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Inzidenz und prognostische Relevanz von disseminierten epithelialen Einzelzellen in
zervikalen Lymphknoten von Patienten mit papillirem Schilddriisenkarzinom im
Stadium pNO [169].

Ilona Daumer, geb. Adamowsky

Das Ziel dieser Studie ist ein immunhistochemischer Nachweis disseminierter
Tumoreinzelzellen in zervikalen Lymphknoten bei Patienten im histopathologischen Stadium
pNO mittels verfeinerten immunhistochemischen Analysen. Im Friihstadium der papilldren
Schilddriisenkarzinome wird sowohl eine systematische Lymphadenektomie als auch eine
adjuvante Behandlung mit Radiojod zur Eliminierung von okkulten Tumorzellen kontrovers
diskutiert, da wenig iiber das Ausmalf} der lymphatischen Mikrodissemination bei diesen
Patientenkollektiv bekannt ist.

In dieser Arbeit wurden in Formalin eingebettete Schnitte der resezierten, cervikalen
Lymphknoten systematisch mittels einer immunhistochemischen Analyse (monoklonaler
Antikorper BER-EP4) auf das Vorhandensein disseminierter Tumoreinzelzellen untersucht.
Dabei wurden klinische und histopathologische Parameter sowie der postoperative Verlauf
dokumentiert. Die erhobenen Daten wurden nach der Kaplan-Meier-Methode und dem Log-
Rank-Test analysiert. Insgesamt wurden 321 Lymphknoten von 40 Patienten
immunhistochemisch aufgearbeitet. Bei 12,5% der Patienten wurden disseminierte okkulte
Tumoreinzelzellen diagnostiziert. Zusétzlich zur Tumorresektion erhielten 90% der Patienten
eine adjuvante Radiojodbehandlung. Der mittlere Beobachtungszeitraum in unserem
Kollektiv betrug 72 Monate.

In der Studie konnte gezeit werden, dass der Nachweis disseminierter Tumoreinzelzellen
nicht mit den klinisch-pathologischen Risikoparametern korrelierte und keinen signifikanten
Einfluss auf die Prognose dieser Patienten hatte.

Die immunhistochemische Analyse ermoglicht jedoch den Nachweis disseminierter
Tumoreinzelzellen bei Patienten mit einem papilldren Schilddriisenkarzinom im pNO
Stadium. In Anbetracht der langjéhrigen und kontroversen Diskussion iiber die Indikation zur
prophylaktischen Lymphadenektomie und zur adjuvanten Radiojodtherapie konnen diese
Ergebnisse moglicherweise wertvolle Hinweise liefern und die wissenschaftliche Basis fiir

weitere experimentelle Studien darstellen.



Incidence and prognostic relevance of disseminated epithelial single cells in cervical
lymph nodes of patients with papillary thyroid carcinoma in stage pNO [169].

Ilona Daumer, geb. Adamowsky

This study was aimed to assess the extend of nodal microdissemination in patients with pNO
papillary thyroid carcinoma (PTC) using immunohistochemical analysis. In early stage PTC
both, systematic lymphadenectomy as well as radio iodine treatment, aimed to eliminate
occult nodal tumor involvement, are under controversial debate, since little is known about
the extend of lymphatic microdissemination in these patients. Formalin embedded samples of
the resected lymph nodes were systematically screened for the presence of disseminated
tumor cells using immunohistochemistry (monoclonal antibody Ber-EP4). Clinical and
histopathological parameters as well as the post-operative course were recorded. Survival data
were analyzed by the Kaplan-Meier method and the log rank test.

Overall 321 lymph nodes of 40 patients were screened immunohistochemically. In 12.5 % of
the patients disseminated occult tumor cells were diagnosed. In addition to tumor resection 90
% of the patients underwent adjuvant radio-iodine treatment. The mean observation period in
our collective was 72 months.

The detection of disseminated tumor cells did not correlate with clinic pathologic risk
parameters and did not have significant influence on the prognosis of these patients.
Immunohistochemically analysis enables the detection of disseminated tumor cells in patients
with pNO PTC. This finding seems to support the application of adjuvant radio iodine, even in

early tumor stages.
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1 Einfiihrung

Patienten, welche an einem papillarem Schilddriisenkarzinom erkranken, weisen iiberwiegend
eine sehr gute Prognose auf. Dennoch kommt es bei einem nicht unerheblichen, prozentualen
Teil der Patienten zur weiteren Tumorprogression, so dass von der Existenz okkulter
Tumorresiduen auszugehen ist, die jedoch mit einem konventionellen Staging-Verfahren nicht
zu detektieren sind. Aufgrund dessen wird vielfach eine prophylaktische Lymphadenektomie
ebenso wie eine adjuvante Radiojodtherapie durchgefiihrt. Allerdings wird dieses Vorgehen
insbesondere bei Patienten ohne einen klinischen Verdacht auf eine Lymphknotenbeteiligung
kontrovers diskutiert, da sowohl eine prophylaktische Lymphadenektomie wie auch die
Radiojodtherapie behandlungsspezifische Risiken aufweisen.

Zwischenzeitlich konnten bei einer Vielzahl von Tumorentititen okkulte Tumoreinzelzellen
in Lymphknoten und Knochenmark nachgewiesen werden, welche eine ungiinstige Prognose
aufzeigten [12-14]. Beim papilldren Schilddriisenkarzinom liegen diesbeziiglich noch keine
publizierten Ergebnisse vor. Um das Ausmall minimaler Tumorresiduen zu bestimmen, haben
wir die Lymphknoten von Patienten im histopathologischen Stadium pNO einer verfeinerten
immunhistochemischen Analyse unterzogen.

Diese Ergebnisse konnten weitere Hinweise darauf ergeben, in welchem Ausmalf eine
Lymphadenektomie, bzw. eine Radiojodtherapie bei diesen Patienten durchgefiihrt werden

sollte.
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1.1 Das papillare Schilddriisenkarzinom

Das papilldre Schilddriisenkarzinom (PTC) ist die hdufigste endokrine, epitheliale maligne
Neoplasie und hat insgesamt einen giinstigen Verlauf mit einer 10-Jahres-Uberlebensrate von
mehr als 90% [31, 45, 46]. Es ist ein von den schilddriisenhormonproduzierenden
Thyreozyten ausgehender Tumor. Der Tumor weist papilldre und/oder kombiniert follikulére
Anteile auf.

Alle papilldren Tumore haben einen papilldren Anteil, ganz gleich der prozentualen
Gesamtmasse. Davon ausgeschlossen sind aber Tumore mit einem undifferenzierten Anteil,
diese werden dann als anaplastische Karzinome deklariert [15, 16].

Schilddriisentumore, welche innerhalb der Schilddriisenkapsel begrenzt liegen werden als
intrathyroidale Tumore bezeichnet. Schilddriisentumore, bei denen bereits ein
Kapseldurchbruch vorliegt und die somit bereits iiber einen extrathyroidalen Anteil verfiigen,
weisen eine deutlich hohere Wahrscheinlichkeit einer lymphogenen Metastasierung auf.
Pathophysiologisch ist in iiber 50% der Fille eine Uberexpression des ras-Onkogens
auszumachen. Auch eine gehdufte Assoziation von papilldren Schilddriisen-Karzinomen mit
der familidren adenomatdsen Polypose ldsst eine Mutation des APC-Genes (adenomatous
polyposis coli) als Ausloser annehmen.

Papilldare Mikrokarzinome werden definiert als kleine Tumorherde (<10 mm), welche im
Verlauf der Jahre eine ansteigende Inzidenz aufzeigen. Ein fraglicher Zusammenhang mit

Umwelteinfliissen wird diskutiert [46].

In der Literatur werden unterschiedliche Subtypen des PTC's differenziert. Die Subtypen
konnen auch kombiniert vorkommen.

Papilldres Karzinom (klassischer Typ mit Milchglaskernen, nicht klassischer Typ ohne
Milchglaskerne).

e Papilldres Mikrokarzinom (<1 cm)

e Gekapselte Variante

e Follikuldre Variante

o Diffus-sklerosierende Variante (multizentrisches)
e Oxyphiler Zelltyp

e Mischtumoren
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Trotz operativer Therapie erleiden etwa 30% der Patienten ein Tumorrezidiv oder weisen
Fernmetastasen auf. Die Inzidenz des papilldren Schilddriisenkarzinoms hat sich wihrend des
letzten halben Jahrhunderts kontinuierlich erhéht [46].

Da die Schilddriisenkarzinome eine bevorzugte lymphogene Metastasierung aufweisen
besteht die primdre Therapie sowohl aus einer radikalen Thyreoidektomie als kurativem Ziel,
als auch aus einer lokoregiondren Lymphadenektomie [44].

In klinischen Studien wurde belegt, dass Lymphknotenmetastasen eine prognostische
Relevanz aufweisen, beziiglich auf ein erh6htes Risiko sowohl bei Lokalrezidiven als auch bei
Fernmetastasen [47, 48]. Folgerichtig ist ein wesentlicher Bestandteil der Therapie die
Lymphadenektomie bei nachweisbaren makroskopischen Lymphknotenmetastasen.

Wenn jedoch in der prdoperativen Bildgebung keine suspekten Lymphknoten nachweisbar
sind, wird eine prophylaktische Lymphadenektomie kontrovers diskutiert [49, 52], wobei in
etwa 50% der Fille in der histopathologischen Aufarbeitung der zervikalen Lymphknoten
mikroskopische Tumoranteile identifiziert werden konnten [51]. Allerdings ist deren
prognostische Relevanz bislang nicht eindeutig erwiesen [43, 50, 42].

Andererseits stellt die Identifizierung befallener Lymphknoten im Rahmen der
histopathologischen Aufarbeitung einen integralen Bestandteil des Tumorstagings dar. Auf
dieser Grundlage kann dann ggf. die Indikation zu weiteren adjuvanten Therapiemalnahmen
gestellt werden [49].

Jedoch wird in diesem Zusammenhang auch die Indikation zur Radiojodtherapie bei nodal
negativen Patienten kontrovers diskutiert [Sawka AM].

In Anbetracht der entscheidenden Rolle der residualen Tumorreste in zervikalen
Lymphknoten fiir die Entscheidungsfindung in Bezug auf eine Radio-Jod-Therapie sowie fiir
das Ausmaf3 der Lymphadenektomie haben wir die Lymphknoten von Patienten im
histopathologischen Stadium pNO einer verfeinerten immunhistochemischen Analyse
unterzogen und diese Ergebnisse im Rahmen einer Nachsorgeuntersuchung mit der

onkologischen Langzeitprognose korreliert.
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1.1.1 Inzidenz

Die Inzidenz des papilldren Schilddriisenkarzinoms liegt im Bereich von 1% aller bdsartigen
Tumoren. Etwa 3-6 von 100.000 Menschen pro Jahr sind betroffen. Jedoch hat sich die
Haufigkeit dieser Tumorentitét stetig wahrend des letzten halben Jahrhunderts erhoht [46].
Die Frauen zeigen eine hohere Inzidenz gegeniiber dem minnlichen Geschlecht auf:

£ 14,1/100.000/Jahr vs. o* 4,9/100.000/Jahr [2, 5, 6, 10, 11, 12]. Insgesamt zéhlt man pro
Jahr ca. 4000 Tumorneuerkrankungen. Das papilldre Schilddriisenkarzinom erreicht einen
Haufigkeitsgipfel zwischen dem vierten und fiinften Lebensjahrzehnt, womit das mittlere
Erkrankungsjahr bei Frauen bei 58 und bei Ménnern bei 55 Jahren liegt [17, 73].

Nach der WHO-Konferenz von 2002 werden die Schilddriisenkarzinome in folgende
histologische Subtypen unterteilt, woraus ersichtlich ist, dass das papillére
Schilddriisenkarzinom den hiufigsten histologischen Subtyp darstellt [9].

Grundsétzlich werden die Schilddriisenkarzinome nach ihrer Histologie und nach dem

Ursprungsgewebe eingeteilt:

Karzinom Haufigkeit
1. Papilldres Karzinom 60-70%
2. Follikuldres Karzinom 15-20%
3. Medulléres Karzinom (C-Zell- Karzinom) 5-10%

4. Anaplastisches Karzinom <5%

5. Malignes Lymphom, Metastasen anderer Tumore (Melanom, 5%
Hypernephrom, Bronchialkarzinom)

Tabelle 1: Histologische Subtypisierung des Schilddriisenkarzinoms [9]
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1.1.2 Atiologie

Schilddriisenkarzinome treten meist sporadisch auf, wobei verschiedene kausalgenetische
Faktoren in Sinne einer multifaktoriellen Genese diskutiert werden:

e Genetische Disposition

e Allgemeine geographische Unterschiede/Jodmangelgebiete

e Strumainzidenz und Jodversorgung

¢ Radioaktivitdt und Strahlenexposition

Zu den gesicherten dtiologischen Faktoren wird ionisierende Strahlung gezéhlt. lonisierende
Strahlung fiihrt zu interchromosomalen Rearrangements im RET- / PTC-Gen sowie im
NTRK1 und BRAF/AKAP9 — Gen, was wiederum zum gehduften Auftreten von
Schilddriisentumoren, insbesondere des papilldren Schilddriisenkarzinoms fiihrt [41].

Vor allem Rontgenbestrahlung der Kopf-/Hals-Region bei Erkrankungen z.B. Thymus im
Kindes- und Jugendalter sowie die Gabe von Radiojod erhéhen das Risiko fiir die
Entwicklung eines papilldren Schilddriisenkarzinoms. Bei Kindern unter 4 Jahren ist die
Strahlenexposition besonders kritisch. Mit einer Latenzzeit von 10-15 Jahren nach der
Bestrahlung ist die Inzidenz von Schilddriisentumoren deutlich erhdht [4].

Die Jodversorgung stellt einen weiteren étiologischen Faktor bei Schilddriisenkarzinomen dar,
insbesondere beim papilldren Typ. Ein chronischer Jodmangel fiihrt zu einer permanenten
Stimulation der Thyreozyten durch das TSH auf Grund der Mangelsituation, was u.a. eine
EGF-induzierte Proliferation fordert und mit dem Entstehen maligner Erkrankungen assoziiert
ist [145].

Tatsache ist, dass der Jod-Metabolismus die Entstehung des papilldren
Schilddriisenkarzinoms beeinflusst, wobei unklar bleibt, ob ein Jodiiberschuss oder ein
Jodmangel dafiir verantwortlich sind. Bisherige Untersuchungen belegen, dass in Regionen
mit normaler lodversorgung tiberwiegend prognostisch giinstige papillire

Schilddriisenkarzinome auftreten [146].
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Umgekehrt kann eine ausreichende Versorgung mit Jod eine Apoptose in Krebszellen der
Schilddriise induzieren und somit die Umwandlung eines differenzierten
Schilddriisenkarzinoms in einen weniger differenzierten oder in eine anaplastische Form
induzieren [53]. Denn es zeigte sich in epidemiologischen Studien, dass eine hohe
Jodeinnahme das Auftreten von BRAF-Mutationen in der Schilddriise begiinstigt und somit

als ein Risikofaktor fiir papilldre Schilddriisenkarzinome gesehen wird [1, 3, 2, 4, 54, 55].
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1.1.3 Morphologie

Die papilldren Schilddriisenkarzinome manifestieren sich klinisch meist als solitére derbe
graulich-weille gefdarbte Knoten. Jedoch ist bei histopathologischer Aufarbeitung in bis zu drei
Viertel der Félle eine Multifokalitdt beschrieben. So lassen sich multifokale Knoten in einer
oder beiden Schilddriisenlappen (uni-/multifokal) ausmachen.

Papilldre Schilddriisenkarzinome erscheinen makroskopisch als grofe, teils solide, teils
zystische Strukturen mit grauweiler, blasser Schnittfliche. Im Durchschnitt weisen die
papilldren Karzinome bei der Diagnosestellung eine Gréfle von 2,3 cm im Durchschnitt auf.
Sie konnen sowohl mit als auch ohne eine Kapsel auftreten. Jedoch liegt nur in 10% der Fille
eine Kapsel vor. Dabei finden sich in der histopathologischen Aufarbeitung differenzierte
papilldre Driisenformationen. Die Oberfldche ist von einreihigem Epithel iiberzogen.

Das sogennante Mikrokarzinom ist eine Sonderform des papillédren Schilddriisenkarzinoms.
Zumeist sind es sehr kleine Tumore, welche eine Gesamtgrof3e unter einem Zentimeter bieten.
Typischerweise iiberschreiten sie nicht die Kapsel. Makroskopisch présentieren sich
Mikrokarzinome oft als grauwei3e Narben. Die Mikrokarzinome vom papilldren Typ weisen

sehr gut Prognose auf.
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1.1.4 Symptomatik

Die Symptome der Patienten konnen sehr verschieden sein, wichtig dabei ist die Erfahrung
des Arztes bei der klinischen Untersuchung [18].

Das Leitsymptom bei rund 42,6 % aller Patienten ist ein palpabler intrathyreoidal gelegener
Schilddriisenknoten. Dieser Befund wurde in einer retrospektiv (1960-1980) und in einer
prospektiv (1981-1987) durchgefiihrten Studien mit insgesamt 1116 evaluiert [18]. Als
suspekt sollte ein solitdrer Knoten klassifiziert werden, welcher trotz Therapie rasch wéchst,
derb zu tasten ist und nicht verschieblich ist. Szintigraphisch zeigen die meisten Knoten keine
Aktivitdt und werden somit als kalt bezeichnen.

Samtliche als suspekt eingestuften Knoten sollten weiter mittels einer Punktion sowie einer
Zytologie untersucht werden [19,74,75].

Man fand bei 20- bis 40- Jahrigen vergroBerte, cervikale Lymphknoten bei insgesamt 24,5 %
der Fille. Die Lymphknotenvergrof3erung war oft das erste Symptom. Bei den 50- bis 60-
Jéhrigen lag ein vergroferter Lymphknoten nur bei ca. 6,9 % vor [20].

Weitere Symptome konnen sein:

- Derbe, nicht verschiebliche Knoten

- Verfirbte oder fixierte Haut

- Heiserkeit (durch eine Rekurrensparese)
- Horner-Syndrom

- Stridor bzw. Dyspnoe

- Schluckbeschwerden

- Obere Einflussstauung bei grofen Tumoren
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1.1.5 Diagnostik

Die Diagnostik des papilldren Schilddriisenkarzinoms besteht aus einer Kombination von
Untersuchungen, wie der Anamnese und der korperlichen Untersuchung, aus
Laboruntersuchungen, einer Sonographie, Szintigraphie und einer Feinnadelpunktion/Biopsie
zusammensetzen konnen [54].

Nach der vom Arzt erhobenen Anamnese folgt eine korperliche Untersuchung, welche eine
Palpation der Schilddriise sowie die Beurteilung der Halslymphknoten umfasst.

Abgesehen von Laboruntersuchungen mit einem durchgefiihrten (Basis-) Labor (BKS,
Blutbild, TSH, fT3, fT4, Thyreoglobulin, Calcitonin, CEA) werden zunichst ein Ultraschall
und dann eine Szintigraphie veranlasst.

Mit Hilfe der Ultraschalluntersuchung kénnen Knoten sichtbar werden und in ihrer
Morphologie beurteilt werden, ob es sich eher solide oder zystisch verdnderte Knoten handelt.
Auch kann mittels einer Ultraschalluntersuchung gegebenfalls die Frage nach einer
Multifokalitdt geklart werden. Der Ultraschall gehort zur Basisdiagnostik praoperativ als ein
Standardverfahren immer dazu. Dabei wird auch die Groe und Ausdehnung des
Schilddriisenknotens ermittelt sowie die Binnenstruktur des Knotens beurteilt. Echoarme,
irreguldr begrenzte, knotige Schilddriisen-Areale sind als malignomsuspekte Knoten zu
werten, wobei die Differentialdiagnose zu Zysten manchmal schwer sein kann, da
insbesondere nicht eingeblutete Zysten echofrei imponieren [85]. Zu weiteren
Malignitétskriterien gehoren Mikroverkalkungen sowie eine zentrale Hypervaskularisation
[86-89].

Eine Szintigraphie ist eine funktionelle Untersuchung des Knotens. Hierbei konnen kalte
Knoten von warmen Knoten differentiert werde. Ein kalter Knoten galt friiher als verdichtig
und wurde punktiert und zytologisch abgeklart [20, 24, 38].

Neuere Studien zeigen jedoch auf, dass ein kalter Knoten nur einen geringen positiven
pradiktiven Wert hinsichtlich der Malignomwahrscheinlichkeit hat, da in Regionen mit
endemischer Struma der GroBteil aller Schilddriisenknoten hypofunktionell sind [90]. Zur
weiteren Differenzierung kalter Knoten haben sich MIBI-Szintigraphie und FDG-PET/CT als
nicht ausreichend spezifisch erwiesen, sodass ihr Einsatz nur in begriindeten Féllen sinnvoll
erscheint [91-94].

Bei einem klinisch und/oder sonographisch suspekten Befund kann eine Feinnadelpunktion
(FNP) als eine minimal invasive Untersuchungsform und eine zytologische Untersuchung

erwogen werden, wobei sich die Materialgewinnung insbesondere bei partiell eingebluteten
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oder partiell zystischen Knoten als schwierig erweisen kann um eine représentative Probe zu
gewinnen. Das Material kann zur weiteren Differenzierung im Rahmen einer histo- bzw.
cytopathologischer Aufarbeitung weiterverarbeitet werden. Die charakteristische
Kernmorphologie und das immunhistochemisch positive Verhalten fiir Anti-Thyreoglobulin-
Antikorper erlauben es papilldre Schilddriisenkarzinome zytologisch nachzuweisen [95, 96].
Die Nebenwirkungen einer Feinnadelpunktion sind als gering einzustufen, wie z.B.
Nervenschddigung oder Nachblutung. Weitere Folgen einer Punktion wie
Punktionskanalmetastasen sind extrem selten und haben wahrscheinlich keinen relevaten
Einfluss auf die Prognose [97]. Ein durch die Zytologie gewonnener, malignititsverddchtiger
Befund sollte einer weiteren, histologischen Abklérung unterzogen werden. Bei einem
uneindeutigen Ergebnis der Punktionszytologie sollte eine Biopsie angestrebt werden. Auch
kann die Biopsie erforderlich sein zur definitiven Indikationsstellung zur Operation.
Gegebenenfalls kann auch eine MRT-Untersuchung zur genauen Ausdehnung bei Verdacht
auf ein organiiberschreitendes Tumorwachstum und zur Beurteilung der anatomischen
Verhéltnisse pridoperativ sinnvoll sein. Auf eine CT-Untersuchung sollte verzichtet werden,
da die Gabe des Kontrastmittels eine ggf. indizierte Radiojodthrapie um mehrere Monate
verzogert.

Ein Rontgen-Thorax sollte préaoperativ erfolgen und kann ggf. pulmonale Fernmetastasen
ausschliefen.

Zumdem ist préoperativ eine Laryngoskopie von enormer forensischer Bedeutung,
insbesondere bei symptomatischen Patienten ist diese obligat [98, 99]. Sie dient zur
Beurteilung einer mdglichen Stimmlippenldhmung (N. recurrens).

Die Bestimmung des Serumthyreoglobulin dient der Rezidivdiagnostik differenzierter
Schilddriisenkarzinome nach totaler Thyreoidektomie [100,101]. Fiir die Primédrdiagnostik
differenzierter Schilddriisenkarzinome hat die Thyreoglobulinbestimmung keinen Stellenwert,

da der Wert auch bei benignen Schilddriisenerkrankungen erhoht sein kann [102].
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1.1.6 Metastasierung

Papilldre Schilddriisenkarzinome metastasieren bevorzugt lymphogen (Abb. 1), so dass es bei
einem Grof3teil der Patienten zum Auftreten zervikaler Lymphknotenmetastasen kommt. Die
Inzidenz nachgewiesener Lymphknotenmetastasen in groen chirurgischen Fallstudien liegt
bei 39% bis zu 56 % [7, 8]. In progredienten Tumorstadien findet man aufgrund einer

hidmatogenen Streuung Metastasen im Lungenparenchym, in der Leber sowie ossire

Metastasen.

Abb. 1: Sonographisches Beispiel zervikaler Lymphknotenmetastasen
(I. Daumer, 2016, Helios Kliniken Krefreld)
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1.1.7 Staging

Aus Griinden der Vergleichbarkeit der Tumorstadien wurde das papillére
Schilddriisenkarzinom nach der 7. Auflage 2009 der TNM-Klassifikation der International
Union Against Cancer (UICC) eingestuft.

Das pTNM-System beschreibt die Tumorausbreitung (T), das Ausmal des
Lymphknotenbefalls (N) und die Fernmetastasen(M). Auf dieser Basis wird das papilldere
Schilddriisenkarzinom nach den Kriterien der UICC in vier unterschiedliche Stadien
unterteilt. Die Stadieneinteilung dient auch zur Eineintung des Tumors um die Prognose

einzustufen.
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Tla | a: <1 cm im grofiten Durchmesser, beschrinkt auf die Schilddriise (SD)

Tlb | >1 bis <2 cm im grofften Durchmesser, beschrankt auf SD

T2 > 2 bis <4 cm im groBten Durchmesser, beschrinkt auf die SD

T3 >4 cm im grofiten Durchmesser, beschrankt auf die Schilddriise sowie alle
differenzierten Tumoren mit minimaler extrathyreoidaler Ausbreitung

T4a | differenzierter Tumor jeder Grof3e mit Ausbreitung iiber die Schilddriisenkapsel
und Invasion einer oder mehrerer der folgenden Strukturen:

subkutanes Weichgewebe, Larynx, Trachea, Osophagus, N. recurrens

T4b | differenzierter Tumor jeder Grof3e, infiltriert pravertebrale Faszie, mediastinale
Gefdlle oder umschlie3t die A. carotis

Ts/m | solitirer/multifokaler Tumor

NO Kein Anhalt fiir regiondre Lymphknotenmetastasen

Metastasen in Lymphknoten des Level VI

Nla | (pritracheal und paratracheal, eingeschlossen prilaryngeale und Delphi-
Lymphknoten)

Metastasen in anderen unilateralen, bilateralen oder

kontralateralen zervikalen oder oberen mediastinalen Lymphknoten

Nl1b

MX | Fernmetastasen konnen nicht beurteilt werden
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen

Tabelle 2: Tabellarische Aufstellung der TNM-Klassifikation 2009
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1.2 Therapie

1.2.1 Einleitung

Das papilldre Schilddriisenkarzinom wird nach einem multimodalen Konzept therapiert. Die
Therapie ist auf das Tumorstadium bezogen und beinhaltet eine operative Sanierung des
Primarius [49]. Oft wird postoperativ eine Radiojod-Therapie angeschlossen. Dabei ist jedoch
die Indikation zur adjuvanten Radiojodtherapie unter anderem abhingig vom priméren
Lymphknotenstatus.

Die Thyreoidektomie steht an erster Stelle des therapeutischen Algorithmus. Ziel der
Operation ist primér ein kurativer Ansatz. Bei zusétzlich vorhandenen, suspekten
Lymphknoten ist eine Lympahdenektomie durchzufiihren mit dem Ziel die
Wabhrscheinlichkeit fiir ein nodales Rezidiv zu reduzieren [103-106].

Die operative Therapie richtet sich nach der Grofle des Tumors und dessen Inavasivitdt. Bei
kleineren Knoten mit einer Grof3e bis 1 cm ist zum Teil eine subtotale Resektion der
betroffenen Seite ausreichend. Jedoch lassen sich auch bei Mikrokarzinomen (<10 mm) in
31-61% der Falle Lymphknotenmetastasen detektieren [56]. Der Stellenwert und das Ausmaf3
einer prophylaktischen Lymphadenektomie bei papilliren Mikrokarzinomen werden
kontrovers diskutiert [50].

Es werden in der Literatur verschiedene Terminologien zur Beschreibung der operativen
Resektionsverfahren beschrieben [107-108]. Hierbei wird vielfach das Resektionsausmal} im
Lymphknotenbereich mit demjenigen im Bereich muskulédrer, nervaler und vaskulérer
Strukturen in unterschiedlicher Weise kombiniert (z.B. radikale oder modifiziert-radikale
Lymphadenektomie). Das operative Verfahren der Schilddriisenkarzinome wurde von den
Kopf-Hals-Tumoren entlehnt, sodass die Leitlinien in Bezug auf die operative Therapie auf
einer Kompartmentklassifikation basiert.

Eine prophylaktische Kompartmentresektion bedeutet eine Lymphadenektomie, wobei initial
Lymphknotenmetastasen klinisch nicht nachgewiesen werden konnten. Eine therapeutische
Kompartmentresektion bedeutet die Lymphknotendissektion bei klinisch bzw. bildgebend

oder bioptisch nachgewiesenen Lymphknotenmetastasen.

Bei jeder Hemi-/Thyreoidektomie sollte das Ziel sein, dass der Tumorbezirk in toto mit einer

Sicherheitszone zum gesunden Parenchym exstirpiert wird.
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Bei der ipsilateralen Hemithyreoidektomie erfolgt gleichzeitig die Entfernung des Isthmus.
Bei einem invasiven Wachstum des Tumors mit einer Tumorausdehnung im Stadium T3, T4
oder dem Verdacht auf einen Lymphknotenbefall wird die totale Thyreoidektomie mit einer
vollstindigen Entfernung des gesamten Schilddriisengewebes durchgefiihrt. Erst die
komplette Entfernung auch des funktionsfahigen Schilddriisengewebes schafft die
Voraussetzung fiir die Radiojod-Therapie.

Bei einem Lymphknotenbefall erfolgt zusétzlich eine ipsilaterale modifizierte
Lymphadenektomie, ggf. eine kontralaterale Lymphadenektomie. Dabei werden die A.
carotis, V. jugularis interna und der M. sternocleidomastoideus sowie der N. vagus erhalten.
Die angrenzenden Lymphknoten perithyreoidal, pridlaryngeal und prétracheal sowie die
isthmusnahen Lymphknoten werden ausgerdumt [21, 23, 22]. Die mediastinale
Lymphkadenektomie (anteriore mediastinale Lymphknoten) wird nur bei in der
Computertomographie, Magnetresonanztomographie oder im Szintigramm positiv

nachgewiesenen Lymphknotenmetastasen durchgefiihrt.

Die cervikalen Lymphknoten bei Schilddriisentumoren werden in 4 Kompartimente eingeteilt

[109-111]:

N

Zentral

2. Ipsilateral zervikolateral

3. Kontralateral zervikolateral
4

. Infrabrachiozephal mediastinal

International sind derzeit vier Klassifikationen der lokoregionidren Lymphknoten beim
Schilddriisenkarzinom gebréduchlich [112-117]. Die Unterschiede dieser Klassifikation
beziehen sich auf die anatomische Seitenzuordnung, die anatomischen Subgruppen und die

Beriicksichtigung des infrabrachiozephalen oberen Mediastinums (Abb. 2).
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Kompartment-
Klassifikation [15¢]

(Kompartement)

US-amerikanische
Klassifikation [157]

(Level)

UiCC-
Klassifikation [15s]

(LK-Gruppen)

Japanische
Klassifikation [159]

(LK-Gruppen)

la: rechts cervical zentral
1b: links cervical zentral

L 1 submandibulér sowie
submental

L 6 central

L 7 kaudal central

1 und 2 submental und
submandibulér
8 Mitte

Regionale LK-Gruppen 1
-4

2: rechts cervical lateral
3: links cervical lateral

L 2A und 2B kranial und
jugulér

L 3 median jugulédr

L 4 kaudal jugulér

L 5A und 5B seitlich
jugulér

2, 3 jugulédr cranial

4 median jugulédr

5 jugulér caudal

6 dorsal seitlich

7 seitlich supraclaviculér

Regionale LK-Gruppen 5
-7

4a: rechtsseitiges, oberes
Mediastinum
infrabrachiocephal

4b: linksseitig

Tabelle 3: Klassifikationen der lokoregiondren Lymphknoten beim Schilddriisenkarzinom
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(a) Zentrales (K1a, rechts; K1b, links), (b) rechts-zervikolaterales (K2), (c) links-zervikolaterales (K3), und
(d) infrabrachiocephales Kompartment des oberen Mediastinums (K4a, rechts; K4b, links) (55 - 60).

Abb. 2: Kompartmentklassifikation der lokoregionidren Lymphknoten beim
Schilddriisenkarzinom [168].
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Zentrales Kompartment:

Dieses Areal verlauft lateral durch die Karotiden und kranial durch das Zungenbein begrenzt
wird. Caudal wird das Kompartment durch den Truncus brachiocephalicus und den Abgang
der A. carotis communis begrenzt. Die V. brachiocephalica sinistra grenzt den zervikalen
vom mediastinalen Lymphknotenraum ab. Der suprabrachiozephale Anteil des oberen

Mediastinums ist daher Bestandteil des zervikozentralen Kompartment [160].
Der rechte Anteil des zentralen Kompartements wird linksseitig durch die Trachea begrenzt.

Innerhalb des zentralen Kompartments unterteilt der N. recurrens das rechte und linke
zentrale Kompartment in einen antenervalen (Level 6) und einen retronervalen Anteil (Level
7).

Die praelaryngealen Lymphknoten im zentralen Kompartiment werden auch Delphi genannt.

Laterales Kompartment:

Das laterale Kompartment erstreckt sich auf beiden Seiten der A. carotis communis nach
lateral bis zum M. trapezius, nach kranial zum N. hypoglossus, und nach kaudal bis zur V.

subclavia. Die dorsale Begrenzung bildet die dorsale Halsfaszie [161,162].

Mediastinales Kompartment:

Das mediastinale Kompartment erstreckt sich von der V. brachiocephalica sinistra (kraniale
Begrenzung) in bidirektionaler Richtung ventral in das vordere obere Mediastinum zum
Thymus und den prdaortalen Lymphknoten und nach dorsal zu den paratrachealen
Lymphknoten in das hintere obere Mediastinum. Die lateralen Begrenzungen sind auf beiden
Seiten die mediastinalen Pleurablétter, kaudal das Pericard (ventral) bzw. die Bifurkation der

Trachea.
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1.2.2 Thyreoidektomie

Typischerweise erfolgt bei Schilddriisenkarzinomen eine totale Thyreoidektomie.

Als OP- Zugang wird ein koch’scher Kragenschnitt verwendet. Anschlieend erfolgen die
schrittweise Durchtrennung und Ligatur der oberen Polgefia3e unter sorgféltiger Schonung der
apikalen Epithelkorperchen. Entscheidend ist die frithzeitige Visualisierung und
Neurostimualtion des Nervus laryngeus recurrens. Nachfolgend wird die Vasa thyroidea
inferior durchtrennt, die unteren Epithelkdrperchen unter ausreichender Perfusion in situ
belassen und die Schilddriise sukkseziv von der Trachea-Vorderfliche abgeldst. Unter
Mitnahme eines eventuell vorhandenen Lobus pyramidalis erfolgt die Durchtrennung des
Isthmus und anschlieBend die Entfernung des kontralateralen Schilddriisenlappens.
Voraussetzung hierfiir ist aber ein regelrechtes und reproduzierbares Stimulationssignal des
Nervus laryngeus recurrens.

Bei papilldren Mikrokarzinom liegt eine Sonderform vor. Diese werden zumeist als
Zufallsbefund nach Thyreoidektomie aus anderen Griinden bei der histopathologischen

Untersuchung festgestellt.
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1.2.3 Lymphadenektomie

Zentrale Kompartmentresektion

Unabhéngig von der Tumorgrofe sollte bei vorliegenden Lymphknotenmetastasen im
zentralen Kompartment eine Lymphadenektomie durchgefiihrt werden. Es konnte aufgezeigt
werden, dass es zur Reduktion des Rezidivrisikos kommt und die

Uberlebenswahrscheinlichkeit dadurch steigt [139].

Die Durchfiihrung einer prophylaktischen Lymphadenektomie im zentralen Kompartiment
ohne Anhalt fiir Lymphknotenmetastasen (cNO) wird kontrovers disktutiert. Ein Vorteil der
prophylaktischen Lymphadenektomie liegt im exakten histopathologischen Staging sowie
darin potentiell vorhande Mikrolymphknotenmetastasen zu eliminieren. Hingegen sollten
dabei die postoperativen Komplikationen wie Recurrensparese, Hypoparathyreoidismus,
Verletzung von Osophagus oder Trachea sowie das Auftreten von Lymphfisteln bedacht

werden [134-139].

Laterale Kompartmentresektion

Bei Verdacht auf cervikale Lymphknotenmetastasen wird primér die betroffene Seite
reseziert. Bei einem ausgedehnten zentralen Lymphknotenbefall kann unter Umstédnden auch

die kontralaterale Seite reseziert werden [140, 141].

Transsternale mediastinale Kompartmentresektion

Bei einem Hinweis auf Lymphknotenmetastsen mediastinal ist die transsternale mediastinale

Kompartmentresektion durchgefiihrt.
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Zervikoviszeralresektion bei organiiberschreitendem Wachstum

Bei Vorliegen entsprechender Voraussetzungen (Allgemeinzustand, Fehlen progredienter
Fernmetastasen, resektable Lision, chirurgische Erfahrung mit operativem und
perioperativem Management) ist die Indikation zur Resektion zervikoviszeraler
Tumorinfiltrationen im Allgemeinen gegeben. Als Alternativen kommen nicht-operative

Palliativverfahren in Frage [147-152].

Lymphadenektomie beim papilliiren Mikrokarzinom

Bei einem papilldren Mikrokarzinom < 10 mm ist nach mehrheitlicher Einschétzung eine
prophylaktische Lymphadenektomie in Form einer zentralen Kompartmentresektion nicht
erforderlich [132,133]. Denn aktuell liegen keine Hinweise auf ein Benefit in Beug auf die
Langzeitprognose vor. Zudem ist zu beriicksichtigen, dass postoperaive Risiken der zentralen
Lymphknotendissektion wie die Recurrensparese und insbesondere der
Hypoparathyreoidismus [134-138] oder Lymphfistel, Verletzung des Osophagus und der

Trachea bei einer nicht durchgefiihrten Lymphadenektomie somit nicht auftreten.

Komplettierungsoperation beim postoperativen Zufallsbefund

Beim papilldren Schilddriisenkarzinom wird die sogenannte Komplettierungsoperation
durchgefiihrt, wenn in der Priméropratation entweder eine R1-Situation besteht oder der
Primarius grofer als 10 mm ist und somit nicht mehr als Mikrokarzinom einzustufen ist [153-

155].

Eine Komplettierungsoperation sollte aufgrund postoperativer Verwachsungen so frith wie
moglich erfolgen. Hierbei sind die ersten vier Tage nach der Operation am sinnvollsten. Bei
einer deutlichen Verzogerung der histopathologischen Diagnosestellung sollte die
Komplettierungsoperation dann erst wieder drei Monate nach der Primdroperation
durchgefiihrt werden, da sich innerhalb dieses Zeitraums die postoperativen entziindlichen

Verdnderungen des Operationssitus weitgehend konsolidiert haben [153-155].
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1.2.4 Radiojodtherapie (RJT)

Bei dieser Therapieoption ist das Ziel eine vollstindige Beseitigung des moglicherweise
postoperativ verbliebenen Schilddriisengewebes, sowie die Behandlung radiojodspeichernder
Lymphknoten- und Fernmetastasen. Beim papilldren Schilddriisenkarzinom ist die sogenannte
ablative Radioiodthrapie eine Standardtherapie, wobei diese beim papilldren Mikrokarzinom
< 10 mm nicht routineméBig indiziert ist. Somit bleibt der Stellenwert einer adjuvanten
Radiojodtherapie bei papilliren Mikrokarzinomen umstritten [57, 25, 27, 26].

Sofern Jod aufnehmendes Tumorgewebe vorliegt, besteht zudem die Option eine
Radiojodtherapie bei Lokalrezidiven, Lymphknoten- und Fernmetastasen durchzufiihren.
Dabei erfolgt eine systemische Applikation von I-131 als Natrium-lodid zur selektiven
Bestrahlung von iodspeicherndem Schilddriisenkarzinomgewebe.

4-6 Wochen postoperativ konnen im Regelgall keine Schilddriisenhormone im Blut mehr
nachweisen. Auf dieser Grundlage kann dann eine maximale Radiojodaufnahme gewihrleistet
sein. Sie erfolgt postoperativ in Form der Gabe einer Kapsel. Diese enthélt eine Aktivitét
zwischen 2.8 und 5,6 GBq 131-J im Kontrollbereich und erfolgt iiber einer Dauer von 4-8 d.
Sie kann auch als eine individuelle Aktivitdtsabschidtzung fiir eine Herddosis >300 Gy
verabreicht werden [143].

Vor einer geplanten Radiojodtherapie sollten nach einer Anamnese sowie der Kontrolle der
Schilddriisenwerte eine Sonographie des Halses erfolgen und ein Radiojodtest (131-1: 10-20
MBq) mit einer Uptake-Messung nach 24 Stunden durchgefiihrt werden. Bei einer Uptake-
Messung >20% sollte iiber eine Re-Operation reevaluiert werden [141].

Drei bis sechs Monate spiter folgt die Uberpriifung des Erfolgs der Radiojodtherapie mittels
einer I-131-Ganzkorper-Szinigraphie, kombiniert mit einer Stimulation des Thyreoglobulin.
Der Erfolg der Therapie wird iiber einen fehlenden oder minimalen lod-Uptake im restlichen

Schilddriisengewebe (<0,1%) definiert [141, 143, 144].

Unter Durchfiihrung des standardisierten interdisziplindren Therapieschemas mit einer
Thyreoidektomie, ablativen Radioiodtherapie sowie einer supportiven TSH-suppressiven

Hormontherapie [144] ist dann die Prognose bei diesen Patienten insgesamt sehr gut.
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Auch im Falle einer Inoperabilitdt sowie eines R1- Lokalrezidivs oder bei Lymphknoten-,

Fernmetastasen verbessert die Radiojodthrapie die Prognose.
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1.3 Prognose

Unter den histologischen Subtypen der Schilddriisenkarzinome hat das papillire
Schilddriisenkarzinom die beste Prognose. Die mittlere 10-Jahres-Uberlebensrate des
papilliaren Karzinoms liegt bei 80-90% (Abb. 4). Die Prognose hingt sowohl vom Alter des
Patienten ab als auch vom Tumorstadium [2, 5, 83].

Unter 40 Jahre alte Patienten weisen eine deutlich bessere Prognose auf als éltere Patienten.
Die Prognose wird aber auch vom Differenzierungsgrad und der Metastasierung des Tumors
beeinflusst. Zu einem weiteren Prognosefaktor zdhlen das Geschlecht, wobei das weibliche
Geschlecht eine bessere Prognose hat [ 33, 34].

Das follikuldre Karzinom hat aufgrund des Ausbreitungsverhaltens und den histologischen
Varianten eine deutlich schlechtere Prognose als das papillire Schilddriisenkarzinomen.

Das anaplastische Schilddriisenkarzinom ist eine der aggressivsten Neoplasie {iberhaupt. 60%
der Patienten mit diesem Tumor sterben innerhalb der ersten 6 Monate nach der
Diagnosestellung [15,16].

Die statistisch ermittelten 10-Jahres Uberlebensraten (Abb. 3) des Schilddriisenkarzinoms,
welches entsprechend der Histologie in verschiedene Subtypen eingeteilt werden kann, sind in
Tabelle 4 zusammengefasst [15,16].

Jedoch werden auch Verldufe mit einer erhohten Rezidiv- und Mortalitdtshaufigkeit
beobachtet, welche aus dem Tumorstadium, dem Grading, der Metastasierung und der
Gesamtkonstellation des Patienten resultieren. Bislang gibt es noch kontroverse Diskussionen

iiber den Einfluss von Lymphknotenmetastasen auf das Gesamtiiberleben [35, 36, 42, 78,79].
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Karzinom 10-Jahresiiberlebensrate
(Cancer Data Base, USA) [15,16]

Papilléres: 95 9

Follikuldres: 85 %

Medullares: 75 %

Anaplastisches: 14 %

Tabelle 4: 10-Jahresiiberlebensrate der histologischen Subtypen des Schilddriisenkarzinoms
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10-Jahre Uberlebensrate bei Schilddriisen-

Carzinomen
100

90
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Papillares Ca Follikuldres Medullares Anaplastisches

Abb. 3: Diagramm-Darstellung der 10-Jahres Uberlebensrate bei Schilddriisen-Karzinom
[15,16].

Aufgrund der unterschiedlichen klinischen Verldufe der verschiedenen Subtypen, die die
Identifikation prognostischer Risikofaktoren erschwert, fokussiert sich die vorliegende Arbeit
ausschlieBlich auf Patienten mit einem papilldren Schilddriisenkarzinomen, da diese Entitét

die hochste Inzidenz aufweist und somit klinisch einen relevanten Subtyp darstellt.
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Abb. 4: SEER: New cases, deaths, and 5-year relative survival, Surveillance, Epidemiology,
and End Results [163]
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1.4 Ziel der Studie

Das Ziel dieser Studie ist ein immunhistochemischer Nachweis disseminierter
Tumoreinzelzellen in zervikalen Lymphknoten bei Patienten im histopathologischen Stadium
pNO mittels verfeinerten immunhistochemischen Analysen. Diese Ergebnisse sollen mit der
onkologischen Langzeitprognose der Patienten korreliert werden.

Der in klinischen Studien beschriebene immunhistochemische Nachweis disseminierter
Tumoreinzelzellen bei einer Vielzahl solider Tumorentititen [58] weist eine ungiinstige
prognostische Korrelation auf. Beim papilldren Schilddriisenkarzinom gibt es bislang noch
keine Daten zur Detektion lymphogen disseminierter Tumorzellen, so dass deren Inzidenz
und prognostische Relevanz noch ungeklart sind.

In Anbetracht der langjdhrigen und kontroversen Diskussion iiber die Indikation zur
prophylaktischen Lymphadenektomie und zur adjuvanten Radiojodtherapie konnen diese
Ergebnisse moglicherweise wertvolle Hinweise liefern und die wissenschaftliche Basis fiir

neue Untersuchungen darstellen.
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2 Studiendesign

2.1 Einschlusskriterien

Alle Patienten, welche an einem Schilddriisenkarzinom vom papilldren Typ im Stadium pT 1-
4 erkrankten, konnten in diese Studie aufgenommen werden. Samtliche Betroffene wurden
primdr einer Operation in der Allgemeinchirurgie der Heinrisch-Heine-Universitét Diisseldorf
zugefiihrt.

Dabei wurden lediglich alle Patienten eingeschlossen, die tumorfreie Resektionsrander in der
histopathologischen Analyse zeigten.

Bei allen untersuchten Patienten wurde zusétzlich eine zervikale Lymphadenektomie

durchgefiihrt.
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2.2 Patientenkollektiv

Insgesamt wurden 40 Patienten in einem Zeitraum von September 1995 bis Juni 2005, welche
an einem papilldren Schilddriisenkarzinom erkranken und sich im Nodalstadium pNO
befanden, im Universitétsklinikum Diisseldorf in kurativer Absicht (R0) operiert (Abb. 5).

9 dieser Patienten waren Ménner und 31 waren Frauen. Somit lag das Verhéltnis von Frauen
zu Ménnern 3.44 zu 1.0.

Postoperativ wurden die Patienten beziiglich des Tumorstadiums und des Gradings geméss
der Richtlinien der 7. Auflage der TNM-Klassifikation der Union International Contre Cancer
(UICC) eingestutft.

Am hidufigsten befanden sich die Patieten in einem frithen Tumorstadium. Somit verblieben
40 Patienten (70%) mit einem UICC-Stadium pT1, welche das Kollektiv der Studie
darstellten vs. 30% Patienten im pT3-4 Stadium.

Letzendlich iiberwog das weibliche Geschlecht in der Studie mit 31 Frauen und 9 Ménner.
Die Alterverteilung bei diesen Patienten lag zwischen 12 und 72 Jahren. Im Durchschnitt
betrug das Alter der Patienten 45 Jahre.

Samtliche resezierte, cervikale Lymphknoten wurden einer immunhistochemischen HE-
Féarbung unterzogen. Alle in dieser Studie untersuchten Lymphknoten waren metastasenfrei
(PNO).

Der Durchmesser des Primarius betrug 10 mm oder sogar weniger bei insgesamt 15 Patienten
(37,5%).

Im Durchschnitt betrug die Grofle des Tumors bei 17 Patienten (42,5%) 10 mm bis 25 mm.
Nur bei 8 Erkrankten lag die Tumorgrofe tiber 25 mm (20%).

Alle Patienten wiesen keine Fernmetastasen auf.
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Patienten (%)
Geschlecht
Minnlich 9 22,5
Weiblich 31 77.5
Alter
< 45 Jahre 20 50
> 45 Jahre 20 50
Stadium
T1 15 37.5
T2 13 32.5
T3 4 10
T4 8 20
Tumordurchmesser
<10 mm 15 37.5
> 10 mm bis <25 mm 17 42.5
>25 mm 8 20

Tabelle 5: Zusammengefasste Charakteristika der Patienten

Seite 38



35

30
25
20
15
10
5
0 -

T T T H T T H_I_I—H:I:
< <
AP

Patienten x S R N & Q& &
- O O
& S8 R o o€ o
N S u'&, 5

Abb. 5: Ergebnisse als Diagramm
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2.3 Therapie

Der Grofiteil der Patienten wurden einer totalen Thyreoidektomie unterzogen. Diese wurde
bei 37 Patienten (92,5 %) durchgefiihrt. Lediglich drei Patienten (7,5 %) erhielten eine
partielle Thyreoidektomie bei Karzinomen, die kleiner als 10 mm waren.

Nach Exzision des Primarius erfolgte zeitgleich bei 30 Patienten (75 %) eine
Lymphadenektomie, wohingegen bei 10 Patienten (25 %) eine zweizeitige
Lymphknotendissektion nach Erhalt der endgiiltigen histopathologischen Befunde
durchgefiihrt wurde. 11 Patienten (27,5 %) erhielten eine limitierte zentrale
Lymphadenektomie und ebenfalls 11 Patienten (27,5 %) eine standartisierte zentrale
Lymphadenektomie. Bei 12 Patienten (30 %) erfolgte eine einseitige modifizierte
Lymphadenektomie und bei 6 Patienten (15 %) wurde eine bilaterale modifizierte
Lymphadenektomie durchgefiihrt. Es wurden durchschnittlich 9 Lymphknoten gewonnen,
sodass insgesamt 343 Lymphknoten der histopathologischen Standarduntersuchung zugefiihrt
werden konnten.

Die mittlere Dauer des Krankenhausaufenthaltes betrug 6,5 Tage, wobei die Spannweite
zwischen 2 bis 20 Tagen lag.

Zu den postoperativen Komplikationen zdhlte eine dauerhafte Lahmung des N. recurrens, die
bei einem Patienten auftrat. Eine transiente postoperative Hypokalzédmie wurde bei 11
Patienten (27,5 %) vorgefunden. Einer der Patienten entwickelte postoperativ eine
Wundinfektion. Blutungskomplikationen wurden bei keinem verzeichnet.

Postoperativ wurden alle Patienten auf einer regelméfig stattfindenden, interdisziplinéren,
endokrinologischen Fallkonferenz vorgestellt. Hierbei wurde insbesondere iiber die
Durchfiihrung einer adjuvanten Radiojodtherapie entschieden. Insgesamt erhielten 36
Patienten postoperativ eine Radiojodtherapie.

Die Radiojodbehandlung wurde nach Niedrig-Dosis-Protokollen mittels 30-50 mCi (Robbins
RJ, 2005) ca. 12 Wochen nach der oerativen Versorung angeschlossen.

Periodische Messungen des Serum-Thyreoglobulins (TG) im Blut wurden regelmifBig
kontrolliert.

Zu den Tumornachsorgeuntersuchungen zahlen ein diagnostischer Ganz-Kdorperscann (WBS)
mit einer Tracing-Dosis von 1311, welcher ein Mal jéhrlich in den ersten zwei Jahren und

nachfolgend jedes zweite bis fiinfte Jahr durchgefiihrt werden.
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n-Patienten (%)
Thyreoidresektion
Unilateral Lobektomie 3 7.5
Totale Thyreoidektomie 37 92.5
Lymphadenektomie
Limitierte zentrale Lymphadenektomie (1) 11 27.5
Standardisierte zentrale Lymphadenektomie (2) 11 27.5
Modifizierte unilaterale Lymphadenektomie (3) 12 30
Modifizierte bilaterale Lymphadenektomie (4) 6 15
R-Status
RO 33 82.5
R1 7 17.5
Radiojodthepaie *'1
Durchgefiihrt 36 90
Nicht durchgefiihrt 4 10

Tabelle 6: Die Charakteristika der Therapieformen

(1) Limitierte zentrale Lymphadenektomie:

Entnahme einzelner Lymphknoten des zentralen Kompartiments

(2) Standardisierte zentrale Lymphadenektomie:

Vollstdndige Lymphknotendissektion im Level VI

(3) ipsilaterale Lymphadenektomie des lateralen Kompartiments Level 2-4:
Dissektion im Level VI und unilateral im Level II-IV unter Erhalt d. M
sternocleidomastoideus sowie der Vena jugularis int.

(4) ipsi- und kontralaterale Lymphadenektomie des lateralen Kompartiments:

Dissektion im Level VI und bilateral im Level 1I-IV.
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M Patienten

40
35
30
25
20
15
10

Tabelle 7: Die Charakteristika der Therapieformen als Diagramm
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2.4 Erfassung der Daten

Samtliche Informationen der dieser Studie zugefiihrten Erkrankten wurden anonym
dokumentiert und anschlieBend zusammengefasst. Die Ergebnisse wurden in einer Excel-
Tabelle gespeichert.

Zu Beginn der Studie lag iiber die Verwendung von histologischen Gewebeproben eine
schriftliche Einwilligung der Patienten vor. Zur Erhebung der Tumornachsorgeergebnisse
wurden die behandelnden Hausérzte mittels Fragebogen angeschrieben, oder es wurden die
Ergenbisse der Nachsorgeuntersuchungen, welche an der Universitét Diisseldorf erfolgten

herangezogen.
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3 Immunhistochemische Farbemethode

3.1 Immunhistochemische Farbung

In dieser Studie wurde eine immunhistochemische Farbung (IHC) verwendet, die auf einer
indirekten Methode mittels einer ABC-Féarbung (Avidin— Biotin— Methode) beruht.

Das Prinzip beruht darauf, dass Tumorzellen bestimmte Antigene (AG) auf ihrer
Zelloberflache exprimieren. Die bei dieser Methode eingesetzten Antikdrper (AK), auch als
Primér-Antikorper bezeichnet, besitzen eine starke Affinitdt zum Antigen, was eine starke
AG-AK-Reaktion zur Folge hat [70]. Somit konnen die Antigene durch spezifische
Antikorper erkannt werden. Zuerst wird in diesem Verfahren ein bestimmter Antikdrper, auch
als Primérantikorper bezeichnet auf die vorbereitete Gewebsprobe aufgetragen. AnschlieBend
wird im zweiten Schritt ein weiterer Antikorper hinzugefiigt, welcher sich gegen den
Primérantikorper richtet. Dieser wird als Sekundérantikrper bezeichnet. An dem
Sekundérantikorper ist ein Enzym konjugiert (biotinyliert), um das Ausgangssignal in der
anschlieenden Fiarbung zu verstidrken. Um den AG-AK-Komplex sichtbar zu machen, ist der
Antikorper an ein zusétzliches Molekiil gekoppelt. Der Primar-Antikorper zeichnet sich durch
seine hohe Spezifitit und Affinitdt mit dem Antigen aus und weist keine Kreuzreaktionen mit

dhnlichen Antigenen auf [59, 63, 70].
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3.2 Avidin-Biotin-Methode

Fiir diese Methode werden drei Reagenzien benotigt:
1. Primérantikorper
2. Sekundédrantikdrper an Biotin konjugiert

3. Peroxidase konjugierter Avidin-Biotin-Komplex

Das Biotin mit der Summenformel: CIOHI6N20O3S (Abb. 6), welches auch als Vitamin H
oder B7 bezeichnet wird, kommt in sémtlichen Zellen des Organismus vor. Es iibernimmt bei
multiplen Vorgéngen wie z.B. im Protein- und Lipidstoffwechsel sowie im
Kohlenhydratstoffwechsel eine zentralle Stellung. An die Seitenkette des Biotin-Molekiils
konnen im Rahmen der immunhistochemischen Farbung andere Molekiile, hier der

spezifische Antikorper Avidin, an das Biotin konjugieren [59].

G Biotin
o witamink)
HN™ NH
] CO0H

Abb. 6: Biotin als Formel [59]

Bei Avidin handelt es sich um ein aus dem Hiihnereiweil} isoliertes Glykoprotein, welches
jeweils vier Biotin- Molekiile (Sekundér-Antikorper) gleichzeitig binden kann. Aufgrund der
molekularen Konfiguration werden jedoch weniger als vier Biotinmolekiile gleichzeitig
konjugiert. Aufgrund dessen bleibt mindestens eine Bindungsstelle fiir den biotinylierten

Sekundirantikorper frei [59, 63-69].
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Die hier durchgefiihrte Avidin-Biotin-Methode fiihrt aufgrund der Affinitdt von Avidin und
Biotin zur Bildung von sehr stabilen und bestiandigen, groen Avidin-Biotin-Komplexen
(Abb. 7) mit biotinylierten Sekundér-Antikérpern. Um den Avidin-Biotin-Komplex sichtbar
zu machen wird eine Chromogenldsung benutzt. Als katalysierendes Enzym haben wir biotin-
gekoppelte Peroxidase benutzt, welches zusammen mit einer Substrat-Chromogen-Ldsung ein
Farbprodukt bildet. Die Chromogen- DAB (3,3-Diaminobenzidin- Tetrahydrochlorid) -
Losung fiihrt durch eine enzymatische Umsetzung wie der Oxidation zu Farbprodukten,

wodurch das Ziel-Antigen farblich markiert wird.

Vereinfacht - Antigen + unkonjugierter Primarantikrper + biotinylierter Sekundarantikérper +

Avidin-Biotin-Enzymkonjugat + Substrat/Chromogen — Farbe [59].

- Gewebe
- Antigen

1
2
3 - primarer Antikorper
4 - sekundérer Antikérper,
biotinyliert
3 5 - Biotin
6 - Avidin
7 - Diaminobenzidin

Abb. 7: Bildliche Darstellung der Avidin-Biotin-Methodik [59]
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3.3 Primiéarantikorper, BER-EP4

Der in dieser Studie verwendete Primér-Antikorper BER-EP4 (Anti-Epithelzell-AK BER-
EP4) ist ein monoklonaler Antikorper, ein epithelialer Tumorzell-Marker, welches gegen das
EpCAM-Zelladhdsionsmolekiil gerichtet ist [60, 61, 62, 64].

BER-EP4 ist ein monoklonaler Maus-Antikorper (Anti-Ep-CAM). Der Antikorper richtet sich gegen
Ep-CAM-Molekiil, welches auf der Zellmembranoberflache lokalisiert ist und im Zytoplasma fast
aller Epithelzellen und auch verstirkt in Lymphknoten exprimiert wird. Jedoch ist keine
Expression des EpCAM- Molekiils auf mesenchymalem Gewebe nachzuweisen. Auch davon
ausgenommen sind die meisten Plattenepithelien, Hepatozyten, Nierenzellen der proximalen
Tubuli, Magenwandzellen und myoepithelialen Zellen [62, 65, 66, 67, 73, 74].

EPCAM wie oben erwihnt ist ein epitheliales Molekiil, welches fiir die Zelladhésion [60, 70,
71] verantwortlich ist. Das EPCAM wird durch das entsprechende EpCAM-Gen kodiert.

Das EPCAM (epitheliale Zelladhdsionsmolekiil) ist ein Glykoprotein. Es besitzt ein
epithelisches Antigen. Dieses epitheliale Zelladhdsionsmolekiil wird auf der Zelloberfldche
gesunder menschlicher Epithelien exprimiert, aber auch in Lymphknoten exprimiert. Es
konnte aufgezeigt werden, dass EPCAM ebefalls auf Tumorzellen exprimiert wird [5, 72, 74].
Die Entstehung einer Neoplasie ist mit einer starken Uberexpression des EPCAM s assoziiert
[74]. Auch wurde festgestellt, dass die Expressionsrate von EPCAM mit dem aggressiveren
Verhalten einiger Tumore korreliert [3, 4].

Bei einer Reihe anti-epithelialer Antikorper kann BER-EP4 oder MOC-31 dazu benutzt werden, die
Differenzierung zwischen Epithelzellen aufzuzeigen [70, 71].

Da der antiepitheliale Antikdrper BER-EP4 fahig ist das epitheliale Zelladhdsionsmolekiil
EPCAM zu detektiert, wurde dieser zur Detektion lymphogen disseminierter Tumorzellen
verwendet unter Zuhilfenahme einer immunhistochemischen Avidin-Biotin-Methode sowie

den hochspezifischen anti-epithelialen Antikdrper BER-EP4 (IgG1 mouse).
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3.4 MOPC-21- Mouse IgG

Als Negativkontrolle benutzen wir den isotypenidentischen, monoklonalen Antikdrper MOPC
21 IgGl1 (irrelevantes mouse myeloma protein) [68, 69, 75].

MOPC-21 mouse IgG ist ein Immunglobulin der Maus (Myelom-Protein) und wurde als eine

Isotopenkontrolle im Anschluss als ein Kontroll-Antikorper benutzt, da der Antikorper gegen

unspezifische Antigene gerichtet ist. Es funktioniert als eine Isotypen-Steuerung [75].
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4 Materialien und Methoden

Das Ethikvotum zur vorliegenden Dissertation liegt vor (3821).

4.1 Aufarbeitung des Gewebes

In der konventionellen Aufarbeitung des zu untersuchenden Gewebes erfolgt primér eine
histologische Untersuchung der einzelnen Schnitte der resezierten Lymphknoten. Und
nachfolgend erfolgt eine Himatoxylin- und Eosin-Féarbung des Gewebes.

Inzwischen wurden empfindlichere, immunhistochemische Assays entwickelt. Bei diesen
Methoden werden Epithelzellen oder tumorassoziierte Markerproteine sichtbar gemacht.

Die empfindlicheren, immunhistochemischen Assays konnen einzelne Tumorzellen in
Lymphknoten, welche durch herkdmmliche histopathologische Analysen [76, 77] als
tumorfrei eingestuft wurden, klassifizieren. Die klinische Bedeutung dieser Assays ist jedoch
immer noch umstritten. Bisher wurden sie nicht bei Patienten mit einem papilldren

Schilddriisenkarzinom eingesetzt [80].
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4.1.1 Paraffinschnitte

Es wurden formalinfixierte Paraffinblocke der resezierten Lymphknoten von 40 Patienten im
Stadium pNO untersucht, insgesamt waren es 343 Lymphknoten. Dabei wurden reprédsentative
Paraffinschnitte der resezierten Lymphknoten mit einer maximalen Schichtdicke von 3-5 um
angefertigt unter Verwendung eines Schlittenmikrotoms.

Ein Paraffinblock wird in eine Haltevorrichtung, welche den Paraffinblock einspannt unter die
Schnittflache des angeschraubten Messers eingelegt. Der Schnitt schiebt sich dabei auf das
Messer und kann mittels eines angefeuchteten Pinsels abgehoben und in ein Wasserbad gelegt
werden. Durch das Wasserbad konnen die gegebenenfalls entstandenen Falten unter
Zuhilfenahme eines feinen Pinsels gestreckt werden.

AnschlieBend werden die mikrodiinnen Schnitte auf einen Objekttriger-Superfrost iibertragen.
Bis zur anschlieBenden Farbung werden die Objekttriger in einem warmen Brutschrank
gelegt. Im Brutschrank herrscht eine konstante Temperatur von 37° C. Dies erfolgt zum
einem zum Trocknen der Schnitte, zum anderen zur besseren Haftung der Schnitte auf dem

Objekttrager.

4.1.2 Entparaffinieren

Um mikrodiinne Schnitte herstellen zu konnen, ist eine Einbettung der Schnitte im Paraffin
notwenig, da ansonsten das Gewebe zu weich und somit nicht schneidbar wére. So muss also
das Einbettungsmedium, hier Paraffin zur Vermeidung von einer Hintergrundfarbung
vollstindig ausgewaschen werden. Das Paraffin wird also mittels einer Xylol-Losung aus den
Schnitten entfernt. Die Farbstoffe, welche bei einer Farbung verwendet werden, sind entweder
alkohol- oder wasserldslich. Die Farbstoffe wiirden sich sonst nicht im paraffinierten Gewebe

anreichern.

Nachdem die Schnitte im Brutschrank iiber 20 Minuten getrocknet werden, werden die
Schnitte zum Entparaffinieren in Xylol unter einem Dunstabzug jeweils drei Mal a 5 Minuten
eingelegt.

Anschlielend erfolgt die Entfernung des Xylols, da die Farbstoffe nicht xylolldslich sind.

Dies passiert mittels einer absteigenden Alkoholreihe. Der Alkohol entzieht den Schnitten,
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also dem Gewebe H202. Durch diesen Schritt wird eine Denauturierung des Gewebes
verhindert.

Dazu legt man die angefertigten Schnitte in eine absteigende Alkoholreihe jeweils zwei Mal a
2 Minuten zum entwissern. Man beginnt mit einer 99,5 %-igen Ethanol-Losung, dann mit
einer 96%-igen Ethanol-Losung und einer 80 %-igen Losung und endet mit einer 70%-igen
Ethanol-Losung. Am Ende der Reihe wird das zu untersuchende Gewebe im destillierten

Wasser mindestens fiinf Minuten lang gespiilt.
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4.1.3 Demaskierung

Das Entfernen von Epitopen erfolgt mittels einer angefertigten Retrieval Solution (Dato
Cytomation, Target Retrieval Solution 10 x Concertante RAF: S1699 LOT 00009719) 1:10
mit destilliertem H202 (Aqua dest) verdiinnt.

Die Retrieval Solution ist ein Tris/EDTA-Puffer, welches einen pH-Wert von 9 aufweist.
Dieser Puffer dient zur wirmeinduzierten Demaskierung bisher nicht reaktiver
Antigene/Antikorper vor einem immunhistochemischen Verfahren.

Die Retrieval-Losung wird in ein Wasserbad gestellt, welches auf 95 Grad eingestellt wird
und auf 90-100 Grad erhitzt. Wenn die Temperatur erreicht ist, werden die Objekttragerracks
in die Losung gestellt und 30 Minuten inkubiert. Nach 30 Minuten werden die
Objekttragerbehilter aus dem Wasserbad genommen, in der Losung belassen und man lasst
sie 20 min bei Raumtemperatur abkiihlen.

Danach werden die Objekttragerbehalter in einer PBS-Losung (Phosphate-Buffered Saline
PBS, GIBCO 14190) getaucht und in Aqua dest. wieder gespiilt.

Die PBS-Losung ist eine phosphatgepufferte Salzlosung bei einem konstanten pH-Wert von
7,4. Die isotonische Salzlosung besitzt den osmotischen Druck, welcher dem physiologisch
osmotischen Druck der menschlichen Zellen entspricht.

Die Losung enthédlt 137 mM Natriumchlorid, 2,7 mM Kaliumchlorid und 12 mM Gesamt-
Phosphat (in Form von HPO42— und H2PO4-). Sie dient zur Rehydrierung der Schnitte.
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4.1.4 Peroxidase-Reaktion

Die endogene Peroxidase ist eine in Zellen vorkommende Enzymaktivitdt, welche vor allem
in Granulozyten, Mastzellen, Myoglobin, Himoglobin nachzuweisen ist.

Da bei der Immunhistochemie die Farbung durch Chromogenumsetzung durch Enzyme
erfolgt, miissen zuerst endogene Enzyme blockiert oder inaktiviert werden um falsch positive
Resultate zu vermeiden. Somit erfolgt vor der Immunreaktion eine Blockierung der
endogenen Peroxidase mit H202 (MERCK, 85971000304 K19013597).

Die Schnitte werden in 0,3 % H202 (300 ul mit 300 ml PBS-L6sung) fiir 30 min in Kiivetten
in Raumtemperatur inkubiert. Danach ldsst man die Objekttragerbehélter abtropfen und spiilt
sie jeweils zwei Mal in der PBS-Losung.

Mit einem Fettstift (Liquid Blocker) umrandet man die Gewebeschnitte um ein spiteres
Herauslaufen der Antikdrperlosungen zu verhindern. Die Objekttrager werden wieder in eine
Feuchtkammer mit Aqua dest. gelegt.

Bevor Antikorper gegen Proteine eingesetzt werden kdnnen, sollen alle Epitope in den
Gewebeschnitten blockiert werden, um eine unspezifische Bindung der Antikdrper zu
verhindern. Ansonsten konnen die Antikorper oder andere Nachweisreagenzien der Epitope
auf der Probe unabhéngig von ihrer Spezifitit binden. Das Blocken wird mittels 300 ul eines
verdiinnten ,,Blocking Serum* (ABC-KIT Vectastain BIOZOL, mouse IGgG) gemischt mit

10 ml des PBS-Puffer tiber eine Zeitdauer von 20 Minuten induziert.
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4.1.5 Primirantikorper

Nach einer 20-miniitigen Inkubationszeit mit Blocking Serum wird der Primérantikdrper
BER-EP4 (Dako, Hamburg, Deutschland, monoclonal mouse anti-human, M0804, LOT
00031506) immer in einer spezifischen Verdiinnung mit 10 % AB-Serum (DAKO, 48443)
verdiinnt in PBS-Puffer angesetzt. In Vorversuchen mit Verdiinnungsreihen an humanen
Kolonmukosaparaffinschnitten wurde eine optimale Primédrantikdrperkonzentration von 2,7

pg/ml ermittelt. Die Inkubationszeit betrdgt genau 30 Minuten.

Positivkontrolle:
Als Positivkontrolle dienten Mikrotomschnitte von humaner Kolonmukosa. Die epithelialen

Zellen weisen ein zuverldssig positives Farbeergebnis mit dem monoklonalen anti-epithelialen

Antikorper BEREP4 auf [76].

Negativkontrolle:

Die Negativkontrolle wird bei jedem Lymphknoten mittels eines unspezifischen
isotypgleichen Mausantikorpers (MPOC 21, Sigma, mouse IgG1, kappa, M-9269, LOT
082K44888) durchgefiihrt. Hier sollte das Gewebe keine Farbung aufweisen, da dieser
Antikorper nicht gegen ein spezifisches Antigen gerichtet ist. Diese Schnitte wurden ebenfalls
30 min bei Raumtemperatur in 10%igem AB-Serum verdiinnt inkubiert.

Anschliefend wurden sowohl die Positivkontrollen sowie die Negativkontrollen fiinf min in

PBS-Losung gewaschen.

Seite 54



4.1.6 Sekundirantikorper

Alle Schnitte wurden mit einem biotinyliertem rabbit-anti-mouse Sekundéirantikorper in PBS-
Puffer fiir 30 Minuten inkubiert (ABC Kit Vectastain, BIOZOL PK-4002 Burlingame, USA).
Dieser Antikorper ist bereits iiber einen Avidin-Biotin-Komplex mit Peroxidase konjugiert.
Nach erneutem Waschen der Schnitte 5 Minuten im PBS-Puffer erfolgte die Zugabe der DAB
Chromogenldsung (Dako Cytomation, Glostrup, K3468, LOT 00009199, Danemark) zur
Induktion der Féarbereaktion und Visualisierung der Antikérperbindung. Auf jedes Gewebe
wurden 300 ul des DAB-Substrats pipettiert und fiir 10 Minuten inkubiert.

Danach hat man die einzelnen Schnitte abtropfen lassen und drei Mal griindlich fiir 5 Minuten
in Leitungswasser ausgewaschen.

SchlieBlich wurden die Schnitte mit einer Gill Hdimalaun-Losung von Mayer (EosinG
Certistain, MERCK) fiir 15 Sekunden gegengefarbt und unter flieBendem H202 mindestens

fiinfzehn min gespiilt.
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4.1.7 Schnittkonservierung

Alle Objekttrager wurden kurz in Aqua dest. gestellt und in einer aufsteigenden Alkoholreihe
je eine Minute eingelegt (70 % Ethanol, 80 % Ethanol und 99 % Ethanol).

Nachdem man die Schnitte hat gut abtropfen lassen, wurden die Racks fiir jeweils zwei
Minuten zwei Mal in einer Xylol-Reihe inkubiert.

Anschliefend wurden die Schnitte mittels einer Pinzette aus der Xylol-Losung entnommen
und auf jeden Schnitt wurde ein Tropfen Entellan (MERCK, HX 624397, UN 1866) mit Hilfe
einer Plastikpasteurpipette getropft. Ein entsprechendes Deckglédschen wurde luftblasenfrei
aufgelegt. Die Schnitte wurden {iber Nacht luftgetrocknet und konnten anschlie3end

ausgewertet werden.
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Die Kryostatschnitte (3-5 pm) wurden wie folgt behandelt:

Auftauen und Trocknung der Préparate

Entparaffinieren in Xylol
Entwéssern in absteigender Alkoholreihe

Spiilen der Schnitte in Aqua dest.

Demaskierung in Retrieval Solution bei 90 Grad

Abkiihlen der Schnitte bei Raumtemperatur

Rehydrierung der Schnitte in PBS-Losung

Spiilung in Aqua dest.

Blockierung der endogenen Peroxidase in 0,3 % H202 bei Raumtemperatur
2 x Abspiilen mit PBS

Liquid Blocker
Schnitte in Feuchtkammer mit Aqua dest. Legen

Blocking Serum

Inkubation mit Primér-Antikdrper bei Raumtemperatur

Negativkontrolle mit MOPC 21 bei Raumtemperatur

Spiilung in PBS-Ldsung
Inkubation mit Sekundér-Antikérper (ABC-KIT)

Waschen in PBS

DAB-Substrat

3 x in Leitungswasser ausspiilen

Gegenfiarbung (Kernfarbung) mit saurem Himalaun
Abspiilen unter flieBendem Wasser

Eintauchen in Aqua dest.

Aufsteigende Alkoholreihe

Xylol-Reihe
Eindeckeln

20 min

15 min
12 min

5 min
30 min

20 min
5 min

10 min

20 min

30 min

30 min

5 min
30 min

5 min

10 min

15 min

15 sec

15 min

2 min
4 min

Tabelle 8: Schematischer Arbeitsablauf der Farbung
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S Auswertung

5.1 Lichtmikroskopische Auswertung

Die Auswertung der Schnitte erfolgte an einem Lichtmikroskop bei 200-facher Vergrof3erung.
Sie wurde durch zwei unabhingige Beobachter durchgefiihrt, die die Daten unabhéngig
voneinander erhoben haben. Wurde ein unterschiedliches Ergebnis erzielt, erfolgte eine

erneute Untersuchung des Schnittes und es wurde eine Konsensusentscheidung getroffen.

5.2 Immunhistochemische Detektion von BER-EP4 positiven Zellen

Alle Schnitte der Patienten mit papilldren Schilddriisenkarzinomen waren positiv nach
immunhistochemischer Farbung mittels BER-EP 4 und alle Isotypen-Kontrollen (MOPC-21)
der Proben waren durchweg negativ. Insgesamt wurden 343 Lymphknoten untersucht und
immunhistochemisch gefarbt. Bei 5 von 40 Patienten (12,5%) konnten BER-EP4 positive
Zellen (Abb. 7) isoliert werden. Die mittlere Zahl der immunhistochemisch aufgearbeiteten
Lymphknoten fiir jeden Patienten betrug 8.

Bei einer Patientin wurden in drei Lymphknotenschnitten BER-EP4 positive Zellen und bei

zwei Patienten Cluster von bis zu fiinf positiv gefdrbten Zellen (Abb. 8) nachgewiesen.
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Abb. 8: BER-EP4 positive Zellcluster im Randsinus, Vergroferung 200x
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5.3 Statistische Analyse

Orientierend an fritheren Studien [42, 43, 44, 81, 82] spielen klinisch-pathologische Parameter
wie das Tumor-Stadium, die Tumorgrofle, das Alter, die Lymphadenektomie sowie der Status
des Resektionsrandes eine Rolle und erwiesen sich als relevant fiir die Prognose.

Zudem untersuchten wir die prognostische Bedeutung der immunhistochemisch
nachgewiesen BER-EP4 positiven Zellen in den resezierten zervikalen Lymphknoten. Auch
die erfolgte Behandlung sowie das Behandlungsausmal} der zervikalen Lymphadenektomie
sowie die Verwendung von Radiojodtherapie waren als prognostisch relevant beschrieben
worden.

Alle in die Auswertung eingeflossenen Parameter aus dem Patientenkollektiv wurden
anonymisiert erfasst. Die klinisch-pathologischen Parameter wie das T-Stadium, der
Tumordurchmesser, das R-Stadium und Alter wurden dabei beriicksichtigt.

Um die Korrelation zwischen den klinisch-pathologischen Daten in Zusammenhang mit dem
Nachweis von papilldren Schilddriisen-Karzinomen aufzuzeigen, verwendeten wir den
Fishers-Test sowie den Chi-Quadrat-Test.

Die Analyse der Follow-up-Daten erfolgte mit Hilfe der Kaplan-Meier-log (Kaplan EL, 1958,
Abb. 9), womit die Sterbetafel-Kurven berechnet und die Methode sowie die

Uberlebensverteilungen mit dem Log-Rank-Test verglichen werden.

St =11 M: I1 (1_ﬁ)

CE ti) <t i

Abb. 9: Definition der Kaplan-Meier Statistik (Paul Meier in der New York Times)
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Die primiren Endpunkte waren das krankheitsspezifische Uberleben, Todesfille oder ein
Tumorrezidiv.

Herausgefiltert wurden alle Patientendaten, welche am Ende des Beobachtungszeitraums
iiberlebt haben und/oder kein Tumorrezidiv aufwiesen.

Die statistische Datenanalyse wurde mit SPSS [84] durchgefiihrt.

Seite 61



6 Ergebnisse

Insgesamt wurden 343 Lymphknoten immunhistochemisch analysiert. Hierbei fanden sich bei
12,5% der Patienten minimale Tumorresiduen. Das Durchschnittsalter in unserem
Patientenkollektiv betrug 45 Jahre (Zeitrahmen von 12 bis 72 Jahre).

Die meisten Patienten wurden in einem frithen Tumorstadium diagnostiziert. 70% der
Patienten wiesen ein Tumorstadium von pT1 oder pT2 auf, wihrend 30% der Patienten ein
lokal fortgeschrittenes Stadium zeigten, Stadium pT3 oder pT4. Es konnten in der
herkdmmlichen histopathologischen Untersuchung mittels einer HE-Féarbung bei keinem der
Patienten Lymphknotenmetastasen detektiert werden (pNO).

Der Durchmesser des Primértumors von 10 mm oder weniger lag bei 15 Patienten (37,5%)
vor, ein Durchmesser iiber 10 mm bis zu 25 mm war bei 17 Patienten (42,5%) anzufinden und
groBer als 25 mm bei 8 Patienten (20%) (Tabelle 9).

Die statistische Auswertung der klinisch- pathologischen Risikoparameter zeigte, dass weder
der Tumordurchmesser, das Patientenalter noch der Nachweis BER-Ep 4 positiver Zellen
einen signifikanten Einfluss auf die onkologische Prognose der Patienten hatten.

Auch behandlungsspezifische Charakteristika wie das Ausmaf3 der Lymphadenektomie oder
die Durchfiihrung einer Radio-Jod-Therapie hatten keinerlei signifikanten Einfluss auf den
weiteren Krankheitsverlauf. Lediglich das primdre Tumorstadium pT 1-2 vs. pT 3-4 lie einen
statistischen Trend hin zu einem verkiirzten Gesamtiiberleben bei lokal fortgeschrittenem

Tumor erkennen (Tabelle 10).
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Gesamtiiberleben p*

Parameter (Monate)

T-Stage

pT1-2 126,00

pT3-4 108,33 0.080
Tumordurchmesser

<10 mm 126,00

11 -25mm 114,93

>25 mm 107,00 0.218
Alter

<45 Jahre 111,75

> 45 Jahre 126,00 0.202
Radiojodtherapie

erhalten 108,97

nicht erhalten 126,00 0.735
Ausmal der Lymphadenektomie

Limitierte zentrale Lymphadenektomie 126,00

Standard zentrale Lymphadenektomie 114,90

Modifizierte unilaterale Lymphadenektomie | 107,00

Modifizierte bilaterale Lymphadenektomie 126,00 0.697
Nachweis Ber EP4+ Zellen

Positiv 126,00

Negativ 112,88 0.701

Tabelle 9: Zusammenstellung der Merkmale bezogen auf das Gesamtiiberleben
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Tabelle 10: Zusammenstellung der Merkmale bezogen auf das Gesamtiiberleben
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Die Auswertung der Daten legte keine signifikante Korrelation bezogen auf die klinischen
Parameter und die prognostischen Daten dar. Ausgeschossen davon ist bekanntermaflen der
Status des Resektionsrandes.

Alle Erkrankten und Operierten erhielten postoperativ eine Radiojodbehandlung. Lediglich
der am Tumorrezidiv verstorbenen Patienten legen eine Korrelation nah. Diese wiesen in der
mikroskopischen Analyse tumorpositive Resektionsrédnder auf.

In der statistischen Analyse konnte keine Korrelation zwischen der BER-EP4 positiven Zellen
in den untersuchten Lymphknoten und den zugezogenen klinisch-pathologischen Parametern
wie dem T-Stadium (Abb. 11), Tumordurchmesser (Abb. 12), R-Stadium (Abb. 13) und Alter
(Abb. 14) festgestellt werden (Abb. 10).

Uberraschenderweise fand man den gréBten Anteil an mikrometastatisch BER-EP4 positiven
Zellen bei Patienten mit Mikrometastasen bei papilldren Schilddriisenkarzinomen, welche
kleiner als 10 mm im Durchmesser maf3en.

Im Gegensatz dazu wurden bei keinem der Patienten mit einem Stadium pT3 oder pT4

mikrometastatische Zellen in den resezierten, zervikalen Lymphknoten gefunden.

Patienten (%) | Ber EP4 + cells | no Ber EP4 + cells | p-value*
Tumorstadium
T1-2 28 (70) 5 23
T3-4 12 (30) 0 12 0.118
Tumordiameter
<10 mm 15 (37,5) 3 12
> 10 mm bis < 17 (42,5) 1 16
25 mm
> 25 mm 8 (20) 1 7 0.484
R-Stadium
RO 33 (82,5) 5 28
R1 7(17,5) 0 7 0.271
Alter
<45 Jahre 20 (50) 2 18
> 45 Jahre 20 (50) 3 17 0.633

* Chi-Quadrat
Tabelle 11: Zusammenstellung der Ergebnisse
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M Patienten

i no Ber EP4 + cells

M Ber EP4 + cells

Abb. 10: Ergebnisse als Diagramm

Tumorstadium - BER Ep4 +

0%

m Patienten BER Ep4 neg.
HpT1-2
mpT 3-4

Abb. 11: BER-Ep 4 pos. Zellen und das Tumorstadium
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Tumordiameter - BER Ep4 +

2% 2%

E<10 mm
m10-25mm

H>25mm

M Patienten BER Ep4 neg.

Abb. 12: BER-Ep 4 pos. Zellen bezogen auf den Tumordiameter

R-Stadium - BEREp 4 +

0%

mRO

mR1

W Patienten BER Ep4 neg.

Abb. 13: BER-Ep 4 pos. Zellen bezogen auf das R-Stadium
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Alter - BEREp 4 +

M Patienten BER Ep4 neg.
m<45)

m>45)

Abb. 14: BER-Ep 4 pos. Zellen bezogen auf das Alter
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7 Follow-up

Es wurde eine Follow-up-Analyse mit einer mittleren Beobachtungszeit von 72 Monaten bei
95% der Patienten durchgefiihrt, wobei die Zeitspanne von 24 bis 126 Monaten reichte.

Eine Metastasierung wurde in 7 von 39 Patienten (7,7%) beobachtet: Ein lokoregionéres
Rezidiv trat bei zwei Patienten auf (5,1%) und ein Patient entwickelte Fernmetastasen (2,6%).
Innerhalb des Beobachtungszeitraums starben zwei Patienten aufgrund eines Tumorrezidivs
bei bekanntem papilldren Schilddriisenkarzinom und ein Patient verstarb ohne einen Bezug
auf das klinisch bekannte papilldre Schilddriisenkarzinom. Die errechnete 5-Jahres-
Uberlebensrate betrug somit 97,5% (Abb. 15).

Bezogen auf die Prognose der immunhistochemisch detektierten, minimalen Tumorresiduen
fand sich weder eine Folge auf die Rezidivfreiheit noch auf das Gesamtiiberleben. Es konnte
somit gezeigt werden, dass die Detektion BER-EP4 positiver Zellen nicht mit den
Risikoparametern (T-Stage, R-Stage, Tumor-Durchmesser, Alter) korreliert und somit war der

Unterschied statistisch nicht signifikant.
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Follow up

45

40
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30 A

25 A

20 +

10 -

Patienten insgesamt Metastasen Lokoregionares Rezidiv Fernmetastasen

Abb. 15: Follow up
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8 Diskussion

Das papilldre Schilddriisenkarzinom weist bevorzugt eine lymphogene Metastasierung auf.
Dementsprechend besteht die priméire Therapie nicht nur aus einer radikalen
Thyreoidektomie, sondern auch aus einer radikalen Dissektion der lokoregiondren
Lymphknoten [44, 42]. Allerdings ist eine radikale Lymphadenektomie bekannterweise mit
einer nicht unerheblichen Morbiditét assoziiert. Im Vordergrund stehen hier die
Rekurrenzparese sowie der Hypoparathyreoidismus, die in bis zu 4% bzw. 5% beschrieben
werden [164] (Abb. 16). Da bislang der Vorteil einer prophylaktischen Lymphadenektomie
nicht eindeutig nachgewiesen werden konnte [165,166] wird der Stellenwert der
Lymphadenektomie bei fehlendem Nachweis von Lymphknoten-Filiae in der prdoperativen

Bildgebung kontrovers diskutiert [49, 52].

Uberleben (Monate)

140
120
100
80
60
40
20

m Uberleben (Monate)

T-Stadium
<10 mm

10 bis 25 mm
R-Stadium
RO

<45 Jahre
lim. Neck
stand. Neck
unilat. Neck
bilat. Neck
Ber EP4 cells +
Ber EP4 cells -

Tumordurchmesser

Abb. 16: Uberleben

Bei in der Hilfte der Patienten ohne malignitidtssuspekte Lymphknoten in der
histopathologischen Aufarbeitung der prophylaktisch entnommenen Lymphknoten wurden
mikroskopische Tumoranteile identifiziert [S1]. Deren prognostische Relevanz ist jedoch

bislang nicht eindeutig erwiesen [44, 50, 42].
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Die Identifizierung befallener cervicaler Lymphknoten ist in der histopathologischen
Aufarbeitung jedoch ein integraler Bestandteil des Tumorstagings, auf dessen Grundlage dann

ggf. die Indikation zu weiteren adjuvanten TherapiemaBnahmen gestellt werden [49].

Ahnlich wie die prophylaktische Lymphadenektomie wird auch die Indikation zur adjuvanten
Radiojod-Therapie bei nodal negativen Patienten kontrovers diskutiert [57]. Erschwert wird
die Diskussion dadurch, dass im Gegensatz zu anderen Karzinomentititen [12-14], beim
papilldren Schilddriisenkarzinom bislang keine Daten zum Nachweis disseminierter
Tumorzellen publizuiert wurden.

Analog zum immunhistochemischen Nachweis okkulter disseminierter Tumorzellen bei
Karzinomen des Gastrointestinaltraktes [76] wurde in Préperaten der resezierten
Lymphknoten, welche in der konventionell histopathologischen Untersuchung einen negtiven
Befund hinsichtlich des Befalls als negativ beschrieben wurden, einer verfeinerten
immunbistochemischen Untersuchung unterzogen. Hierbei gelang es, disseminierte okkulte
Tumorzellen bei Patienten mit papillairem Schilddriisenkarzinom mikroskopisch
nachzuweisen. Lediglich einer japanischen Arbeitsgruppe gelang ebenfalls der Nachweis
malignitétssuspekter Tumorzellen bei 53% der untersuchten Patienten mit papilldren
Schilddriisenkarzinom [167]. In dieser Studie wurden aber keine postoperativen
Uberlebensdaten erhoben, so dass eine Aussage zur prognostischen Relevanz nicht méglich
war.

Da diese Untersuchung die bislang einzige ist, die die prognostische Relevanz okkulter
Tumorzellen bei nodal negativen Patienten zum Gegenstand hat, stehen keine
Vergleichsmoglichkeiten zu anderen Studien zur Verfiigung. Sicher ist es erforderlich diese
Ergebnisse, die an einem relativ iiberschaubaren Patientenkollektiv erhoben wurden, in einem
groBeren Rahmen zu verifizieren.

In dem hier immunhistochemisch untersuchten Kollektiv an ausschliesslich nodal negativen
Patienten konnten bei 12,5% epiteliale tumorsuspekte Zellen in den Lymphknoten
nachgewiesen werden. Die Korrelation dieser Ergebnisse mit klinisch-pathologischen
Risikoparametern wie T-Stadium, Tumordurchmesser, R-Stadium oder Alter ergab allerdings
keine signifikanten Zusammenhénge. Anders als erwartet waren okkulte Tumorzellen
vornehmlich bei kleinen Primértumoren bzw. bei Mikrokarzinomen unter einem 10 mm
Durchmesser detektierbar. Tatsdchlich konnte anhand vieler Studien in der Vergangenheit
aufgezeigt werden, dass papilldre Mikrokarzinome, welche eine GroBe < 10 mm aufweisen,

eine sehr gute Prognose haben [118-120].
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Entsprechend werden weitergehende MaBnahmen, wie eine totale Thyreoidektomie oder eine
Lymphadenektomie vielfach fiir nicht erforderlich gehalten [121- 124], [132, 133]. Im
Regelfall wird auf eine Radiojodtherapie ebenfalls verzichtet [125- 128].

In dem hier untersuchten Kollektiv wurde bei 36 von 40 Patienten (90%) eine adjuvante
RadioJod-Therapie durchgefiihrt. Somit erhielt auch der weitaus tiberwiegende Teil der
Patienten mit Mikrokarzinomen eine RadioJod-Therapie. Vor dem Hintergrund des
vermehrten Nachweises dissemierter Tumorzellen bei Mikrokarzinomen erscheint dieser
Therapieansatz somit als gerechtfertigt.

Andererseits konnen diese Ergebnisse auch dahingehend interpretiert werden, dass die
nachgewiesenen Zellen tatsachlich die Langzeitprognose nicht beeinflussen und der
Stellenwert der Lymphadenektomie vor diesem Hintergrund eher als gering anzusehen ist.
Die Lokalrezidivrate, die in dem hier untersuchten Patientenkollektiv festgestellt wurde
spricht aber dafiir, dass residuelle okkulte Tumorzellen zuriickgeblieben sind, die im Verlauf
proliferiert und ein Rezidiv verursacht haben.

Der fehlende Nachweis des prognostischen Einflusses von disseminierten Tumoreinzellzellen
kann sowohl auf die niedrige Patientenzahl als auch auf den Effekt der RadioJod-Therapie
zurlickgefiihrt werden.

Aussagekriftig wire theoretisch eine prospektive randomisierte Studie, bei der eine Gruppe
eine Radiojodtherapie erhilt, wiahrend bei der anderen Gruppe keine adjuvante Therapie
durchgefiihrt wird. Bei beiden Patientenkollektiven konnte dann der Einfluss
immunhistochemisch nachgewiesener Tumorzellen auf das rezidivfreie Uberleben und das
Gesamtiiberleben postoperativ untersucht werden. Allerdings ist die Durchfiihrung eines
entsprechenden Forschungsvorhabens in der konkreten Umsetzung schwierig, da die
erforderlichen Fallzahlen am ehesten ein multizentrisches Studiendesign erfordern. Hinzu
kommen die posttherapeutischen Nachsorgezeitrdume, die aufgrund der giinstigen Prognose
entsprechend lange Beobachtungszeitrdume notwendig machen.

Bezogen auf die Langzeitprognose konnte bei einem mittleren Nachbeobachtungszeitraum
unserer Patienten von 72 Monaten (24-126 Monate) kein prognostischer Einfluss der
immunhistochemisch nachgewiesenen Zellen nachgewiesen werden. Die Frage dabei ist, ob
dies auf einen Effekt der durchgefiihrten RadioJod-Therapie zuriickzufiihren ist, oder ob diese
Beobachtung die Notwendigkeit adjuvanter TherapiemaBnahmen bei nodal negativen

Patienten mit Mikrokarzinomen in Frage stellt.
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Die hier zugrunde liegende Studie zielte auf eine Untersuchung der prognostischen Relevanz
der nodalen Mikrodissemination beim pNO negativen Patienten mit einem papilléren
Schilddriisenkarzinom ab.

Resumierend zeigte die durchgefiihrte Studie, dass die betroffenen Patieten mit einem
vermeintlich vollstdndig auf das Organ begrenzten Primarius eine minimale, nodale
Dissemination immunhistochemisch nachweisbar sein kann. Hiermit ist erstmalig an einem
groBeren Patientenkollektiv eine minimale, nodale Dissemination immunhistochemisch
nachweisbarer Tumoreinzelzellen dokumentiert. Jedoch sollte die prognostische Relevanz der

detektierten Tumorresiduen in grofleren Studien weiter iiberpriift werden.
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