig-
net, mit dem MeRsystem quantifiziert zu werden. Die Grinde hierflr waren einerseits
mangelnde GroRe des Tumors bzw. andererseits, dass durch entsprechenden Ver-
schnitt an den vorhandenen Paraffinblocken (v. a. nach Anfertigung von Stufen-
schnitten im Rahmen der Primardiagnostik) keine Praparate mehr zu erhalten waren,
in denen sich der Tumor genugend grol3 darstellte. Die Untergrenze fur die Grolke
des Tumoranschnittes, die sich aus der geforderten Anzahl von zu messenden Ge-
sichtsfeldern ergab, betrug etwa 3 mm im Durchmesser (s.u.). Letztendlich verblie-
ben zuletzt 40 Blocke, die zur Untersuchung zur Verfugung standen. Aus techni-
schen Griinden konnten zuletzt fur 32 Falle die Proliferation und fur 36 Falle die A-

poptose gemessen werden.

3.2 Methoden

3.2.1 Immunhistochemische MIB-1-Darstellung

Der Nachweis des Antigens Ki-67 erfolgt durch den monoklonalen Antikérper MIB-1.
Sein F-Fragment entspricht dem des IgG der Maus. Dieses wird in einer sekundaren
Antikorperreaktion  durch  einen mit  Meerrettichperoxidase  konjugierten

Schaf-anti-Maus-Antikorper nachgewiesen. Als Chromogen dient Diaminobenzidin
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(DAB), welches von der Peroxidase in einen braunen Farbstoff Uberflhrt wird, der
nun lichtmikroskopisch die proliferierenden Zellen markiert.

Im Einzelnen verlief die Farbung folgendermalien: Von den Paraffinblocken wurden
auf einem konventionellen Mikrotom 2 uym dicke Schnitte angefertigt. Diese wurden
auf vorbehandelte Objekttrager aufgebracht. Diese Vorbehandlung bestand in einer
Beschichtung mit 3-(Triethoxysilyl)-propylamin (Merck-Schuchardt, Hohenbrunn).
Daruber hinaus wurden die Objekttrager mit Poly-L-Lysine Losung (Sigma Di-
agnostics, St. Louis, USA) benetzt und getrocknet. Diese Vorbehandlung diente der
besseren Haftung der Schnitte auf den Objekttragern, die wegen der spateren
Weiterbehandlung im Mikrowellenofen nétig ist. Nach Trocknung der Schnitte im
Brutschrank bei 37°C fur mindestens 24 Stunden wurden diese in Xylol (2x 8 Min.)
entparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe (2x 8 Min. 100% Alkohol, 2x 8
Min. 96%iger Alkohol und 2x 8 Min. 70%iger Alkohol) hydratisiert. Dabei wurde,
nachdem die Praparate in 100%igem Alkohol eingestanden hatten, die in den E-
rythrozyten vorhandene endogene Peroxidase mittels eines 1%igen H»O2-Methanol
Gemisches gehemmt, um nicht falsch positive Ergebnisse zu erhalten. Anschliel3end
wurden die Praparate in PBS Puffer-Lésung (PBS Dulbecco, 9,55 g/l, Biochrom KG,
Berlin) gespult (3x 5 min). Danach wurden sie in Citratpuffer (hergestellt aus Citro-
nensaure-Monohydrat z.A., 0,3782 g/l, und tri-Natriumcitrat-Dihydrat z.A.,2,412 g/I,
beide E. Merck, Darmstadt) eingestellt und im Mikrowellenofen 3x 5 Min. behandelt.
In den Pausen von jeweils 2 Min. wurde verdunstete und Ubergekochte Flussigkeit
wieder aufgefullt. Das Kochen dient der Demaskierung des durch die Fixierung ver-
deckten Antigens. Nach Abkuhlen der Schnitte und ausgiebigem Spillen mit PBS-
Puffer wurden diese fur 1 Stunde mit dem primaren Antikérper (MIB-1, monoclonal
antibody, 0,2 mg/ml, Dianova GmbH, Hamburg) inkubiert. Die ursprungliche Antikor-
perldsung wurde dazu mit 1%igem BSA/PBS-Gemisch im Verhaltnis 1:10 verdunnt.
Wiederum erfolgte grindliches Spulen mit PBS-Ldsung. Die Schnitte wurden nun mit
dem Sekundarantikorper (Goat F (412 Fragment Mouse IgG (H+L) - Peroxidase, Im-
munotech, Hamburg) fur 45 min inkubiert. Hierzu wurde die ursprungliche Antikorper-
|I6sung im Verhaltnis 1:100 mit 1%igem BSA/PBS-Gemisch verdunnt. Nachdem auch
der Zweitantikdrper abgespult wurde, erfolgte fur 2 Min. die Farbung mit DAB
(3,3'-Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenho-
fen). Hiervon waren 3 Tabletten in 50 ml Tris-Puffer (Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan z.A.,6 g/l, E. Merck, Darmstadt, mit 1M HCI auf pH 7,6 eingestellt) auf-

geldst und mit Wasserstoffperoxid (15 pl auf 50 ml) aktiviert worden. Danach erfolgte
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die Gegenfarbung mit Methylgrin durch 15-mindtiges Einstellen der Schnitte in den
Farbstoff und anschlieRendes Spilen in Butanol (2x 5 min). Vor dem Eindecken
(Vitro-Clud, R. Langenbrinck, Emmendingen) standen die Schnitte noch fur mindes-

tens 5 Min. in Xylol ein.

3.2.2 Anwendung der TUNEL-Methode zur Apoptosedarstellung

Die Basis des immunhistochemischen Nachweises des programmierten Zelltodes ist
die damit einhergehende Fragmentierung der DNA durch Endonukleasen. Am Ende
dieses vielfach durchlaufenen Spaltungsprozesses finden sich DNA-Fragmente, die
aus durchschnittlich 180 Basenpaaren bestehen. Damit entsteht eine groRe Anzahl
von 3’-OH-Enden. Dort werden in der primaren Reaktion spezielle Nukleotide ange-
bunden (Digoxigenin-11-dUTP und Digoxigenin-11-dATP). Im nachsten Schritt wer-
den mit Peroxidase konjugierte Digoxiginin-Antikorper zugegeben. Es folgt, wie bei
der zuvor beschriebenen Farbung, der Auftrag des Chromogens DAB.

Im einzelnen wurde die Farbung mit dem ,ApopTag In Situ Apoptosis Detection Kit"
der Fa. Oncor (Katalog-Nr.: S7100-KIT) durchgefiuhrt. Die auch hier 2 um dicken
Schnitte konnten fur die Apoptose-Farbung auf nicht vorbehandelte Objekttrager auf-
gebracht werden, da eine Mikrowellenbehandlung nicht erforderlich war. Die dann
folgenden Schritte Trocknung, Entparaffinierung und Hydratisierung fanden in der
gleichen Weise statt wie bei der MIB 1-Farbung. Ebenso musste die endogene Pero-
xidase mit dem Methanol-Wasserstoffperoxid-Gemisch gehemmt werden, da auch
bei dieser Farbung die eigentliche chromogene Reaktion zwischen antikorpergekop-
pelter Peroxidase und DAB stattfand. Nach dem letzten Schritt der Hydratisierung
wurden die Praparate in PBS-Puffer-Losung gespult (5 Min.) und anschliellend 15
Min. bei Raumtemperatur (RT) mit Proteinase K inkubiert. Nach zweimaligem Sptilen
fur jeweils 5 min in PBS-Puffer folgte eine 10-minutige Inkubation mit dem ,Equilibra-
tion Buffer® bei RT. Daran schloss sich unmittelbar das Auftragen der ,Working-
Solution® (bestehend aus 2 Tropfen ,Reaction Buffer® und 1 Tropfen ,Tdt-Enzym®)
an, die fur eine Stunde bei 37 °C im Brutschrank auf die Schnitte einwirkte. Bei glei-
cher Temperatur beendete dann der ,Stop Buffer” die Reaktion nach 30 min Einwirk-
zeit. Nach PBS-Spulung (3x5 min) wurde fur 30 Min. bei RT mit dem Sekundaranti-
korper (Anti-Digoxiginin-Peroxidase) inkubiert. Der PBS-Spulung (3x 5 Min.) folgend
wurde die DAB-Farbung und die Gegenfarbung mit Methylgriin ebenso wie bei der

MIB-1 Farbung durchgefuhrt und der Prozess mit dem Eindecken beendet.
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3.3 Bildanalytische Quantifizierung der Farbeergebnisse

3.3.1 Das TV-Bildzytometer CM-2

Bei dem Mikroskop handelt es sich um ein konventionelles Lichtmikroskop der Firma
Hund, Wetzlar (Typ H500 LL) das mit funf Objektiven (4fache Vergrolderung, numeri-
sche Apertur 0,12, 10x/0,25; 20x/0,40, 40x/0,65 und Ol 100x/1,25) sowie zwei zehn-
fach vergrolRernden Okularen ausgestattet ist. Mittels eines Software-gesteuerten
Filterrades kann zwischen der Darstellung mit weilem Licht und einem Rot- bzw.
Grunfilter gewechselt werden. Die Transmissionen des DAB und des Methylgrin sind
wellenlangenabhangig. Bei Betrachtung mit zwischengeschaltetem Rotfilter (Wellen-
lange 623 nm +/- 5 nm) erscheinen DAB- und Methylgrin-gefarbte Objekte nahezu
gleich stark gefarbt weil sich die Transmissionen im Bereich dieser Wellenlange nur
geringfugig unterscheiden. Mit zwischengeschaltetem Grunfilter (550 nm +/- 10 nm)
sind die unterschiedlich gefarbten Objekte jedoch auf Grund der in diesem Bereich
stark differierenden Transmissionen gut zu diskriminieren. Dem Betrachter erschei-
nen hier nur noch die DAB-positiven Zellen sichtbar.

Die Bildaufnahme erfolgt mit einer CCD-Schwarzweil3kamera (Pulnix TM 765) deren
Signal auf einen hochauflosenden VGA-Monitor (Sony Trinitron) ubertragen wird. Die
Verarbeitung der eingelesenen Bilder erfolgt in einem IBM-kompatiblen PC. Das
Prinzip dieser Verarbeitung basiert darauf, dass mit Hilfe des Roffilterbildes durch
Anwendung eines Wasserscheidenalgorithmus die einzelnen Objekte im Praparat
erkannt werden. Nach einer manuellen Zwischenbearbeitung (s.u.) wird durch Ver-
gleich einer so erstellten Maske, welche die Umrisse aller zu untersuchenden Zell-
kerne wiedergibt, mit dem Grinfilterbild, dass nur die positiven Kerne darstellt, das
Verhaltnis positive/negative Kerne ermittelt. Dieses Verhaltnis wird sowohl zahlen-
mafig als auch flachenmallig angegeben. Das an einem Bildausschnitt ermittelte
Ergebnis kann abgespeichert werden und bildet mit den zuvor und danach ermittel-
ten Werten eines Praparates einen Mittelwert. Auf Grund zuvor durchgeflhrter me-
thodischer Untersuchungen wurde die zu messende Anzahl von Gesichtsfeldern auf

zwanzig festgelegt (s.u.).

3.3.2 Durchfuhrung der Messung

Die Durchfihrung der Messung erfolgte nach einem festen Schema um grétmaogli-

che Reproduzierbarkeit zu gewahrleisten. Nach Laden des Programms wurden die
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Daten eingegeben, die der spateren Identifizierung des Ergebnis-Files dienten (u.a.
Eingangsnummer, Name, verwendeter Antikérper). Das Mikroskop wurde nach dem
Kohlerschen Beleuchtungsprinzip justiert. Die Lichtquelle wurde manuell so einge-
stellt, dass sich durch eine Position ,mittig“ zwischen der Grenze zur Uber- und Un-
terbelichtung eine sowohl maéglichst standardisierte Beleuchtungsintensitat als auch
ein grofler Dynamikbereich ergab. Bei der dann folgenden Schwellenwertsetzung
wurde durch den Untersucher anhand einiger Eich-Gesichtsfelder festgelegt, welcher
Grauwert im Grunfilterbild als ,positiv‘ zu werten ist. Nach dieser Prozedur, die fur
jedes Praparat erneut durchzufihren war, durften an den Einstellungen keine Veran-
derungen mehr vorgenommen werden. Die sich anschlieRende eigentliche Messung
erfasste fur jedes Praparat 20 Gesichtsfelder aus deren Einzelwerten das Gesamter-
gebnis ermittelt wurde.

Es wurde der zu untersuchende Bereich maanderférmig durchfahren, um eine mog-
lichst zufallige und nicht vom Untersucher abhangige Auswahl der Gesichtsfelder zu
erhalten. Dann folgte nach der Fokussierung die Anwendung des Wasserscheide-
nalgorhythmus zur Identifizierung der Zellkerne. An dieser Stelle vollzog sich das kor-
rigierende Eingreifen des Untersuchers. Es gilt, nur organspezifische Zellkerne zu
erfassen. Dies gelingt mit Hilfe der im Programm enthaltenen Editierfunktionen. So
kénnen vom Programm als Objekt erkannte Bindegewebszellen, Lymphozyten, En-
dothelzellen oder Ahnliches vor dem weiteren Fortgang des Verfahrens geldscht
werden. Andere Funktionen, die der Optimierung der erstellten Maske dienen, sind
.Erosion“ und ,Dilatation“ (Verkleinerung und VergroRerung eines Objektes um eine
definierte Pixelanzahl), ,Close Hole (Schlieen aller nicht erfasster Innenflachen),
,Opening“ und ,Closing” (Glattung der Masken mittels Durchfuhrung von ,Erosion®
und ,Dilatation® in dieser bzw. umgekehrter Reihenfolge) sowie zuletzt das ,Clea-
ning“, wobei Objekte, deren Grolde unterhalb einer definierten Pixelzahl liegen, ent-
fernt werden. Am Ende dieses Bearbeitungsschrittes sollte eine Maske entstehen,
die mdglichst genau die Umrisse der parenchymatdsen Zellkerne beschreibt. Im
nachsten Schritt wird diese Maske Uber das Grunfilterbild gelegt. Hier erfolgt die Er-
kennung der ,positiven“ Zellkerne, da diese nun einen deutlich anderen Grauwert
aufweisen als die ,negativen”. Anhand des zuvor definierten Grenzwertes entschei-

det das Programm, welche Zelle wie einzuordnen ist.
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3.3.3 Messergebnisse

Als Ergebnis liefert das Programm sowohl Kernzahl- als auch kernflachenbezogene
Mittelwerte des Anteils ,positiver Zellkerne, daneben eine Vielzahl weiterer statis-
tisch-deskriptiver Groken wie Maximal- und Minimalwert, Median, Modalwert, Stan-
dardabweichung und Varianz. Ebenso wird die Gesamtzahl und die Gesamtflache
der erfassten Kerne angegeben. Graphisch wird eine Haufigkeitsverteilung der in den
Kernen gemessenen optischen Dichten dargestellt, ebenso die jeweilige Haufigkeit

eines beobachteten prozentualen ,positiven” Kernanteils.

3.4 Statistische Untersuchungen

Die statistischen Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit dem Institut fur
Biometrie der RWTH Aachen geplant und mit dem Programm ,STATISTICA for Win-
dows*®, Versionen 4.5 und 5.1 bzw. mit dem dort vorgehaltenen Programmpaket
BMDP durchgefuhrt. Die Graphiken wurden entweder direkt aus STATISTICA Uber-
nommen oder mit EXCEL (Microsoft) gestaltet.

3.4.1 Ausgangsdaten

Der Ubersichtlichkeit halber beschranken sich die Untersuchungen auf die Messgro-
Ren KICT_TOT/APCT_TOT (Gesamtzahl der bei einem Praparat erfassten Kerne),
KICTMEAN/APCTMEAN (durchschnittlicher kernzahlbezogener Anteil positiver Ker-
ne), KICTMAX/APCTMAX (kernzahlbezogener Maximalwert innerhalb einer Messrei-
he), KIAR_TOT/APAR_TOT (Gesamtflache aller erfassten Kerne in pum?),
KIARMEAN/APARMEAN (durchschnittlicher kernflachenbezogener Anteil positiver
Kerne in ym?) sowie KIARMAX/APARMAX (durchschnittlicher kernflachen bezogener
Anteil positiver Kerne in), KICTMAX/APCTMAX (kernflachenbezogener Maximalwert

innerhalb einer Messreihe in pm?).

Erganzend wurde flr die Proliferation, wie in den Untersuchungen anderer Autoren,
in einer Ubersichtsmikroskopie der Tumoranteil mit den meisten positiv gefarbten
Zellen aufgesucht und hier eine bildanalytische Messung wie zuvor beschrieben
durchgefuhrt. Die Messgroéfien werden als KICTMAX2 und KIARMAXZ2 bezeichnet.
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Daruber hinaus stand dabei die Tumorklassifikation gemal TNM-Klassifikation (13)
zur Verfligung. Die fir das Aufstellen von Uberlebensstatistiken notwendigen Daten
beziehen sich auf den Endpunkt der Studie im Marz 1999; zu diesem Zeitpunkt wur-
de durch Befragung der jeweils zustandigen Einwohnermeldeamter ermittelt, ob die

Patienten zu diesem Zeitpunkt noch lebten bzw. wann sie verstorben waren.

Neben den ermittelten Werten fur Proliferation und Apoptose bei papillaren Schild-
drisenkarzinomen wurden zum Vergleich auch zuvor veroffentlichte Daten aus dem
Institut fir Pathologie der RWTH-Aachen verwendet (14). Hierbei handelt es sich um
mit der gleichen Methode ermittelte MeBwerte zur Proliferation von normalem Schild-
drisengewebe, Schilddrisenadenomen und follikularen Schilddrisenkarzinomen.
Jeweils differenziert wurden die kernzahlbezogenen und die kernflachenbezogenen

Daten.

3.4.2 Statistische Analysen

Im ersten Schritt erfolgte die Ermittlung allgemeiner deskriptiver statistischer Kenn-
grolken wie Mittelwert, Median, Standardabweichung, Varianz, Modalwert sowie An-

gaben zu allen bendtigten Perzentilen (Rohdaten im Anhang).

Danach gliederte sich die Untersuchung zunachst in vier Abschnitte:
1. Die Betrachtung der Daten fur Proliferation und Apoptose bei papillaren
Schilddrisenkarzinomen und deren Bezug zu den o.g. klinischen Daten.
2. Den Vergleich der ermittelten Daten fur die Proliferation in papillaren Schild-
drisenkarzinomen mit denen der anderen Entitaten.
3. Analyse der Uberlebensdaten in Abhéngigkeit von den gemessenen Werten
und in Relation zum den klinischen und histomorphologischen Daten.

4. Bedeutung der gemessenen Werte fur die Diagnoseentscheidung.

Bei den in der ersten Gruppe durchgefuhrten Tests auf Lageunterschiede muss be-
rucksichtigt werden, dass es sich um verbundene Stichproben handelt. Im Vorder-
grund stehen hier jedoch die Untersuchung auf Abhangigkeiten, um den Bezug der

gemessen Werte mit den klinischen Daten herzustellen. Dartber hinaus soll die Vali-
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ditat der vorliegenden Untersuchung und der Methode durch bestimmte statistische
Analysen untermauert werden. Zur Anwendung kommen der Spearman’sche Rang-
korrelationskoeffizient sowie der Pearson Chi?-Test, wenn es um den Vergleich von
kategorisierten oder sekundar gestuften Daten geht.

In der zweiten Gruppe handelt es sich um unverbundene Stichproben mit ungestuf-
ten Parametern. Entsprechend wurde zur Testung auf Lageunterschiede entweder
der t-Test fur unverbundene Stichproben (bei nachgewiesener Normalverteilung) o-
der der U-Test von Mann, Whitney und Wilcoxon zur Untersuchung auf Signifikanzen

angewendet.
Bei der Untersuchung der Uberlebenskurven kommen beim Vergleich zweier Grup-
pen Gehans verallgemeinertem Wilcoxon-Test (15), beim Vergleich mehrerer Grup-

pen der Wilcoxon-Breslow-Test (16).

Falls im Einzelfall nicht anders angegeben, wurde statistische Signifikanz fur ein p-

Niveau von p<0,05 angenommen.
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4 Ergebnisse

4.1 Grundlegende statistische Betrachtungen

Wie in Kapitel 3.4.1 ausgeflhrt, werden jeweils sechs bei den Messungen ermittelte
Werte betrachtet. Diese und die im Weiteren verwendeten Kurzel werden nochmals
in Tabelle 4-1 und Tabelle 4-2 dargestellt.

Tabelle 4-1: Proliferation (Ki-67)

Kirzel
Kernanzahl insgesamt KICT_TOT
Zahlenmafig Ki-67-positiver Anteil KICTMEAN
Maximalwert des zahlenmafig Ki-67-positiven Anteils KICTMAX
Gesamtflache aller gemessener Kerne KIAR_TOT
FlachenmalRiger Anteil der Ki-67-positiven Kerne KIARMEAN
Maximalwert des Ki-67-positiven Flachenanteils KIARMAX

In Einzelfallen wird noch die GroRe KICTMAX2 verwendet. Dabei handelt es sich um
die grolte ,gesuchte” Dichte an positiv gefarbten Zellen, die bei der manuellen

Durchmusterung im Praparat auffiel.

Tabelle 4-2: Apoptose

Beschreibung Karzel
Kernanzahl insgesamt APCT_TOT
Zahlenmalig Apoptose-positiver Anteil APCTMEAN
Maximalwert des zahlenmalfig Apoptose-positiven Anteils | APCTMAX
Gesamtflache aller gemessener Kerne APAR_TOT
FlachenmaRiger Anteil der Apoptose-positiven Kerne APARMEAN
Maximalwert des Apoptose-positiven Flachenanteils APARMAX

4.1.1 Allgemeine Kenngrofien

Die allgemeinen KenngroRen der deskriptiven Statistik ( Median, Mittelwert, Minimal-
und Maximalwert, Standardabweichung und Quartilsgrenzen) werden in der folgen-
den Tabelle zusammengefasst (zur besseren Ubersichtlichkeit hier auf 2

Dezimalstellen gerundet, in die Berechnungen gehen die genaueren Werte ein).
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Tabelle 4-3: Allgemeine Kenngrdfien

untere | obere |Standard-

gulti- | Mittel- Quartils-| Quartils-| abwei-

ge N | wert |[Median|Minimum|Maximum| grenze | grenze | chung
KICTTOT 32 | 4076 | 4139 | 2140 5474 3635 4554 727
KICTMEAN | 32 | 1,32 | 0,62 0 9,0 0,30 1,58 1,84
KICTMAX 32 | 3,48 | 2,25 0 16,2 1,31 5,42 3,31
KIARTOT 32 | 73467 | 73411 | 31148 | 125986 | 58999 | 82963 | 21673
KIARMEAN | 32 | 1,43 | 0,63 0 9,97 0,29 1,64 2,08
KIARMAX 32 | 4,21 2,6 0 21,33 1,58 5,91 4,25
KIARMAX2 | 32 | 7,88 | 5,40 0 31,33 3,05 10,37 7,10
KICTMAX2 | 32 | 6,80 | 5,03 0 30,23 2,88 7,66 6,52
APCTTOT 36 | 5250 | 5209 | 3027 7019 4727 5742 956
APCTMEAN | 36 | 0,37 | 0,09 0 2,53 0,04 0,46 0,60
APCTMAX 36 | 3,40 | 0,77 0 26,71 0,43 4,07 5,89
APAR TOT | 36 |85881 |86657 | 52073 | 121738 | 76575 | 94644 | 17100
APARMEAN| 36 | 0,42 | 0,10 0 2,91 0,04 0,50 0,70
APARMAX 36 | 3,87 | 0,75 0 34,41 0,52 4,04 7,30

4.1.2 Verteilung der Messwerte

FUr das weitere Vorgehen ist nun von Bedeutung, ob die Daten normalverteilt sind.
Gangige Tests sind der Kolmogoroff-Smirnoff-Test fir die Gute der Anpassung mit
der Lilliefors-Modifikation sowie der Shapiro-Wilks W-Test (Lilliefors, 1976; Shapiro,
Wilk & Chen, 1968). Lediglich die gemessene Gesamtanzahl und -flache zeigen an-
nahernd Normalverteilung. Graphisch zeigt sich dies in den Histogrammen der
Abbildung 4.1.

Beim Vergleich der verschiedenen Diagnosegruppen (normales Schilddrisengewe-
be, Adenome, follikulare und papillare Karzinome) sind also nicht-parametrische Ver-
fahren zur Prufung von Korrelationen und Signifikanzen anzuwenden. Dies sind der
Pearsonsche Rangkorrelationskoeffizient, der Pearsonschen Chi?-Test fur gestufte,
bzw. kategorisierte Werte sowie der Mann-Whitney U-Test bei der Testung auf Signi-

fikanzen.

4.2 Proliferation beim papillaren Schilddriisenkarzinom

Zunachst wurde geklart, inwieweit zwischen den erhobenen Parametern Korrelatio-

nen bestehen oder nicht. Daraus resultiert im Verlauf, ob der Vergleich der klinischen
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Daten mit allen ermittelten Daten Uberhaupt sinnvoll ist. Hierzu erfolgt zunachst die

graphische Darstellung als Punktwolken sowie die Berechnung der Korrelationskoef-

fizienten.
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Abbildung 4.1: Korrelationen der Proliferationsparameter

Tabelle 4-4: Rangkorrelationskoeffizienten (Spearmans R) der Proliferationsparameter

KICTMEAN |R |-0,11
p 10,56
KICTMAX |R [-0,18 0,91
p 10,33 0,00
KIAR_TOT |R [0,43 0,35 0,25
p 10,01 0,05 0,17
KIARMEAN |R1-0,08 0,99 0,92 0,33
p 10,67 0,00 0,00 0,06
KIARMAX |R [-0,13 0,84 0,96 0,27 0,87
p 10,49 0,00 0,00 0,13 0,00
KICT_TOT |KICTMEAN [KICTMAX [|KIAR_TOT |KIARMEAN

Der Abbildung 4.1 sowie der und Tabelle 4-4 ist zu entnehmen, dass insbesondere
KICTMEAN und KIARMEAN in hdchstem Malde korrelieren. Auch die Maximalwerte
zeigen noch eine deutliche Korrelation. Des Weiteren wird deutlich, dass kein Zu-
sammenhang zwischen der Gesamtzahl der erfassten Kerne und den gemessenen

Werten fur die Proliferation besteht.
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Um quasi eine semiquantitative Betrachtung zu ,simulieren®, kann die Einteilung in
Kategorien von Bedeutung sein, da nicht grundsatzlich von den Moglichkeiten der
bildzytometrischen, und damit quantitativen Bestimmung, ausgegangen werden
kann. Daher erfolgt die Zuordnung der Einzelwerte in drei nach 1:2:1-Quantilisierung
gebildete Gruppen. Daraus lassen sich nun 9-Feldertafeln bilden, die mit dem Pear-
sonschen Chi?-Test untersucht werden. Tabelle 4-5 zeigt die statistischen Kenngro-

Ren:

Tabelle 4-5: Chi?-Test fir Proliferationsparameter

KICTMEAN |p |0,84

KICTMAX |p 10,90 0,00

KIAR_TOT |p |0,04 0,84 0,50

KIARMEAN |p 10,84 0,00 0,00 0,84

KIARMAX |p 10,98 0,00 0,00 0,28 0,00
KICT_TOT |KICTMEAN |KICTMAX |KIAR_TOT |KIARMEAN

Auch hier bestatigt sich das zuvor ermittelte Ergebnis: Der positive Flachenanteil und
der zahlenmalig positive Anteil korrelieren so stark, dass sich daraus einerseits
Aussagen bezlglich der Reliabilitat der MelRmethode ableiten lassen. Andererseits
reicht es, bei den weiteren Betrachtungen lediglich eine der beiden Grolken zu be-
rucksichtigen. Aullerdem zeigt sich die Unabhangigkeit von der absolut erfassten
Zellzahl. Auch dies ist als Gutekriterium der Methode zu sehen, da sich in verschie-
denen Tumoren die Zelldichten unterscheiden und dies sicherlich nicht zwangslaufig

mit den Proliferationsraten korreliert.
4.3 Apoptose beim papillaren Schilddriisenkarzinom

Entsprechend den vorangegangenen Betrachtungen erfolgt die gleiche Bewertung

der Apoptoseparameter.
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Abbildung 4.2: Korrelationen der Apoptoseparameter

Tabelle 4-6: Rangkorrelationskoeffizienten (Spearmans R) der Apoptoseparameter

APCTMEAN |R [-0,05
p 0,76
APCTMAX |R |-0,14 0,88
b | 0,40 0,00
APAR TOT |R |0,62 -0,21 -0,25
p 0,00 0,23 0,14
APARMEAN |R |-0,042 0,98 0,86 0,21
p 0,809 0,00 0,00 0,22
APARMAX |R |-0,111 0,83 0,97 0,27 0,86
p 0,521 0,00 0,00 0,12 0,00
APCT TOT |APCTMEAN [APCTMAX |APAR TOT | APARMEAN

Tabelle 4-7: Chi2-Test fur Apoptoseparameter

APCTMEAN |p ]0,40

APCTMAX |p |0,19 0,00

APAR TOT |p |0,01 0,67 0,57

APARMEAN |p | 0,40 0,00 0,00 0,67

APARMAX |p 0,19 0,00 0,00 0,57 0,00
APCT TOT |APCTMEAN |APCTMAX |APAR TOT | APARMEAN

Als Fazit bleibt die gleiche Schlussfolgerung wie bei der Proliferation: Zahlen- und

flachenbezogene Daten korrelieren so stark, dass auf eine separate Betrachtung
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verzichtet werden kann. AuRerdem sind die Apoptosewerte weitestgehend unabhan-

gig von der Gesamtzahl der erfassten Kerne.
4.4 Proliferation und Apoptose

Im Folgenden werden die Beziehungen von Proliferation und Apoptose zueinander
untersucht. Zur Anwendung kommen die beschriebenen nicht-parametrischen Ver-
fahren.

Zur Veranschaulichung zunachst die graphische Darstellung in Form von Punktewol-

ken (Abbildung 4.3).

KICTMEAN KICTMAX KIARMEAN KIARMAX
APCTMEAN .
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Abbildung 4.3: Beziehungen zwischen Proliferation und Apoptose
Tabelle 4-8: Rangkorrelationskoeffizienten (Spearmans R)
KICTMEAN |R [-0,02 0,11 0,01 0,14
p 10,93 0,59 0,95 0,48
KICTMAX R 10,08 0,19 0,10 0,21
p (0,70 0,34 0,60 0,29
KIARMEAN |R 0,04 0,16 0,07 0,19
p (0,86 0,43 0,74 0,34
KIARMAX R 10,12 0,23 0,15 0,25
p (0,54 0,24 0,45 0,20
APCTMEAN APCTMAX APARMEAN APARMAX
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Tabelle 4-9: Chi2-Test

KICTMEAN |p (0,95 0,49 0,95 0,49
KICTMAX p 10,11 0,26 0,11 0,26
KIARMEAN |p (0,95 0,49 0,95 0,49
KIARMAX |p [0,27 0,49 0,27 0,49
APCTMEAN |APCTMAX APARMEAN |APARMAX

Bei der Ermittlung der Korrelationskoeffizienten zeigen sich keine Signifikanzen. Das
gleiche Ergebnis findet sich auch bei der Anwendung des Spearmanschen Chi*-
Tests auf die durch Quantilisierung entstandenen 9-Felder Tafeln. Es lasst sich sta-

tistisch kein direkter Zusammenhang zwischen Proliferation und Apoptose ableiten.

4.5 Proliferation und klinische Daten bzw. histomorphologische Daten

Folgende klinische bzw. histomorphologische Daten werden betrachtet (Wie zuvor
dargestellt, korrelieren die flachenbezogenen und die kernzahlbezogenen Werte so

stark, dass bei den weitergehenden Betrachtungen nur die Werte KICTMEAN,

KICTMAX und teilweise KICTMAX2 in die Analyse eingehen):
= Das Alter bei Diagnosestellung (4.5.1)
» Das Tumor-Stadium entsprechend der TNM Kilassifikation (4.5.1)

» Der Durchmesser des Primartumors (4.5.3)

» Der Lymphknotenstatus (4.5.4)

= Der Nachweis der Invasion von Lymph- oder Blutgefal3en (4.5.5 und 4.5.5)

» Die Invasion der Tumor- bzw. der Organkapsel (4.5.7 und 4.5.8)
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451 Patientenalter bei Diagnosestellung
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Abbildung 4.4: Proliferation und Patientenalter

Tabelle 4-10: Rangkorrelationskoeffizienten (Spearmans R)

Variablenpaar gultige N | Spearman | p-level
R

ALTER & KICTMEAN 32 0,38 0,03

ALTER & KICTMEAQ 32 0,42 0,02

ALTER & KICTMAX 32 0,41 0,02

ALTER & KICTMAXQ 32 0,37 0,04

Tatsachlich zeigt sich bezuglich der Korrelation zwischen Patientenalter und Prolife-
rationsrate eine Signifikanz auf niedrigem Niveau. Beim alteren Patienten finden sich
hdhere Proliferationsraten. Die Bedeutung, die diesem Umstand beikommt, wird im

Kapitel 5.3 erlautert.
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452 T-Klassifikation
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Abbildung 4.5: Proliferation und Tumorstadium

Tabelle 4-11
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Tabelle 4-12: Rangkorrelationskoeffizienten (Spearmans R)

Variablenpaar

gultige N | Spearman R |p-level
T & KICTMEAN 32 0,02 0,90
T & KICTMEAQ 32 0,14 0,45
T & KICTMAX 32 -0,01 0,97
T & KICTMAXQ 32 -0,18 0,32
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Abbildung 4.6: Mittlere Proliferation und Tumorstadium
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Abbildung 4.7: Maximale Proliferation und Tumorstadium
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Abbildung 4.8: ,Gesuchte” maximale Proliferation und Tumorstadium

Tabelle 4-13: Signifikanzniveaus fiir T / KICTMEAN (U-Test)

Tumorstadium 2 3 4

1 p 0,46 0,46 0,69
2 p 0,69 0,66
3 p 0,66

Tabelle 4-14: Signifikanzniveaus fiir T / KICTMAX (U-Test)

Tumorstadium 2 3 4

1 p 0,68 0,68 0,87
2 p 0,87 0,69
3 p 0,69

Tabelle 4-15: Signifikanzniveaus fur T / KICTMAX2 (U-Test)

Tumorstadium 2 3 4

1 p 0,32 0,32 0,40
2 p 0,40 0,81
3 p 0,81

Entsprechend Abbildung 4.6 , Abbildung 4.7 und Abbildung 4.8 lassen sich auch mit
dem U-Test keine signifikanten Unterschiede feststellen.
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4.5.3 TumorgrolRe
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Abbildung 4.9: Proliferation und TumorgroRe

Tabelle 4-16: Rangkorrelationskoeffizienten (Spearmans R)

Variablenpaar gultige N | Spearman | p-level
R

GROSSE & KICTMEAN |30 0,11 0,58

GROSSE & KICTMEAQ |30 0,07 0,71

GROSSE & KICTMAX 30 0,12 0,53

GROSSE & KICTMAXQ |30 0,07 0,72

Anders als eventuell zu erwarten, zeigen die groReren Tumore keine hdheren Prolife-
rationsraten. Bei der Gegenuberstellung der TumorgroRe mit der Gesamtzahl der
erfassten Zellen (bei jeweils gleicher erfasster Flache) zeigt sich, dass die Gesamt-
zahl in den groReren Tumoren kleiner war. Dies entspricht einer insgesamt geringe-
ren Zelldichte. Hieraus lieRe sich ableiten, dass die TumorgréRe nicht durch
vermehrte Proliferation, sondern beispielsweise durch vermehrte Stromazell- oder

Sekreteinlagerung bedingt ist. Dies wiederum kann den fehlenden Zusammenhang

zwischen GroRe und Proliferationsrate maglicherweise erklaren.
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454 Lymphknotenstatus

Abbildung 4.10: Proliferation und Lymphknotenbefall
e ~ Lymphknotenstatus
CTVEAG 5 nicht b7efallen befillen
Qs 5 5
KICTMAXQ Q1 7 1
Qs 7 :

Tabelle 4-18: Rangkorrelationskoeffizienten (Spearmans R)

Variablenpaar gultige N | Spearman R p-level
N & KICTMEAN 32 0,17 0,34
N & KICTMEAQ 32 0,06 0,74
N & KICTMAX 32 0,08 0,67
N & KICTMAXQ 32 0,07 0,70

Es fallt auf, dass der Befall von Lymphknoten, was ja bereits einer metastatischen
Ausbreitung des Tumors entspricht, keinen Zusammenhang mit den Proliferationsra-
ten zeigt. Dies ist bereits als Hinweis zu werten, dass die ermittelte Proliferationsrate

kaum zur Prognoseabschatzung herangezogen werden kann.
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455 Invasion von LymphgefaRen
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Abbildung 4.11: Proliferation und Lymphgefaflinvasion

Tabelle 4-19
Lymphgefalieinbruch
nein ja
KICTMEAQ Q1 7 1
Q2 12 4
Q3 4 4
KICTMAXQ Q1 7 1
Q2 11 5
Q3 5 3
Tabelle 4-20: Rangkorrelationskoeffizienten (Spearmans R)
Variablenpaar gultige N | Spearman R | p-level
LY GEFASSE & KICTMEAN |32 0,28 0,12
LY GEFASSE & KICTMEAQ |32 0,29 0,10
LY GEFASSE & KICTMAX 32 0,28 0,12
LY GEFASSE & KICTMAXQ |32 0,20 0,28

Wie beim manifesten Lymphknotenbefall, zeigt sich auch bei der Invasion von

Lymphspalten kein signifikanter Zusammenhang zur Proliferation.
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456 Invasion von Blutgefallen
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Abbildung 4.12: Proliferation und BlutgefaRinvasion

Tabelle 4-21
Blutgefallinvasion

nein ja

KICTMEAQ Q1 7 1

Q2 15 1

Q3 8 0

KICTMAXQ Q1 6 2

Q2 16 0

Q3 8 0

Tabelle 4-22: Rangkorrelationskoeffizienten (Spearmans R)

Variablenpaar gultige N |Spearman R |p-level
BL GEFASSE & KICTMEAN |32 -0,24 0,19
BL GEFASSE & KICTMEAQ |32 -0,18 0,32
BL GEFASSE & KICTMAX |32 -0,31 0,09
BL GEFASSE & KICTMAXQ |32 -0,37 0,04

Hier zeigt sich unerwarteterweise, dass gerade die Tumore mit geringer Proliferati-
onsrate besonders haufig einen Einbruch in Blutgefalle zeigen. Statistische Signifi-

kanz zeigt sich aber nur bei der Betrachtung der semiquantitativ eingestuften Werte
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fur die Maximalwerte der Proliferation. Auf Grund des niedrigen Signifikanzniveaus,

lassen sich klinische Folgerungen nicht herleiten.

4.5.7 Tumorkapseleinbruch
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Abbildung 4.13: Proliferation und Tumorkapselinvasion
Tabelle 4-23

Tumorkapselinvasiop

KICTMEAQ Q1 nzm Js

Q2 9 7

Q3 3 5

KICTMAXQ Q1 5 3

Q2 9 7

Q3 4 4

Tabelle 4-24: Rangkorrelationskoeffizienten (Spearmans R)

Variablenpaar gultige | Spearman p-level
N R

TU KAPSEL & KICTMEAN |32 0,11 0,55

TU KAPSEL & KICTMEAQ |32 0,27 0,14

TU KAPSEL & KICTMAX |32 0,03 0,85

TU KAPSEL & KICTMAXQ |32 0,09 0,63
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Der Einbruch in die Tumorkapsel als mogliches Dignitatskriterium zeigt keinen Zu-

sammenhang zur Proliferation.

4.5.8 Organkapseleinbruch
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Abbildung 4.14: Proliferation und Organkapselinvasion

Tabelle 4-25
Organkapsel ion
nein ja
KICTMEAQ Q1 5 3
Q2 11 5
Q3 6 2
KICTMAXQ Q1 5 3
Q2 10 6
Q3 7 1
Tabelle 4-26: Rangkorrelationskoeffizienten (Spearmans R)
Variablenpaar gultige N | Spearman R | p-level
ORG_KAPSEL & KICTMEAN |32 -0,12 0,50
ORG KAPSEL & KICTMEAQ |32 -0,09 0,60
ORG KAPSEL & KICTMAX |32 -0,11 0,55
ORG_KAPSEL & KICTMAXQ |32 -0,19 0,30
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Auch das Eindringen in die Organkapsel (entspricht Tumorstadium 4) als moéglicher
Ausdruck des Males der Invasivitat des Tumors korreliert nicht mit den Proliferati-

onsparametern.
4.6 Apoptose und klinische Daten bzw. histomorphologische Daten

Entsprechend dem Vorgehen bei der Proliferation werden auch die

Apoptoseparameter hinsichtlich ihrer Korrelation zu den klinischen Daten untersucht.

4.6.1 Patientenalter

ALTER

*

APCTMEAN
P

L
. *
* Py *
W e Tt st enmearr . .

* *e 0 * * ®

L

ACTMEAQ

* * M e »

N

T

% *
/ . * . .
_ o W0 .

2 . LR A R Y * . *

*

APCTMAXQ * hda e

* * » * e

N

Abbildung 4.15: Apoptose und Patientenalter

Tabelle 4-27: Rangkorrelationskoeffizienten (Spearmans R)

Variablenpaar gultige N | Spearman |t(N-2) p-level
R

ALTER & APCTMEAN 36 -0,13 -0,76 0,45

ALTER & APCTMEAQ 36 -0,06 -0,34 0,73

ALTER & APCTMAX 36 -0,09 -0,55 0,59

ALTER & APCTMAXQ 36 -0,10 -0,57 0,58

Anders als bei der Proliferation ist kein Zusammenhang zwischen Patientenalter und
Apoptose erkennbar.
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4.6.2 Tumor-Klassifikation
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Abbildung 4.16: Apoptose und Tumorstadium

Tabelle 4-28

Tumors tadium
1 2 3 4
APCTMEAQ Q1 2 4 1 2
Q2 5 9 1 3
Q3 0 2 0 7
APCTMAXQ Q1 4 3 1 1
Q2 3 10 1 4
Q3 0 2 0 7
Tabelle 4-29: Rangkorrelationskoeffizienten (Spearmans R)
Variablenpaar gultige N | Spearman p-level
R
T & APCTMEAN 36 0,35 0,04
T & APCTMEAQ 36 0,37 0,03
T & APCTMAX 36 0,46 0,00
T & APCTMAXQ 36 0,52 0,00
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Abbildung 4.17: Mittlere Apoptoserate und Tumorstadium
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Abbildung 4.18: Maximale Apoptoserate und Tumorstadium
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Tabelle 4-30: Signifikanzniveaus fur T / APCTMEAN (U-Test)

Tumorstadium 2 3 4

1 p 0,86 0,38 0,04
2 p 0,30 0,04
3 p 0,10
Tabelle 4-31: Signifikanzniveaus fir T / APCTMAX (U-Test)
Tumorstadium 2 3 4

1 p 0,13 0,66 0,01
2 p 0,23 0,06
3 p 0,10

Anders als bei den Proliferationsraten, zeigen sich zum Teil hochsignifikante Unter-
schiede bezuglich der Tumorstadien. Es fallt ein sprunghafter Anstieg der Apoptose-
raten bei Erreichen des Stadiums 4 auf. Liegen die Medianwerte fur die Stadien 1 bis
3 zwischen 0,036 und 0,078 fir die mittlere und zwischen 0,52 und 0,77 fir die ma-
ximale Apoptoserate, so liegen diese Werte fur T4-Tumore bei 0,69 bzw. 4,54 und

damit fast um den Faktor 10 hoher.

4.6.3 Tumorgrolle
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Tabelle 4-32: Rangkorrelationskoeffizienten (Spearmans R)

Variablenpaar gultige N | Spearman R |p-level
GROSSE & APCTMEAN |32 -0,01 0,98
GROSSE & APCTMEAQ |32 -0,01 0,96
GROSSE & APCTMAX |32 0,22 0,23
GROSSE & APCTMAXQ |32 0,15 0,43

Keinerlei Zusammenhang ist zwischen Apoptoseraten und Tumorgrof3e erkennbar.
Auch die oben ausgefiuhrte unterschiedliche Zelldichte in unterschiedlich groRen Tu-

moren steht in keinem Zusammenhang.

4.6.4 Lymphknotenstatus

Abbildung 4.20

Tabelle 4-33
Lymphknoteninvasion
nein ja
APCTMEAQ Q1 9 0
Q2 14 4
Q3 5 4
APCTMAXQ Q1 9 0
Q2 14 4
Q3 5 4

Tabelle 4-34: Rangkorrelationskoeffizienten (Spearmans R)

Variablenpaar gultige N | Spearman | p-level
R

N & APCTMEAN 36 0,41 0,01

N & APCTMEAQ 36 0,38 0,02

N & APCTMAX 36 0,44 0,01

N & APCTMAXQ 36 0,38 0,02

Es findet sich eine signifikante ,positive“ Korrelation zwischen Apoptoserate und dem
Auftreten von lokalen Lymphknotenmetastasen. Inwiefern sich hieraus ableiten lasst,
dass die Apoptoserate als Prognosefaktor von Nutzen sein kann, wird spater disku-
tiert (Kapitel 5.3).
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4.6.5 Invasion von LymphgefaRen
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Abbildung 4.21

Tabelle 4-35
Lymphgefalinvasion

nein ja

APCTMEAQ Q1 8 1

Q2 15 3

Q3 3 6

APCTMAXQ Q1 8 1

Q2 15 3

Q3 3 6

Tabelle 4-36: Rangkorrelationskoeffizienten (Spearmans R)

Variablenpaar gultige | Spearman p-level
N R

LY GEFASSE & APCTMEAN 36 0,48 0,00

LY GEFASSE & APCTMEAQ 36 0,44 0,01

LY GEFASSE & APCTMAX 36 0,48 0,00

LY GEFASSE & APCTMAXQ 36 0,44 0,01

Korrespondierend zum Lymphknotenbefall zeigen sich erwartungsgemaf auch beim
histologisch nachgewiesenen Einbruch des Tumors in Lymphspalten deutliche Signi-

fikanzen.
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4.6.6 Invasion von Blutgefallen
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Abbildung 4.22
Tabelle 4-37
Blutgefalinvasion
nein ja
APCTMEAQ Q1 8 1
Q2 17 1
Q3 8 1
APCTMAXQ Q1 8 1
Q2 17 1
Q3 8 1

Tabelle 4-38: Rangkorrelationskoeffizienten (Spearmans R)

Variablenpaar gultige | Spearman p-level
N R
BL GEFASSE & APCTMEAN 36 -0,06 0,71
BL GEFASSE & APCTMEAQ 36 0,00 1,00
BL GEFASSE & APCTMAX 36 0,00 1,00
BL GEFASSE & APCTMAXQ 36 0,00 1,00

Zwischen dem Nachweis des Tumoreinbruchs in das Blutgefalisystem und den A-

poptoseraten besteht statistisch kein Zusammenhang.
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4.6.8 Organkapseleinbruch
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Abbildung 4.24
Tabelle 4-41
Organkapselinvasion
nein ja
APCTMEAQ Q1 7 2
Q2 15 3
Q3 3 6
APCTMAXQ Q1 8 1
Q2 14 4
Q3 3 6

Tabelle 4-42: Rangkorrelationskoeffizienten (Spearmans R)

Variablenpaar gultige | Spearman p-level
N R

ORG _KAPSEL & APCTMEAN 36 0,36 0,03

ORG KAPSEL & APCTMEAQ 36 0,34 0,04

ORG KAPSEL & APCTMAX 36 0,37 0,02

ORG KAPSEL & APCTMAXQ 36 0,43 0,01

Sowohl flr den Tumorkapsel- als auch flr den Organkapseleinbruch bestehen hin-

sichtlich der Apoptoseraten z.T. recht deutliche Signifikanzen. Die Bedeutung dieser
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Korrelationen hinsichtlich moglicher Prognoseabschatzungen wird spater erlautert
(Kapitel 5.3).

4.7 Ratio Proliferation/Apoptose und klinische Daten
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Abbildung 4.25: Alter und GroRe
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Abbildung 4.26: LK-Status, Tumor- und Organkapselinvasion, Lymph- und Blutgefafieinbruch
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Abbildung 4.27: Tumorstadium
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Tabelle 4-43: Rangkorrelationskoeffizienten (Spearmans R)

\ariablenpaar gUI[Elige Spearman R |p-level
ALTER _E & KI_AP 23 10,40 0,06
ALTER_E & KI_AP_Q 23 10,36 0,09
GROSSE & KI_AP 21 |-0,22 0,33
GROSSE & KI_AP_Q 21 |-0,18 0,44
T & KI_AP 23 |-0,53 0,01
T & KI_AP_Q 23 |-0,56 0,01
N & KI_AP 23 |-0,52 0,01
N & KI_AP_Q 23 |-0,54 0,01
TU_KAPSE & KI_AP 23 |-0,37 0,08
TU_KAPSE & KI_AP_Q| 23 |0,46 0,03
ORG_KAPS & KI_AP 23 |-0,50 0,02
ORG_KAPS & KI_AP_Q| 23 1}-0,60 0,00
LY GEFAS & KI_AP 23 |-0,25 0,25
LY GEFAS & KI_ AP Q| 23 [-0,35 0,10
BL_GEFAS & KI_AP 23 |-0,35 0,10
BL GEFAS & KI_AP_Q| 23 }0,30 0,16

Die aus der Proliferations- und der Apoptoserate (jeweils mittlere und maximale) ge-
bildete Ratio zeigt einige, zum Teil hoher signifikante Korrelationen zu den klinisch-
pathologischen Parametern. Unter der Annahme, dass eine hohe Ratio einem Zell-
zuwachs in der Summe entspricht, erscheint es jedoch unverstandlich, dass bei ho-
hem Tumorstadium und entsprechender Invasivitat (Lymphknotenbefall, Kapselein-
bruch in Tumor und Organ) eher eine niedrige Ratio gefunden wird. Auf den ersten
Blick kdnnte dies andeuten, dass eine hohe Ratio mit einer guten Prognose korreliert
und andersherum. Zu betonen ist auch hier, dass bezlglich Alter und Tumorgrolle

keine Signifikanz besteht.
4.8 Uberlebenswahrscheinlichkeiten

Im Folgenden werden Kaplan-Meier Uberlebenskurven gezeigt. Es wird untersucht,
inwieweit fiir unterschiedliche Gruppen signifikant unterschiedliche Uberlebenszeiten
bestehen. Dabei ist zu beachten, dass es sich nicht um das sogenannte karzinom-

spezifische Uberleben handelt. Die Sterbedaten wurden nicht hinsichtlich der Todes-
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ursachen aufgearbeitet. Insofern ist es nicht sinnvoll, Uberlebenskurven in Abhangig-
keit von einer Altersgruppierung zu untersuchen.

Zunachst werden die zuvor gebildeten Quantile der gemessenen Werte fur eine Ka-
tegorisierung herangezogen. Des Weiteren werden die anderen, in Kategorien vor-
liegenden Parameter, hinsichtlich ihres Zusammenhanges zur Uberlebenswahr-
scheinlichkeit untersucht. Hierbei werden histomorphologische und klinische Katego-
rien gewahlt.

Zur Anwendung kommen der Wilcoxon-Breslow Test fur den Vergleich mehrerer

Gruppen und Gehan's Wilcoxon Test fur den Vergleich zweier Gruppen.

4.8.1 Gemessene Werte

Mittlere Proliferation, in Quartilen (KICTMEAQ) Maximale Proliferation, in Quartilen (KICTMAXQ)
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Abb. 4.28: Mittelwert der Proliferation Abb. 4.29: Maximalwert der Proliferation
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Abbildung 4.30: ,Gesuchter* Maximalwert der Proliferation
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Mittelwert Apoptose, in Quartilen (APCTMEAQ) Maximum Apoptose, in Quartilen (APCTMAXQ)
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Abb. 4.31: Mittelwert der Apoptose Abb. 4.32: Maximalwert der Apoptose
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Abbildung 4.33: Ratio mittlere Proliferation/Apoptose, gruppiert durch Median

50



Ratio max. Proliferation/max. Apoptose, gruppiert durch Median

100 —

s T

80

— Prol.fApop. <= Median

0rFr L. Prol./Apop. > Median

Kumulatives Uberleben {prozentual)

20

0 2 4 8 8 10 12 14 16

Uberleben in Jahren

Abbildung 4.34: Ratio maximale Proliferation/Apoptose, gruppiert durch Median

Der optische Eindruck, dass es zwischen der Uberlebenswahrscheinlichkeit und den
gemessenen Parametern und der Ratio keine Korrelation gibt, bestatigt sich in der
nachfolgend tabellarisch aufgefihrten Teststatistik und den Signifikanzniveaus. Es
lasst sich somit keine direkte prognostische Abschatzung aus den gemessenen Wer-
ten bzw. der Ratio ableiten. Auch eine Tendenz lasst sich nicht erkennen, so dass

fraglich ist, ob groRRere Fallzahlen moglicherweise eine andere Aussage bedingen.

Tabelle 4-44
p-level

KICTMEAQ 0,96
KICTMAXQ 0,56
KICTMX2Q 0,59
APCTMEAQ 0,24
APCTMAXQ 0,22
KI/APQ 0,48
KIMAX/APMAXQ 0,41
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4 8.2 Histomorphologische/Klinische Kategorien

Im Folgenden werden die Falle nach histomorphologischen oder klinischen Parame-
tern kategorisiert. Den graphischen Darstellungen folgen die Teststatistiken. Fur die

statistisch signifikanten Parameter werden zuséatzlich tabellarisch Uberlebensraten

aufgelistet.
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Abb.4.35: Blutgefalinvasion
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Abb. 4.37: Lymphknotenstatus

Status der Tumorkapsel

—— ohne Kapseldurchbruch

100 ¢ mit Kapseldurchbruch

80| R

60 |

40!

Kumulatives Uberleben (prozentual)

20 ¢

Kumulatives Uberleben (prozentual)

0 2 3 5 6 8 9 1 12 14 16
Uberleben in Jahren

Abb. 4.39: Tumorkapselinvasion
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Abb. 4.36: Lymphgefallinvasion
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Abb. 4.38: Organkapselinvasion

Geschlecht

— weiblich
100

mannlich

80

60

40

20

0 2 3 5 6 8 9 1 12 14 16

Uberleben in Jahren

Abb. 4.40: Geschlecht



TumorgréBe durch Median (1,5 cm) kategorisiert
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Abbildung 4.41: TumorgroRe, durch Median kategorisiert

Tabelle 4-45

Grolke <1,5cm >1,5cm
Anzahl der Patienten 15 14
verstorbene Patienten 2 5
5-Jahres-ULW (%) 100 78,6
10-Jahres-ULW (%) 83 67,3
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TumorgroBe in Quartilen

— Q1 (<=0,95 cm)
00 —m———— . @
i -—- Q3(>25cm)
-‘_S | Y m e e e e e e e
| ol
& 80 |
o
& —_— e — — —
= I
&
g 60 L
= e |
QD
5 I
D
4 I
2 40
5 I
3
£ —
3
X o0 I
I
0
0 2 4 6 8 10 12 14
Uberleben in Jahren
Abbildung 4.42: TumorgroRle, kategorisiert durch Quartile
Tabelle 4-46
Grole <0,95cm >0,95cm; <2,5cm >2.,5cm
Anzahl der Patienten 6 16 7
verstorbene Patienten 1 1 5
5-Jahres-ULW (%) 100 100 57,1
10-Jahres-ULW (%) 83,3 90,5 28,6
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TumorgroBe, Grenzwert 3,5cm
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Abbildung 4.43: TumorgrofRe, durch 3,5 cm (,Literaturwert®) kategorisiert

Tabelle 4-47

Grolke <3,5cm >3,5cm
Anzahl der Patienten 24 5
verstorbene Patienten 3 4
5-Jahres-ULW (%) 100 40
10-Jahres-ULW (%) 89,4 0

Nur bei der TumorgréRe finden sich signifikante Differenzen im Uberleben. Es wurde
hierzu eine Kategorisierung in zwei Gruppen und drei Gruppen (1:2:1-Quartile)
durchgefuhrt. Als Grenze wurde zum einen der Median und als weitere Grenze (die
in der Diskussion erlautert wird) eine Grof3e von 3,5 cm gewahlt.

Die Tabelle 4-48 bestatigt dartber hinaus den auch optisch vorherrschenden Ein-
druck fehlender signifikanter Unterschiede flur die aufgefihrten Gruppen. Dies ver-
wundert, da man fur diese zum Teil ,typischen“ Malignitatskriterien einen Zusam-
menhang mit der Prognose erwarten wurde. Erklarbar ist dies am ehesten dadurch,

dass die Prognose des papillaren Schilddrisenkarzinoms insgesamt relativ gut ist
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und sich eventuelle kleinere Unterschiede statistisch erst bei deutlich groReren Fall-

zahlen bemerkbar machen wirden.

Tabelle 4-48
p-Level

Blutgefall-invasion 0,22
Lymphgefal-invasion 0,32
Lymphknoten-Status 0,50
Organkapsel 0,23
Tumorkapsel 0,16
Geschlecht 0,44
TumorgroRe (Median) 0,07
TumorgrofRe (3,5 cm) 0,00
TumorgroRe (1:2:1-Quartile) 0,00

4.9 Proliferation im papillaren Schilddrisenkarzinom im Vergleich zu anderen

Entitiaten

Nachfolgend werden die Werte fir die Proliferation im papillaren Karzinom mit denen
in normalem Schilddrisengewebe, follikularen Adenomen und follikularen Karzino-
men verglichen. Die graphische Darstellung erfolgt in Box-Whisker-Plots. Die statisti-
schen Parameter werden tabellarisch aufgeflhrt. Zur Anwendung kommt der Mann-
Whitney U-Test fur unabhangige Stichproben. Die Daten fiir die anderen Gewebear-

ten wurden auf die gleiche Weise am Bild-Zytometer ermittelt.
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Abbildung4.44: Mittlere Proliferationsrate
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Abbildung4.45: Maximalwerte der Proliferation

Tabelle 4-49: Signifikanzniveau der Tests (U-Test)

Papca vs. norm adenom follca
KICTMEAN 0,00 0,04 0,04
KICTMAX 0,00 0,43 0,00
KICT TOT 0,00 0,00 0,00

Die Tabelle zeigt, dass sich die Proliferationswerte in papillaren Karzinomen von de-
nen in normalem Schilddrisengewebe hochsignifikant unterscheiden. Bei den Maxi-
malwerten gilt dies in besonderem Malle auch fur die Abgrenzung zu den Aden-
omen. In Relation zum follikuldren Karzinom findet sich statistisch zwar Signifikanz
bei den Mittelwerten, die Abbildungen offenbaren jedoch die weite Uberlappung der

fur den jeweiligen Tumor ermittelten Werte.

4.10 Follikulare Variante des papillaren Karzinoms (FVPC) versus follikulares
Karzinom (FC)

Die folgenden Untersuchungen sollen die Unterschiede zwischen follikularen Karzi-
nomen (FC) und der follikularen Variante des papillaren Karzinoms (FVPC) aufzei-
gen. Da fur die FC nur die Parameter mittlere und maximale Proliferation und Ge-

samtkernzahl vorliegen, kdnnen nur diese fur den Vergleich herangezogen werden.
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Abbildung 4.47: Maximalwert der Proliferation
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Gesamtzahl erfaldter Kerne (KICTTOT)
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Abbildung 4.48: Gesamtzahl der Kerne

Tabelle 4-50: Teststatistik (U-Test)

p
KICTMEAN 0,01
KICTMAX 0,00
KICT_TOT 0,00

Es zeigen sich zum Teil hohe statistische Signifikanzen bei der Betrachtung der
Proliferationsparameter. Die Graphik verdeutlicht jedoch auch einen weiten Bereich
der Uberlappung, eine praktikable Maglichkeit zur Differenzierung ergibt sich hieraus
nur bedingt (s.u.). Bezuglich der Gesamtzahl ist zu ergénzen, dass allein durch die
Dicke der Schnitte die Gesamtzahl der Kerne bereits beeinflusst werden kann und

daher diese GroRe flr einen Vergleich nicht herangezogen werden sollte.

4.11 Follikulare Variante des papillaren Karzinoms (FVPC) versus papillares
Karzinom (PC)

Zwar spielt diese Unterscheidung fir den weiteren therapeutischen Verlauf keine
unmittelbare Rolle, jedoch erfolgt die Untersuchung, um gegebenenfalls Aufschluss
daruber zu gewinnen, ob sich follikulare und (Uberwiegend) papillare Wachstums-

muster auch in der Proliferation und der Apoptose widerspiegeln.
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Gesamtzahl erfater Kerne
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Tabelle 4-51: Signifikanzniveaus (U-Test)

p
KICT_TOT 0,00
KICTMEAN 0,13
KICTMAX 0,03
KICTMAX2 0,15
APCT_TOT 0,33
APCTMEAN 0,19
APCTMAX 0,05

Zwar finden sich nur fir die Gesamtkernzahl und den Maximalwert der Proliferation
in der Teststatistik eine Signifikanz, jedoch fallt graphisch auf, dass sowohl fur die
Apoptose als auch fur die Proliferation bei der follikularen Variante kleinere Werte
ermittelt wurden. Bei der Zelldichte wiederum finden sich hier die etwas grélieren
Werte.
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5 Diskussion

Das Ki-67-Antigen ist im Kern aller proliferierenden Gewebe nachweisbar. Nach der
Mitose wird das Antigen mit einer Halbwertszeit von 60 bis 90 Minuten rasch abge-
baut, so dass es in Zellen, die sich nicht teilen, praktisch nicht nachweisbar ist
(17,18). Nach der Erstbeschreibung des Antigens durch Gerdes 1983 war es zu-
nachst nur in Gefrierschnitten nachweisbar. Durch die Entwicklung des monoklona-
len Antikorpers MIB-1 wurde es spater moglich, ein formalinresistentes Epitop des
Antigens auch in routinemalfig fixiertem Gewebe nachzuweisen. Mittlerweile hat die
quantitative Bestimmung des Ki-67-Antigens mittels MIB-1-Antikdrper zum Nachweis
proliferierender Zellen einen festen Stellenwert in der klinisch-pathologischen For-
schung sowie in bestimmten Fragestellungen auch in der Routinediagnostik. Mehrere
tausend Publikationen existieren, die sich vornehmlich mit der Beziehung zwischen
immunhistologischen Eigenschaften und klinischen Daten beschaftigen. In deutlich
geringerem Ausmal ist auch heute noch die nicht geklarte biologische Bedeutung
des Antigens Gegenstand der Forschung.

Die Rolle der Apoptose in der Bewertung maligner Gewebeveranderungen hat bisher
in der Diagnostik einen weniger hoher Stellenwert. Insbesondere bezlglich differen-
zierter Schilddrisenkarzinome liegen bis heute nur wenige Veroéffentlichungen vor.
Die im Kapitel 2.2 naher erlauterte Methode ist heute ebenso wie der Nachweis des
Ki-67-Antigens aber gut etabliert und standardisiert (19,20).

Die Methoden der Quantifizierung unterscheiden sich in der Vielzahl der Veroffentli-
chungen jedoch erheblich. Meist wird manuell gezahlt, haufig auch nur semiquantita-
tiv gruppiert. In der vorliegenden Arbeit wird ein an der RWTH Aachen mit entwickel-
tes, TV-Bild analysierendes Computersystem genutzt, mit dessen Hilfe es gelingt,
eine sehr hohe Anzahl von Kernen zu erfassen, um damit groRtmaogliche Reprodu-
zierbarkeit und Aussagekraft zu erzielen.

Im Bereich der Schilddrisenpathologie, speziell des dort haufigsten malignen Tu-
mors, dem papillaren Schilddrisenkarzinom, ware es wunschenswert, mittels der
genannten Methoden die diagnostische Sicherheit erhdhen zu kdnnen. Andererseits
waren Aussagen bezuglich der Prognose des einzelnen Tumors fir die weitere Be-

handlung hilfreich und dartber hinaus von Interesse fiur den Patienten.
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5.1 Giute der Messungen

5.1.1 Insich

Wie im Ergebnisteil bereits erwahnt, zeigen die Messwerte einige Eigenschaften,
welche die Gute der Methode unterstreichen. Dies ist zum einen die Unabhangigkeit
des Farbe-Index von der Gesamtzahl der erfassten Zellkerne (KI-67: r=-0,1123,
p=0,540; Apoptose: r=0,102, p=0,555). Demgegenuber steht die Tatsache, dass die
Gesamtzahl und —flache der gemessenen Zellkerne sich in den voneinander unab-
hangigen Messreihen fur die Proliferation und die Apoptose zum Teil recht erheblich
unterscheiden. Da es sich jeweils um ,angrenzende” Schnitte aus gleichen Bldcken
handelt, sollte man zumindest ahnliche Werte erwarten. Die Graphiken fur das Ver-
haltnis der Werte und die Differenzen zeigen jedoch erhebliche Abweichungen von
dieser Erwartung. Die entsprechende Teststatistik zeigt zwar eine deutliche Signifi-
kanz, der Korrelationskoeffizient von 0,56 bzw. 0,59 liegt dagegen doch recht deut-
lich unterhalb einer im Prinzip bei Folgeschnitten zu erwartenden Korrelation von et-
wa > 0,9.
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Abbildung 5.1: Kernzahl Abbildung 5.2: Kernflache

Tabelle 5-1: Relation der erfassten Kernzahlen bzw. Kernflachen bei Proliferation und Apop-

tose

Pearsons r p-Niveau
KICTTOT vs. APCTTOT |0,59 0,00
KIARTOT vs. APARTOT |0,55 0,00

Eine plausible Erklarung erschlie3t sich nicht auf Anhieb. Ursachlich kdnnte sein,
dass die Zelldichte innerhalb der Tumore nicht in sich homogen ist, sondern deutlich
wechselt und bei der Wahl der 20 Gesichtsfelder innerhalb des Tumors unterschied-

lich dichte Areale erfasst wurden.
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5.1.2 Fruhere methodische Untersuchungen

Weitere Aussagen Uber die Gute der MelRmethode lassen sich aus einer am Institut
fur Pathologie der RWTH Aachen erstellten Habilitationsschrift von S. Biesterfeld
(1998) ableiten. Hier wird ausfuhrlich auf die Reliabilitat der Methode eingegangen.
Unter anderem wurde herausgearbeitet, dass sich fur den Vergleich der Messergeb-
nisse nach 20 und nach 40 Gesichtsfeldern eine so deutliche Korrelation (r=0,999,
p<0,001) ergibt, dass eine weitere Erhohung der gemessenen Gesichtsfelder in kei-
ner Relation zu einem Zugewinn an Aussagekraft fuhrt.

Auch wurden immunhistometrisch ermittelte Daten mit denen aus manueller Auszah-
lung entsprechend groRer Proben verglichen. Der Korrelationskoeffizient zwischen
den Mittelwerten nach Immunhistometrie und manueller Zahlung betrug, basierend
auf 231 Paarvergleiche an Mammakarzinomen fur die Proliferation (MIB-1 bzw.
PCNA) 0,881 (p<0,001).

5.1.3 Vergleich der Ergebnisse mit denen anderer Autoren

In vielen mittlerweile veroéffentlichten Untersuchungen bezuglich differenzierter
Schilddrisenkarzinome werden ebenfalls die Farbe-Indices flr die Proliferation (MIB-
1), weniger haufig auch fur die Apoptoserate nach der TUNEL-Methode angegeben.
In der nachfolgenden Tabelle werden diese aufgefuhrt. Dabei finden sich nur Ergeb-
nisse manueller Auszahlung. Nur zum Teil wurden in den jeweiligen Artikeln zur Me-
thodik konkrete Hinweise Uber die Anzahl der erfassten Gesichtsfelder gegeben.
Auch wird teilweise nicht angegeben, ob zum Beispiel nur die Regionen hochster
Dichte an positiv gefarbten Kernen gezahlt wurden. Soweit ersichtlich wurden diese

Einschrankungen mit in die Tabelle eingearbeitet.

Tabelle 5-2: Mittlerer Farbeindex MIB-1 in papillaren Schilddrisenkarzinomen (in

Prozent)
Autor N Mittelwert +/- | Spannweite Bemerkung
Standardabwei-
chung
Eigene (1999) |32 1,32 +/- 1,84 0,00-8,98 Histometrie
(21) 11 1,91 +/- 1,45 1,00-6,00 manuelle Zah-
lung (M2)
(22) 30 Median 1,9 K.A. MZ
(23) 39 1,1 +/-0,7 0,1-3,5 MZ, inkl. 2 fol-
likularer Karz.
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(24) 94 1,83 0,00 -9,92 MZ

(25) 42 3,1 +-2,9 KA. MZ
(26) 56 2,50 KA. MZ
(27) 7 1,6 +/- 0,92 0,2-2,8 MZ

Tabelle 5-3: Maximaler Farbeindex im Praparat, MIB-1 in papillaren Schilddrisenkar-

zinomen (,gesucht®; in Prozent)

Autor N Mittelwert +/- | Median Spannweite |Bemerkung
Standardabwei-
chung
Eigene (1999) |32 6,80 +/- 6,52 5,03 0,00 — 30,23 | Histometrie,
Region  mit
maximaler
positiver
Farbung
(28) 22 8,6 +/-1,0 k.A. k.A. MZ, Region
mit maxima-
ler positiver
Farbung
(29) 38 K.A. 52 0,17 — 24,56 |MZ, Region
mit maxima-
ler positiver
Farbung
(30) 34 29,36 +/- 4,93 K.A. 11,7-353 |MZ
(31) 19 n=7 1-10% | k.A. k.A. MZ, Ergeb-
n=9 11-25 nisse nur in
n=3 26-50 Kategorien

Insgesamt sind im Vergleich zu vielen anderen Karzinomen, bei denen sich mittlere
Proliferationsraten von z.T. deutlich dber 10%, bei Magenkarzinomen sogar von >
50% zeigen (Mihalcea, 2001), bei papillaren Schilddrisenkarzinomen im Grunde uni-
sono sehr geringe Werte angegeben; auch bei den Maximalwerten werden offenbar
nur selten Werte von bis zu 30% erreicht. Die Ergebnisse von Dzieciol (30) weichen
hier etwas ab; offenbar lag in der dort vorgelegten Studie in vielen Fallen ein
hochproliferativer Tumorfokus vor, was sich aus unserer Sicht nicht gleichartig dar-

stellte.

FiUr die Apoptoseraten in papillaren Schilddrisenkarzinomen lassen sich nur wenige
Vergleichszahlen finden. Lediglich Basolo und Yoshida verdffentlichten 1997 und
1999 Zahlen flr den entsprechenden Farbeindex. Diese gleichen im Mittelwert bei

Yoshida in etwa den vorliegenden Daten, jedoch streuen sie deutlich weniger. Die
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Ergebnisse von Basolo liegen um den Faktor 1,85 niedriger und streuen auch weni-

ger.

Tabelle 5-4: Mittlerer Farbeindex Apoptose in papillaren Schilddriisenkarzinomen (in Pro-

zent)
Autor N Mittelwert +/- | Spannweite Bemerkung
Standardabwei-
chung
Eigene (1999) |36 0,37 +/- 0,6 0-2,53 Histometrie,
TUNEL
(23) 39 0,4 +/-0,3 0,1-1,2 MZ, TUNEL
(25) 42 0,2 +/-0,2 0-0,8 MZ. TUNEL

Die in der Literatur gefundenen Angaben zur Ratio Proliferation/Apoptose beim papil-
laren Karzinom sind in der folgenden Tabelle aufgefuhrt. Die von Biesterfeld et al.
2003 verodffentlichten Werte basieren dabei auf den Daten der vorliegenden Arbeit.
Aus dieser Arbeit wurden die Werte fur das follikulare Karzinom angegeben, um zu
verdeutlichen, dass Yoshidas (23) trotz der Vereinigung der Subgruppen deutlich

unterhalb der eigenen Ergebnisse liegt.

Tabelle 5-5:Ratio Proliferation/Apoptose

Autor N Mittelwert +/- Standardabwei-

chung
Eigene (1999) 36 13,26 +/- 21,71 nur pap. Karzinom
(23) 39 44 +/-40 pap. und foll. Karz..
(25) 42 15,2 nur pap. Karzinom
(32) 32 14,7 +/- 21,9 nur foll. Karz.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Werte der vorliegenden Arbeit mit de-
nen aus den meisten anderen Untersuchungen ahnlichen Ansatzes gut in Einklang
zu bringen sind, jedoch deutet die recht deutliche Streuung darauf hin, dass biologi-
sche und ggf. auch methodische Varianten zu berucksichtigen sind. Allerdings kann
diesem Umstand auf dem Sektor des Methodischen dadurch begegnet werden, dass
innerhalb eines Institutes eine prazise Festlegung der methodischen Vorgehenswei-
se definiert wird und daruber hinaus eine Eichung mittels Vergleichen mit manueller
Auszahlung erfolgt. Mit diesem Vorgehen lasst sich eine entsprechende Genauigkeit

in der Quantifizierung mittels TV-Bild-Analyse erreichen.

Andere Autoren verglichen den Quotienten Proliferation/Apoptose mit den klinischen

Daten (23). Ihnen gelang es ebenso wenig, wie in der vorliegenden Arbeit, signifikan-
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te Korrelationen darzustellen. Die von Yoshida festgestellte Tendenz eines Zusam-
menhangs zum Alter und zur GroRe kann anhand der eigenen Daten nicht bestatigt
werden (Alter: r=0,397, p=0,061 und GroRRe: r=-0,222, p=0,333). Das Ergebnis von

Kjellmann (2003) lasst sich mit den vorhandenen Daten nicht bestatigen (s.u.).

5.2 Diagnostische Relevanz

5.2.1 Sensitivitat und Spezifitat

Die Identifizierung von differenzierten Karzinomen in Schilddrisenresektaten gelingt
nicht in allen Fallen. Dabei scheint die Differenzierung zwischen follikularem Adenom
und mikroinvasivem follikularem Karzinom weiterhin ein fuhrendes Problem zu sein
(33), ist jedoch nicht Gegenstand dieser Arbeit. Die nur begrenzten Mdglichkeiten der
immunhistometrischen Bestimmung der Proliferationsrate (und zum Teil der Apopto-
seraten) fur diese Abgrenzung wurde in mehreren Arbeiten dargestellt (21,23,34-
38). So stellen diese Parameter zwar eine Hilfestellung dar, jedoch ist die Abgren-
zung nicht soweit moglich, dass sich eine Implementierung dieses Verfahrens in die
Routine bisher gelohnt hatte.

Papillare Karzinome stellen in ihrer Erkennung in vielen Fallen sicherlich kein Prob-
lem dar, man konnte jedoch die diagnostische Sicherheit erhdhen. So konnte gezeigt
werden, dass der immunhistochemische Nachweis von HBME-1 nahezu beweisend
fur das Vorliegen einer Malignitat ist (39). Weder nodulare Hyperplasien noch folliku-
lare Adenome zeigten hierfur eine positive Reaktion. Jedoch wurden differenzierte
Karzinome dabei nur mit einer Sensitivitat von 55% (78/142) erfasst .

In Kapitel 4.9 konnte gezeigt werden, dass eine Abgrenzung zu allen nicht malignen
Veranderungen (KICTMEAN: — Normalgewebe p=0,000004; — follikulares Adenom
p=0,044) statistisch mit zum Teil hoher Signifikanz mdglich erscheint. Doch zeigen
die Graphiken auch einen groRen Uberlappungsbereich, so dass eine weitergehende
Betrachtung notwendig ist, um Aussagen bezuglich der Sensitivitat und Spezifitat der
Methode machen zu kdnnen.

Aus der unten gezeigten Tabelle und Abbildung ist zu entnehmen, dass mittlere Pro-
liferationswerte oberhalb eines Schwellenwertes von 0,27% bei normalem Schilddri-
sengewebe nicht vorkamen. Die Werte fur die Karzinome, und eingeschrankt auch
fur die Adenome, lagen grofBtenteils deutlich darlber. Liegt also die Spezifitat zur

Detektion von Normalgewebe oberhalb dieser Grenze bei 100%, erreicht die Sensiti-
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vitat fur die Erkennung eines Tumors (Karzinoms oder Adenom) noch ein Niveau von
etwa 72%, die zur Erkennung eines Karzinoms knapp 80%.

Eine Sensitivitat von 100% lasst sich auf der Basis der erhobenen Daten nicht errei-
chen, da bei einzelnen Karzinomen die Farbung vollstandig negativ ausfiel.

So lasst sich fur verschiedene ,Grenzwerte“ der mittleren Proliferationsrate jeweils
die Sensitivitat und Spezifitat berechnen mit der entweder Tumore von normalem

Parenchym, oder aber auch Karzinome von benignem Gewebe zu differenzieren

sind.
Alle Tumore vs. normales Parenchym
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Maligne Tumore vs. benignes Gewebe
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Abbildung 5.4
Tabelle 5-6:
Tumore Karzinome
VS. VS.
normales Parenchym| benignes Gewebe
"Grenzwert" der
Proliferationsrate |Sensitivitat| Spezifitat |Sensitivitat| Spezifitat
(%) (%) (%) (%) (%)
0,1 87,23 35 87,50 22,00
0,2 80,85 70 84,38 44 00
0,27 72,34 100 79,69 66,00
0,3 72,34 100 79,69 66,00
0,4 64,89 100 73,44 72,00
0,5 57,45 100 67,19 78,00
0,6 52,13 100 64,06 84,00
0,7 48,94 100 62,50 88,00
0,8 48,94 100 62,50 88,00
0,9 44 68 100 57,81 90,00
1 42 55 100 54,69 90,00
1,1 38,30 100 51,56 94,00
1,2 35,11 100 46,88 94,00
1,3 35,11 100 46,88 94,00
1,4 28,72 100 39,06 96,00
1,5 28,72 100 39,06 96,00
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1,6 24,47 100 32,81 96,00
1,7 23,40 100 31,25 96,00
1,8 23,40 100 31,25 96,00
1,9 22,34 100 29,69 96,00
2 21,28 100 29,69 98,00
2,5 18,09 100 25,00 98,00
3 14,89 100 20,31 98,00
3,5 10,64 100 14,06 98,00
4 8,51 100 12,50 100,00
4,5 7,45 100 10,94 100,00
5 6,38 100 9,38 100,00
5,5 5,32 100 7,81 100,00
6 4,26 100 6,25 100,00

Hieraus lasst sich ableiten, dass beispielsweise fur eine Grenze von 0,2% fur die
mittlere Proliferationsrate zwar ca. 84% der Karzinome erkannt werden, in dieser
Gruppe jedoch auch 56% der nicht malignen Gewebe verblieben. Umgekehrt kdnn-
ten bei einem Grenzwert von 0,9% schon 90% der gutartigen Proben herausgefiltert
werden, dies aber mit der Folge, dass auch 42,2% der Karzinome unentdeckt blie-
ben. Die Forderung nach einer Spezifitat von 100% wirde bedeuten, 87,5% der Kar-
zinome zu ,Ubersehen®. Fur die Praxis lasst sich angesichts dieser Verhaltnisse kein
relevanter Nutzen ableiten. Zu fordern waren deutlich hohere Schnittpunkte der Kur-

ven fur Sensitivitat und Spezifitat.

5.2.2 Differenzierung zu anderen Entitaten

In mehreren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass beim papillaren Schild-
drusenkarzinom eine nicht unerhebliche Zahl der Falle bei der Diagnosestellung zu
Schwierigkeiten fuhrt. Insbesondere die follikulare Variante des papillaren Karzinoms
scheint auch nach kernmorphologischen Kriterien nicht immer sicher als solches i-
dentifizierbar zu sein, mehrere Autoren haben dies nachdricklich dargestellt (40-43).
Da sich hieraus unmittelbare Auswirkungen auf das Behandlungsvorgehen ergeben,
ware ein weiteres Kriterium wunschenswert, um im ,histomorphologischen Zweifels-
fall* eine eindeutige Zuordnung durchfihren zu kénnen. So wird durch jungste Unter-
suchungen bestatigt, dass sich follikulare Karzinome in ihrem Verhalten sehr deutlich
von dem der follikularen Variante der papillaren unterscheidet (44). Kamoshida konn-
te zeigen, dass ein Marker existiert, der mit hoher Signifikanz diese Differenzierung
ermoglicht. Demnach scheint fur DU-PAN-2 (ein Typ 1 Blutgruppenantigen) eine ho-
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he Spezifitat fur papillare Karzinome einschlieRlich deren follikularer Variante zu be-
stehen, wohingegen follikulare Tumore (Adenome und Karzinome) nur in Ausnah-
men positiv reagieren. Signifikanzniveaus werden in der Arbeit jedoch nicht angege-
ben (45).

Wie im Ergebnisteil aufgeflhrt, ist diese Differenzierung zwischen follikularem Karzi-
nom und der follikularen Variante des papillaren Karzinoms mit KI-67 als Marker mit
p=0,001023 im U-Test fur die maximale Proliferationsrate statistisch hochsignifikant
nachweisbar. Die Konsequenz fur die Praxis ware demnach, dass bei Vorliegen ei-
nes invasiven Karzinoms mit follikularer Struktur beim Nachweis einer maximalen
Proliferationsrate unterhalb eines Schwellenwertes der Verdacht formuliert werden
musste, es handele sich um die follikulare Variante eines papillaren Karzinoms.

Da die Grafiken in Kapitel 4.11 aber auch hierbei eine deutliche Uberlappung der
Ergebnisse zeigen, muss, wie im vorherigen Unterkapitel, auch hier eine weiterflih-

rende Betrachtung in analoger Weise erfolgen.

Follikuldres Karzinom vs. FYPC
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"Grenzwert" der max. Prolifertionsrate

Abbildung 5.5
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Tabelle 5-7

Follikulare Variante des pa-
pillaren Karzinoms
VS.
foll. Karzinom
"Grenzwert" der
Proliferationsrate|Sensitivitat Spezifitat
(%) (%) (%)
0,1 100,00 0,00
0,2 100,00 0,00
0,3 100,00 0,00
0,4 100,00 0,00
0,5 100,00 18,18
0,6 96,88 18,18
0,7 90,63 18,18
0,8 90,63 18,18
0,9 87,50 18,18
1 84,38 18,18
1,1 84,38 18,18
1,2 84,38 27,27
1,3 84,38 27,27
1,4 84,38 45,45
1,5 84,38 54,55
1,6 84,38 63,64
1,7 84,38 63,64
1,8 81,25 72,73
1,9 81,25 81,82
2 81,25 81,82
2,5 81,25 81,82
3 81,25 90,91
3,5 71,88 90,91
4 62,50 90,91
4.5 62,50 90,91
5 59,38 90,91
5,5 59,38 90,91
6 56,25 90,91

Bezulglich der Differenzierung zwischen FVPC und FC sind die Werte folgenderma-
Ren zu interpretieren: fur niedrige Grenzwerte, z.B. 0,5% werden zwar alle follikula-
ren Karzinome erfasst, jedoch auch fast 82% der FVPC-Gruppe als positiv gewertet.
Ab einer Grenze von 3% und dartber werden mehr als 90% der FVPC ,herausgefil-
tert®, aber es werden auch uber 20% der FC nicht erkannt. Im Bereich um 2% ist die

Treffsicherheit am gro3ten: hier betragen Sensitivitat und Spezifitat etwa 80%.
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Der Aufwand erscheint angesichts der wenig verlasslichen Aussagekraft jedoch nur
bedingt gerechtfertigt. Bezuglich der Apoptose und der Ratio lasst sich hierzu keine
Aussage machen, da entsprechende Werte fur die follikularen Karzinome nicht vor-

lagen.
5.3 Prognose

Die klinische Bedeutung des Proliferationsmarkers Ki-67 wurde fur verschiedene
Krankheitsbilder gezeigt (46). Fur Mammakarzinome liegt diese beispielsweise in der
Moglichkeit, die Entscheidung bezuglich einer adjuvanten Therapie zu unterstutzen
oder auch in der Uberpriifung der Wirksamkeit einer adjuvanten Therapie. Darliber
hinaus erlaubt KI-67 beim Brustkrebs prognostische Abschatzungen (47-52). Eine
ahnliche Bedeutung wurde auch fur nichtkleinzellige Bronchialkarzinome entdeckt
(53-55). Prognostische Aussagekraft wurde auch fur hepatozellulare Karzinome ge-
funden (56,57), hier wurde zum Teil auch die Apoptoserate als prediktiver Faktor i-
dentifiziert. Keine oder nur schwache Wertigkeit konnte Ki-67 als Prognosefaktor fir
kleinzellige Bronchialkarzinome (58) und kolorektale Karzinome (59-61) aufweisen.
Die im Ergebnisteil aufgefiinrten umfangreichen Untersuchungen zu den Uberle-
bensstatistiken zeigen, dass aus den ermittelten Parametern prognostische Aussa-
gen nur bedingt moglich sind.

Sowohl die Proliferations- als auch Apoptoserate, und auch die Ratio Proliferati-
on/Apoptose zeigte keinen unmittelbaren Einfluss. Zu ahnlichen, weniger optimisti-
schen Ergebnissen kommen auch andere Autoren (62).

Die Ergebnisse von Kjellmann scheinen dem Marker eine héhere prognostische Kraft
zuzuschreiben (63), mit den vorliegenden Daten ist dies jedoch nicht reproduzierbar.
Den Autoren gelang es, durch eine entsprechende Eingruppierung der verschiede-
nen papillaren Karzinome nach pathologisch-klinischen Gesichtspunkten einen sta-
tistisch signifikanten Zusammenhang zwischen klinischem Verlauf und den Prolifera-
tionsraten nachzuweisen. Jedoch liegen die fur eine entsprechende Einteilung in ag-
gressive und nicht-aggressive Tumore notwendigen Daten in dieser Form nicht vor.
Im untersuchten Patientenkollektiv fand sich in keinem Fall eine Fernmetastase. Das
Follow-up bezog sich lediglich auf die Ermittlung der Sterbedaten.

Etwas anders stellt sich die Situation unter gleichzeitiger Betrachtung der klinischen
und histopathologischen Parameter dar. Statistisch zeigt sich eine hoch signifikante

Abhangigkeit der Uberlebensraten von der TumorgréRe. Dies deckt sich mit den Er-
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gebnissen der Literatur (64,65). So wurden flir das papillare Karzinom das Patien-
tenalter( beta-Koeffizient=2,53 in einer multivariaten Analyse) und die Tumorgroflie
(beta=,93) zusammen mit der Beteiligung extrathyreoidalen Gewebes( =0,86) und
die Vollstandigkeit der Resektion (=0,91) als wesentliche unabhangige pradiktive
Faktoren beziiglich des karzinom-spezifischen Uberlebens gefunden. Eine fehlende
Abhangigkeit der TumorgrofRe vom Alter (R=0,12; p=0,48) auch im vorliegenden Un-
tersuchungsgut unterstreicht dies.

Das Alter als pradiktive GroRRe lasst sich anhand der vorliegenden Daten nicht beur-
teilen, da die Sterbedaten nicht hinsichtlich der Todesursachen aufgearbeitet wur-
den. Bezuglich der Beteiligung extrathyreoidalen Gewebes (also Organkapselliber-
schreitung, Lymphknotenbefall und Metastasierung) lasst sich anhand meiner Daten
allerdings kein direkter Zusammenhang herleiten. Auch bezuglich der Tumorkapsel-
invasion zeigt sich keine Signifikanz. Dies wiederum wird auch von anderen Autoren
bestatigt (66).

Trotz des fehlenden direkten Zusammenhangs der gemessenen Werte zum Uberle-
ben, lasst sich wegen des signifikanten Zusammenhangs zwischen Proliferationsrate
und Alter (R=0,373 mit p=0,035 bzw. R=0,403 mit p=0,022) eine Beziehung postulie-
ren, deren direkter statistischer Nachweis anhand unserer Daten nicht gelingt. Dies
mag wiederum der zu geringen Fallzahl zuzuschreiben sein.

Unter der Annahme, dass das Tumorstadium, die Invasion von Lymphgefaf3en bzw.
der Befall von Lymphknoten sowie der Einbruch in die Organkapsel Ausdruck der
Beteiligung extrathyreoidalen Gewebes ist, und diese Parameter signifikante Zu-
sammenhange bzgl. der Apoptoseraten zeigen (T1/T4: p=0,009 bei den Maximalwer-
ten; LK-Befall: p=0,007; Lymphgefallinvasion: p=0,003; Organkapseleinbruch:
p=0,02 ), kann in analoger Weise ein indirekter Zusammenhang zum karzinom-
spezifischen Uberleben hergeleitet werden. Der Beweis dieser Hypothese gelingt mit
den vorliegenden Daten jedoch nicht.

Die Signifikanzniveaus der Ratio Proliferation/Apoptose hinsichtlich der vorgenann-
ten GrofRRen sind fast identisch, so dass die Gegenuberstellung von Proliferation und
Apoptose als Ausdruck eines Netto-Gewinns oder —Verlustes von Zellen keinen In-
formationsgewinn liefert.

Die Aussagekraft bisheriger klinisch-pathologischer Klassifizierungen hinsichtlich der
Prognose hat ein hohes Niveau. Um hier die Vorhersagekraft erhdhen zu kénnen, ist

zu fordern, dass grofere Fallzahlen und weitergehende Untersuchungen durchge-
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fuhrt werden, um den Stellenwert sowohl der Proliferation (quantifiziert mit Ki-67) als
auch der Apoptose (TUNEL-Methode) bei der Beurteilung papillarer Schilddrisen-
karzinome zu prazisieren. Die bisherigen Ergebnisse sprechen jedoch sehr daflr,
dass diesen Parametern flr diese Tumorentitat niemals die Bedeutung zukommen
wird, wie beispielsweise fir Mammakarzinome.

Unabhangig von der klinischen Bedeutung ist es darlber hinaus fur das biologische
Verstandnis des ,Tumorverhaltens® in jedem Fall von Interesse, die Zellvermehrung

und den programmierten Zelltod bestmaoglich zu evaluieren.

Die vorliegende Arbeit muss somit als Teil einer Gesamtstrategie zur Klarung des
Wachstumsverhaltens von Malignomen, insbesondere papillarer Schilddrisenkarzi-
nome, verstanden werden. DarUber hinaus liefern die ermittelten Daten einen Beitrag
zur Evaluierung der Methode der TV-Bild-analytischen, computergestutzten Quantifi-

zierung grolder Zellzahlen.
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der quantitativen immunhistochemischen
Bestimmung von Proliferation und Apoptose in papillaren Schilddrisenkarzinomen.
Zur Anwendung kommt dabei ein TV-bildanalytisches Messsystem, dass an der Uni-
versitatsklinik Aachen entwickelt wurde. Vergleiche mit bisher publizierten Werten
zeigen eine gute Ubereinstimmung mit den hier ermittelten Daten. Im Rahmen einer
Habilitationsschrift, der diese und andere Arbeiten zu Grunde liegen, konnte die Aus-
sagekraftigkeit dieser Methode belegt werden.

Leider sind nur eingeschrankte Rlckschllisse von den immunhistometrisch ermittel-
ten Proliferations- und Apoptoseraten auf das klinische Verhalten der Tumore zulas-
sig. So ist neben den schon bekannten prognostisch relevanten TNM-Kriterien eine
bessere Prognoseabschatzung nicht sicher zu erzielen gewesen. Dies mag ange-
sichts der relativ guten Prognose des papillaren Schilddrisenkarzinoms erst bei
deutlich gréReren Fallzahlen und bei langeren Beobachtungszeitraumen zu erreichen
sein. Daruberhinaus zeigt sich jedoch das Potenzial, mit Hilfe dieser Parameter in
differentialdiagnostisch schwierigen Fallen ein zusatzliches Diagnosekriterium zu
gewinnen. Insbesondere zeigt sich, dass die mitunter schwierige Differenzierung
zwischen follikullarem Karzinom und der follikullaren Variante des papillaren Karzi-
noms durch die quantitative Erfassung der Proliferation unterstutzt werden kann. Bei
der prognostischen Einschatzung hingegen koénnen die Proliferationparameter die
Erwartungen nicht erflullen. Fur die Apoptose zeigen sich hohe Korrelationen zu den
klassischen Kriterien flr Invasivitat. Diesen wurde an anderer Stelle ein hoher pradik-
tiver Wert hinsichtlich des Uberlebens bescheinigt. Zwar gelingt dies anhand der vor-
liegenden Daten fur die Apoptose nicht unmittelbar. Jedoch scheint dies der geringen
Fallzahl und dem insgesamt guten Uberleben fir diese Tumorentitdt geschuldet.
GrolRere Fallzahlen und langere Nachbeobachtung konnten zu diesem Ziel flhren.
Somit ist fur die immunhistometrische Bestimmung der Apoptoserate zuklnftig ein

hoherer Stellenwert zu erwarten.
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8 Anhang: Rohdaten Ki-67 und Apoptose

8.1 Papillares Karzinom
KICT_TOT |[KICTMEAN |KICTMAX [KICTMAX2 |APCT _TOT |APCTMEAN APCTMAX
1 3885 5,56 10,05 30,23 4575 0,59 7,95
2 4505 0,60 1,75 3,18 6386 0,00 0,00
3 4842 3,10 6,44 6,44 4509 0,07 0,44
4 4318 2,76 5,70 7,91 5668 1,29 10,96
5 5992 0,05 0,63
6 3806 0,42 1,33 1,33 5732 1,55 8,86
7 5221 0,33 2,95
8 5263 2,53 26,71
9 3618 1,66 5,86 7,06 4891 0,18 1,07
10 3233 0,34 1,53 2,86 5465 1,10 20,00
11 4440 1,87 4,90 11,11 5032 1,83 12,34
12 4512 3,19 5,14 20,17 6211 0,03 0,36
13 3623 0,19 1,16 2,78 5376 0,02 0,59
14 3893 1,10 5,85 8,06 4856 0,12 0,86
15 2140 0,84 2,68 7,41 3862 0,08 0,65
16 4564 0,02 0,41
17 4596 0,30 1,53 2,91 6590 0,14 0,73
18 2604 0,23 1,76 2,17 3841 0,10 0,69
19 3229 0,25 0,83 2,60 4598 0,09 0,78
20 5196 0,08 1,17
21 3648 1,51 4,21 4,21 5025 0,06 0,37
22 3882 0,64 3,21 3,21 3320 0,21 3,80
23 4335 1,01 2,74 5,33
24 4196 0,86 6,02 6,60 5026 0,06 0,41
25 4962 0,10 0,77
26 3400 1,32 4,55 6,45
27 5272 0,06 0,41 3,73 5476 0,71 4,35
28 3981 0,00 0,00 0,00
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29 3650 2,08 5,95 13,28 4166 0,10 0,98
30 4154 0,10 0,50 0,98 7019 1,00 4,74
31 4782 0,42 3,47 16,58 5289 0,66 5,24
32 4890 0,31 1,48 4,41 5171 0,02 0,36
33 5751 0,12 0,63
34 6965 0,06 0,77
35 4754 1,09 1,81 5,41 5090 0,06 0,65
36 4879 0,08 0,40 0,40 6486 0,00 0,00
37 4312 0,30 1,15 5,44

38 4123 0,56 1,49 4,74 5467 0,00 0,00
39 5474 0,49 1,28 2,93 6917 0,00 0,00
40 3462 8,98 16,16 17,77 3027 0,00 0,00
8.2 Follikulares Karzinom

KICT_TOT |KICTMEAN | KICTMAX

1 4882 0,04 0,85

2 5140 2,33 8,13

3 7173 0,03 0,62

4 6597 1,39 8,33

5 6672 1,23 3,17

6 7494 0,91 3,32

7 7057 1,37 5,68

8 8017 3,92 6,53

9 7463 0,19 1,75

10 5925 4,42 10,91

11 3940 1,57 6,25

12 6028 2,67 6,98

13 6589 53 10,95

14 3761 1,38 3,7

15 5195 1,52 4,67

16 5625 0,21 0,95

17 6632 0,03 0,56
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18 6858 0,03 0,63
19 6322 0,47 7,47
20 6778 8,5 28,78
21 7463 1,17 9,01
22 6865 1,53 6,45
23 6217 0,8 3,55
24 5697 2,4 7,02
25 7169 6 20,93
26 5708 1,17 3,7
27 7628 2,56 8,73
28 9054 8,53 15,81
29 7670 3 13,86
30 6201 0,98 3,1
31 6902 4,68 7,43
32 8184 3,37 8,61
8.3 Follikulare Adenome
KICT_TOT | KICTMEAN | KICTMAX
1 4105 0,05 1,9
2 7328 0,4 2,03
3 4785 0,25 1,59
4 5252 0,08 2,13
5 4851 0,08 1,35
6 5192 0,06 0,88
7 6492 0,17 4,1
8 7768 0,19 1,29
9 6067 0,69 4,96
10 8348 0,13 1,22
11 5436 0,2 1,04
12 4444 0,47 5,13
13 3935 0,51 4,26
14 5914 0,56 1,87
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15 3980 1,98 10,88
16 4982 0,24 2,13
17 4227 1,09 3,57
18 6611 0,44 2,11
19 4833 0,37 2,63
20 5983 0,55 4
21 4343 1,01 5,26
22 4518 0,86 3,51
23 5117 0,27 1,8
24 8010 1,24 3,46
25 6528 0,15 1,32
26 4898 0,27 4,55
27 5343 0,32 10,28
28 4398 0,75 84,62
29 3348 3,7 39,24
30 3938 0,36 1,87
8.4 Normales Parenchym
KICT_TOT | KICTMEAN | KICTMAX
1 2986 0,07 0,71
2 3374 0,18 1
3 2405 0,08 0,79
4 2841 0,14 1,24
5 2367 0,13 0,96
6 1624 0,25 1,68
7 1654 0,12 1,03
8 1410 0,21 1,45
9 1812 0,11 1,83
10 1743 0,06 1,1
11 2727 0,22 0,76
12 2419 0,21 1,35
13 2972 0,07 0,79
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14 2055 0,24 1,79
15 2793 0,04 0,69
16 2205 0,27 1,55
17 2536 0,08 1,01
18 2556 0,12 0,95
19 1719 0,17 1,39
20 2224 0,04 0,64
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