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1. Einleitung

1.1 Diagnostische Abklarung knotiger Verdnderungen in der
Schilddrise

VergroRerungen der Schilddrise stellen in Mitteleuropa, besonders in en-
demischen Jodmangelgebieten, ein haufiges Ereignis dar. Da eine Schild-
drisenvergroR3erung auf ganz verschiedene Krankheiten zurtickgehen
kann, wird sie stets als eine Indikation zur weiterfihrenden Abklarung
durch bildgebende, funktionelle und/oder morphologische Untersuchungen

angesehen.

Neben der Bestimmung des Schilddrisenhormonstatus (basaler TSH-
Test, fT4-Bestimmung) ist die Sonographie obligater Bestandteil der Ba-
sisdiagnostik. Mit ihrer Hilfe werden Form, Lage und Gr63e der Schilddri-
se beurteilt. Anatomische Details kbnnen mit dieser Methode besser dar-
gestellt werden als durch Schilddrisenszintigraphie (Solbiati et al. 1985).
Insbesondere bietet die Sonographie die Mdglichkeit, zwischen homoge-
nen und inhomogenen, knotigen Veranderungen zu unterscheiden. Zum
anderen ist es in Grenzen auch mdoglich, Inhomogenitaten zu differenzie-
ren, z.B. in der Unterscheidung zwischen zystischen und soliden Raum-
forderungen.

Innerhalb der Gruppe der soliden Raumforderungen stellen die follikularen
Schilddrisentumoren einen erheblichen Anteil. Mikrofollikulare Adenome
erscheinen sonographisch oft echoarm, makrofollikulare Adenome hinge-
gen sind im Vergleich zum umgebenden Schilddrisengewebe echogleich
mit umgebendem echoarmen Randsaum oder echoreich. Dopplerso-
nographisch weisen Adenome eine verstarkte Perfusion im Randbereich
oder in der Peripherie auf. Auch wenn sonographisch keine eindeutige
Dignitatszuordnung maoglich ist, deuten L&sionen mit unscharfer Begren-
zung und inhomogener Binnenstruktur, solitare echoarme Lasionen, zent-

rale Vaskularisation in der Dopplersonographie und vergrof3erte regionale



Lymphknoten auf einen malignen, infiltrativ wachsenden Prozess hin
(Gritzmann et al. 2000).

Als weitere Methode ist die Szintigraphie zu nennen. In der Routine-
diagnostik kommt radioaktives Technetium ¢°*™Tc-PTT) zum Einsatz. Fir
spezielle Fragestellungen (retrosternale Struma, ektopes/dystopes Schild-
driisengewebe) wird radioaktives Jod (¢?3J) verwendet. Mit Hilfe der Szin-
tigraphie lassen sich Aussagen Uber Lage, Form und GroRRe der Schild-
drise treffen, zusatzlich kann ektopes Schilddrisengewebe lokalisiert
werden. Funktionell unterscheidet man neben diffusen Veranderungen
kalte Knoten mit verminderter Nuklidspeicherung, warme Knoten mit nor-
maler Funktion, sowie heil3e Knoten (nuklidspeichernder Knoten bei sonst

supprimierter Schilddrise).

Ursachen von kalten Knoten kénnen sowohl Zysten, Blutungen, Entzin-
dungen, Fibrosierungen, Metastasen, hormonell inaktive Adenome, als
auch Schilddrisenkarzinome sein. Im Operationsmaterial sind Knoten, die
sich szintigraphisch kalt darstelten, in 15%-40% follikulare Adenome, in
42%-77% nicht-neoplastische Strumaknoten und in 3%-12% Schilddri-
senkarzinome (Brown 1981, Riccabona 1987, Rojeski und Gharis 1985).
Die haufigste Ursache eines heil3en Knotens ist ein dekompensiertes au-
tonomes Adenom der Schilddriise. Jedoch auch bei Patienten mit einem
heiBen Knoten im Schilddrisenszintigramm konnten in einigen Fallen
Schilddriisenkarzinome nachgewiesen werden (Hoving et al. 1981, Hayes
et al. 1996).

Sonograhische und szintigraphische Herdbefunde missen miteinander
verglichen werden. Jeder solide Knoten tber 1 cm Durchmesser ist eine
Indikation zur Szintigraphie. Kalte Knoten, insbesondere solche die so-
nographisch echoarm erscheinen, sollten punktionszytologisch abgeklart

werden. Stanzbiopsien, wie sie z.B. in Italien vorgenommen werden, sind



in Deutschland wegen des Blutungsrisikos uniblich bzw. sogar unge-
brauchlich.

Bei der Feinnadelaspirationsbiopsie wird mit einer dinnen Nadel (Durch-
messer 0,6 mm - 0,8 mm) durch ein Saugbiopsieverfahren Gewebe zur
zytologischen Untersuchung gewonnen. Die Methode ist bei erfahrenen
Zytologen geeignet, Aussagen uber eine Entziindung der Schilddriise, das
Vorliegen einer Zyste, einer Struma oder auch eines papillaren Schilddri-
senkarzinoms zu treffen. Ein Problem liegt allerdings systemimmanent in
der Abgrenzung zellreicher Strumaknoten von follikularen Adenomen und
von differenzierten follikularen Karzinomen, da sich das Zellbild hier wei-
testgehend gleicht (Gharib et al. 1984, Block et al. 1983).

Die Magnetresonanztomographie und Computertomographie finden, ins-
besondere bei sehr grof3en Strumen z.B. mit Ausdehnung ins Mediasti-
num, welche sonographisch schwer zu erfassen sind, Einsatz. Bei malig-
nen Schilddrisentumoren kénnen der angrenzende Larynx, die Trachea
und eine eventuelle Gefaldinvasion beurteilt werden. In der Schilddriise
kénnen Verkalkungen (besser im CT darstellbar), zystische Formationen,
Nekrosen, Einblutungen, extraglandulares Wachstum und Lymphknote n-
metastasen erfalt werden. Malignitatsverdachtig sind L&asionen mit
schlechter Abgrenzbarkeit im Randbereich, offenbar organiberschreite n-
dem Wachstum, Lymphknotenbeteiligung, Infiltration des Larynx oder der
Trachea. Jedoch auch gut abgrenzbare Tumoren schlieBen Malignitat
nicht aus. Vorsichtig sollte der Einsatz jodhaltiger Kontrastmittel in der
Computertomographie erfolgen, da eine Schilddrisenszintigraphie in den
nachfolgenden 4-8 Wochen nicht durchgefuhrt werden kann (Weber et al.
2000).

Oftmals wird man sich letztendlich unter Wirdigung aller Kklinischer, labor-
chemischer, bildgebender und zytologischer Befunde zu einem operativen

Eingriff entschlie3en, um sicheren Aufschluld tGber den biologischen Cha-



rakter der Raumforderung zu erhalten. Eine grof3ztigige OP-Indikation kal-
ter Knoten besteht dabei bei jungen Patienten, insbesondere Mannern mit
Solitarknoten, schnellem Wachstum des Knotens, vorangegangener Be-
strahlung des Halses oder vergrof3erten Lymphknoten im kaudalen Hals-

bereich (Delorme und Hoffner 2003).

Auch wenn sich in einer Reihe von Féllen die entnommenen Knoten letzt-
endlich als hyperplastische oder regressiv veranderte Strumaknoten ent-
puppen, so bleibt trotzdem von entscheidender Relevanz, die klinisch be-
sonders wichtige Diagnose eines malignen Tumors zu stellen. Schilddri-
senkarzinome sind insgesamt nicht selten, sie stellen die h&ufigsten endo-
krinen Neoplasien mit einer jahrlichen Inzidenz von 4,1 Neuerkrankungen
je 100.000 Menschen (Schmid und Bdcker 1997) dar. Den gré3ten Antell
daran haben die differenzierten Schilddrisenkarzinome, die aufgrund ih-
res unterschiedlichen klinischen Verhaltens in follikulare und papillare

Karzinome unterteilt werden.

Wahrend die papillaren Schilddrisenkarzinome offenbar de novo entste-
hen und fir ge kein gutartiger gleichartiger Tumor, etwa ein ,papillares
Schilddrisenadenom®, definiert ist, gehen follikulare Schilddrisenkarz-
nome ublicherweise aus follikularen Schilddrisenadenomen hervor. Somit
ist verstandlich, dal3 der in dieser Arbeit untersuchten Differentialdiagnos-
tik zwischen diesen beiden follikularen Tumorformen eine besondere Be-

deutung zukommt.

Im folgenden sollen daher zunéchst die epidemiologischen, klinischen und
morphologischen Charakteristika der follikularen Tumoren der Schilddrise
dargestellt werden; danach werden bisherige Uberlegungen zur exakteren

Differentialdiagnostik vorgestellt.



1.2 Follikuldre Tumoren der Schilddrise

Von der WHO (Hedinger et al. 1988) werden diejenigen differenzierten
Tumoren der Schilddriise als follikular definiert, die

von Thyreozyten ausgehen,

follikular aufgebaut sind

und nicht die histologischen oder zytologischen Kriterien papillarer

Schilddriisenkarzinome erfillen (s.u.).
Die Vorgabe, daf? die follikularen Tumoren der Schilddrise vom Schild-
drusenepithel selber ausgehen muissen, schliel3t die von den C-Zellen
abstammenden medulldren Karzinome, die durchaus follikular aufgebaut

sein kdnnen, aus dieser Gruppe aus.

1.2.1 Follikulare Schilddriisenadenome

Das follikulare Adenom ist die haufigste Neoplasie der Schilddriise. Es ist
ein gutartiger, von einer Kapsel umschlossener Tumor, der vom Follikel
epithel ausgeht. Follikulare Adenome kdnnen einzeln oder multipel auftre-
ten. Bei Obduktionen finden sie sich in den untersuchten Schilddrisen zu
3% bis 20% Adenome (Rosai et al. 1992, Doniach 1978). Bevorzugt be-
troffene Patienten sind Frauen im mittleren Lebensalter. Mikroskopisch
lassen sich normofollikulare (einfache), makrofollikulare (kolloidale), mikro-
follikulare (fetale) und trabekulére (embryonale) Adenome unterscheiden
(Rosai 1996). Es gibt Korrelationen zwischen dem mikroskopischen E-
scheinungsbild und der Aktivitdtsanreicherung bei der Szintigraphie
(Campbell et al. 1973). Haufig finden sich regressive Veranderungen wie
Nekrosen, Vernarbungen, Einblutungen, Zysten oder Verkalkungen
(Schmid et al. 1996).

Immunhistochemisch konnte die Expression von Keratin und Thyreoglobu-
lin im Zytoplasma sowie Laminin an den Follikeln nachgewiesen werden

(Miettinen und Virtanen 1984). AulRerdem exprimieren sie den im Zelkern



immunhistochemisch nachweisbaren Thyroid Transcription Factor-1 (TTF-
1) (Katoh et al. 2000).

Follikulare Adenome sind klonalen Ursprungs (Namba et al. 1990). Punkt-
mutationen konnten in den drei Proto-Onkogenen Hras, K-ras und Nras
sowohl bei follikularen Adenomen als auch bei follikularen Karzinomen
nachgewiesen werden und dienen somit nicht zur Differenzierung der
beiden Tumoren. Da die ras-Aktivierung sowohl in benignen, als auch in
malignen Schilddriisenneoplasien zu finden ist, stellt sie offenbar ein fri-
hes Ereignis in der Tumorgenese dar (Lemoine et al. 1989, Namba et al.
1990). In einer Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 die terminale Region
des langen Arm des Chromosom 19 eine Bedeutung fur die Entstehung

eines follikularen Adenoms zu haben scheint (Dal Cin et al. 1992).

Differentialdiagnostisch muf3 bei einem follikularen Adenom an eine nodu-
lare Hyperplasie, ein follikulares Karzinom, insbesondere an ein minimal
invasives follikulares Karzinom, oder die follikulare Variante des papillaren
Karzinoms gedacht werden. Gerade bei der Abgrenzung gegentiber dem
minimal invasiven Karzinom bestehen grofRe Probleme. Li Volsi (1990),
Schmid und Bocker (1997) und Franssila et al. (1985) definierten als ent-
scheidende Malignitatskriterien den Einbruch des Tumors in ein Gefal3lu-

men und/oder den Durchbruch der Kapsel (s.u.).

Adenome werden bei fehlendem Nachweis von Gefal3- und/oder Kapsel-
invasion als typische Adenome bezeichnet, welche weder rezidivieren
noch metastasieren (Lang et al. 1980). Daneben existiert der Begriff des
atypischen Adenoms, dessen Hauptunterscheidungsmerkmal in Abgren-
zung zum typischen Adenom in der erhéhten proliferativen Aktivitat liegt.
Weitere diagnostische Kriterien sind eine erhohte Zellulariat, erhéhte
KerngroR3e und eine gestorte Architektur. Daneben kdnnen fakultativ eine

fragliche Kapselinvasion (z.B. Aufsplitterung der Kapsel) oder eine fragi-



che Gefallinvasion (z.B. isolierte zellulare Aggregate im Gefal3lumen)
nachweisbar sein. Die Abgrenzung zum minimal invasiven Karzinom ist

auch hier besonders schwierig (Lang et al. 1980).

Werden in einem Schilddrisenresektat zweifelsfreie follikulare Adenome
gefunden, so ergibt sich hieraus keine weiterfliihrende therapeutische

Konsequenz.

1.2.2 Follikulare Schilddrisenkarzinome

Der Begriff des follikularen Schilddriisenkarzinoms umfaflit die von den
Thyreozyten ausgehenden malignen Tumoren mit follikularer Zelldifferen-
zierung, die keine histologischen (Papillen) und keine zytologischen
(Milchglaskerne) Merkmale des papillaren Karzinoms aufweisen. Es han-
delt sich somit in der Abgrenzung zu den papillaren Karzinomen um eine
.Negativdefinition®, die der Tatsache Rechnung tragt, dal3 es zytologisch
eindeutig papillare Karzinome gibt, die einen reinen follikularen Wachs-
tumstyp aufweisen. Die exakte Abgrenzung beider Karzinomentitaten ist
wichtig, weil follikulare Karzinome eine hamatogenen Metastasierungsweg
nehmen, wahrend papillare Karzinome vornehmlich lymphatisch in die
Halslymphknoten metastasieren; die papillaren Karzinome vom follikul&aren
Wachstumstyp, auch Lindsay-Tumor genannt, verhalten sich hierbei wie
andere papillare Karzinome auch.

Makroskopisch sind die follikularen Karzinome zumindest teilweise von
einer Kapsel umgeben und verfligen utber eine rotliche glasige, zum Teil
auch grau-weil3e Schnittflache. Mikroskopisch zeigen sie ein variables Er-
scheinungsbild, welches gut ausgebildete Follikel, schlecht differenzierte
Follikel, kribriforme Areale oder eine trabekulare Anordnung beeinhalten
kann (Rosai 1996). Die Kerne sind normo- oder hyperchromatisch (Frans-

sila et al. 1985). Diese histologischen Kriterien reichen zur Unterscheidung



gegenuber einem follikularen Adenom aber nicht aus. Vielmehr mufd der
Nachweis einer Kapsel- oder Gefal3invasion erbracht werden; in Abhan-
gigkeit vom Ausmalfd der Invasion werden mikroinvasive von grob invasi-

ven Karzinomen unterschieden.

Minimal invasive follikulare Karzinome

Diese Tumoren, die 37% bis 50% der follikularen Karzinome ausma-
chen (Schmid et al. 1996, Schroéder 1988), sind meistens vollstandig
von einer Kapsel umgeben. Die Kapsel ist oft dicker und unregelmal3-
ger als die von Adenomen (Evans 1984). Das mikroskopische Wachs-
tumsmuster hat haufig Ahnlichkeit mit embryonalen, fetalen oder aty-
pischen Adenomen.

Der Nachweis der Invasion von Blutgefal3en sollte bei GefalRen von
vendsem Kaliber erfolgen. Diese sollten sich in oder direkt aufl3erhalb
der Kapsel befinden. In den Gefal3en sollten ein oder mehrere Tumor-
zellnester an der Wand anhaften und sich in das Lumen vorwd Iben.
Das Kriterium das Kapseldurchbruchs ist nur bei Unterbrechung der
kompletten Breite der Kapsel anzuwenden. Der Nachweis eines Ein-
bruchs in die innere Hélfte der Kapsel, oder das Vorhandensein von
Tumorzellen innerhalb der Kapsel sind diagnostisch nicht ausreichend
fur ein Karzinom. Der Tumor breitet sich nach Durchbruch der Kapsel
haufig pilzférmig in das umliegende Gewebe aus und kann eine zweite

ihn umgebende Kapsel bilden (nach Rosai 1996).

Grob invasive follikulare Karzinome

Diese Tumorform ist gekennzeichnet durch multiple Infiltrationen in
BlutgefalRe und/oder Wachstum in das umliegende Schilddriisenge-
webe. Eine umgebende Tumorkapsel fehlt haufig oder ist nur noch

unvollstandig.



Die Unterscheidung bei Subtypen des follikularen Karzinoms ist sinnvoll,
da hdmatogene Metastasen beim grob invasiven Karzinom gehauft auftre-
ten. Hingegen lassen sich bei der minimal invasiven Form mit Gefalinva-
sion in weniger als 5% und bei Karzinomen, die nur nach minimaler Kap-
selinvasion diagnostiziert werden, in weniger als 1% Metastasen nachwei-
sen (Cady et al. 1985, lida 1977, Lang et al. 1986).

Die Therapie des follikularen Schilddrisenkarzinoms besteht in der totalen
Thyroidektomie mit zentraler Lymphknotendissektion. Dabei werden die
perithyroidalen, pralaryngealen und pratrachealen isthmusnahen Lymph-
knoten entfernt. Bei palpablen oder sonographisch verdéchtig lateralen
Halslymphknoten erfolgt des weiteren eine ipsilaterale, gegebenenfalls
auch kontralaterale Dissektion der lateralen Halslymphknoten.

Anschliel3end an die totale Thyroidektomie wird eine Radiojodtherapie mit
13130d zur Ablation von eventuell vorhandenem Restschilddriisengewebe
und zum Nachweis speichernder Lymphknoten- und Fernmetastasen und
deren Behandlung durchgefuihrt. Nach der Radiojodbehandlung wird &-
benslang eine Levothyroxinmedikation in TSH-suppressiver Dosierung
eingeleitet. Zur Nachsorge sollte risikoorientiert zunéchst halbjahrlich,
nach 5 Jahren jahrlich eine Halssonographie sowie die Bestimmung des
Thyreoglobulinspiegels und der Thyreoglobulinantikdrper erfolgen. Eine
13130d-Ganzkérperszintigraphie sollte 3-4 Monate nach Radiojodtgerapie

sowie ein Jahr danach erfolgen (Deutsche Krebsgesellschaft 2002).

Die Prognose differenzierter Schilddrisenkarzinome ist im allgemeinen,
bezogen auf andere maligne Tumorentitaten, im wesentlichen gut; die al-
tersbereinigte relative 5-Jahres-Uberlebensrate liegt im 626 Patienten um-
fassenden Kollektiv des Tumorregisters Minchen (Hoélzel 1996) bei 80%,
die relative 10-Jahres-Uberlebensrate bei 76%. Im besonderen hangt die
Prognose wie bei fast allen anderen Tumorertitdten auch besonders stark

vom Tumorstadium ab; fur Schilddriisenkarzinome in den Stadien T1NO



bis T3NO liegt die relative 5-Jahres-Uberlebensrate bei 96% bis 100% und
entspricht somit einer normalen Lebenserwartung; &hnlich verhalt es sich
mit den fur TLINO und T2NO vorliegenden Daten zur relativen 10-Jahres-
Uberlebensrate (jeweils 95%). Fortgeschrittene Lymphknotenmetastasie-
rung oder das Vorliegen von Fernmetastasen bei Diagnosestellung bedin-
gen eine wesentlich schlechtere Prognose. Im Vergleich zu den papillaren
Schilddriisenkarzinomen (relative 5 bzw. 10-Jahres-Uberlebensrate von
94% bzw. 93%) schneiden die follikularen schlechter ab (88% bzw. 78%),
wahrscheinlich wegen ihrer Neigung zur spateren Entwicklung von Fern-
metastasen. Andere Arbeitsgruppen geben fir die Prognose der minimal
invasiven follikularen Karzinome eine 10-Jahres-Uberlebensrate von uber
90% an, so daf3 dieser Tumortyp sich giinstiger als das grob invasive Kar-
zinom verhalt; als bedeutsam wurde hier das Ausmald der Operationsradi-
kalitdit angegeben (Schmid et al. 1996). Die grob invasiven follikularen
Karzinome haben mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von circa 50% eine
schlechtere Prognose (Schroder 1988, Woolner 1971).

Anerkannte Faktoren von ungunstiger prognostischer Bedeutung sind
dartiber hnaus ein Alter Gber 50 Jahre bei Diagnosestellung, vaskulare
Tumorinvasion, Einbruch in das umliegende Gewebe und das Vorliegen
von Fernmetastasen bei Diagnosestellung (Brennan et al. 1991). Auch
ausgepragte Zellatypien waren in einer Studie ein unabhéngiger prognos-
tischer Faktor (Tennvall et al. 1985).

1.3 Differentialdiagnostik follikularer Adenome und folikularer Kar-
zinome durch morphologische und molekulare Methoden

In den vergangenen Jahren wurde mit verschiedenen Methoden versucht,
eine Verbesserung der Differentialdiagnostik zwischen beiden Tumorenti-
taten zu erreichen. Im folgenden sollen wesentliche Ergebnisse solcher
Arbeiten dargestellt werden. Dabei fallt auf, dal3 Uberwiegend Studien mit
nur kleinen Kollektiven vorliegen, so dal3 die Aussagekraft deutlich einge-

schrankt sein kann.

10



Differenzierungseigenschaften

Galectin-3

Der Marker Galectin-3, ein 31 kD schweres (3Galaktosidase-bindendes
Lektin, wurde in den vergangenen Jahren als Marker differenzierter
Schilddrisenkarzinome etabliert. Diese zeigen offenbar eine gleichmafiige
Expression von Galectin-3, wahrend hyperplastische Knoten und Adeno-
me, wenn sie Uberhaupt eine Expression zeigen, nur positive Zellcluster,
d.h. gruppierte Ansammlungen von positiven Zellen, aufweisen (Coli et al.
2000, Xu et al. 1995, Orlandi et al. 1998, Inohara et al. 1999). Aus einer
vergleichenden Literaturtibersicht aus dem Jahr 2002 geht hervor, dafl? die
Galectin-3-Expression bei papillaren Karzinomen (173/175, 98,9%) am
haufigsten ist, gefolgt von follikularen Karzinomen (53/63, 84,1%). Hyper-
plastische Strumaknoten (9/70, 12,9%) und follikulare Adenome (22/148,
14,9%) waren in geringerer Zahl positiv (Coli et al. 2000). Aus den Ergeb-
nissen wurde insgesamt geschlossen, daf3 es sich bei Galectin-3 um einen
Marker fur maligne Transformation in der Schilddriise handelte; legt man
die oben genannten Ergebnisse (ohne Berlcksichtigung etwaiger Informa-
tionen aus dem Farbemuster, s.0.) zugrunde, so ergébe sich fur die Unter-
scheidbarkeit von follikularen Adenomen und follikularen Karzinomen eine
Sensitivitat von 84,1% und eine Spezifitat von 85,1%. Erste Untersuchun-
gen an praoperativen Feinnadelaspirationen fuhrten zu &hnlichen Ergeb-
nissen (Fernandez et al. 1997, Inohara et al. 1999).

Bedacht werden muf3 allerdings, dal3 auch medullare Karzinome Galectin-
3-positiv sein konnen (7/17, 41,2%) (Coli et al. 2000), so dal3 eine Markie-
rung mit diesem Marker nicht hilft, zwischen einem Tumor der Thyreozyten

oder der C-Zellen zu unterscheiden.

Retinoblastomprotein-Expression

Beim Retinoblastomgen handelt es sich um ein Tumorsuppressorgen. Der

Verlust des immunhistochemischen Nachweis des Genprodukts Rb-1 ist
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ein indirekter Indikator fur den Verlust des 2. Allels des Gens und somit
der Funktion als Tumorsuppressorgen. 96% der Falle von hyperplasti-
schen Strumaknoten und follikularen Adenomen (51/53) waren Rb-1-
positiv, wahrend 82% der verschiedenen untersuchten Typen von Schild-
drisenkarzinomen Rb-1-negativ waren, darunter auch acht von neun folli-
kularen Karzinomen (89%) (Anwar et al. 2000). Folglich ware mit einer Rb-
1-Untersuchung eine Differenzierung zwischen einem hyperplastischen
Strumaknoten und einem follikularen Tumor moglich - diesem Vergleich

kommt aber klinisch keine entscheidende Bedeutung zu.

Telomerase

Unter dem Telomerasekomplex versteht man einen Ribonucleoprotein-
komplex, der eine Telomerase-RNA-Komponente (hTR), ein Telomerase-
assoziiertes Protein (TP1) und eine katalytische Telomerase-Untereinheit
(hTERT) umfal3t (Hoang-Vu et al. 2002). Der Telomerasekomplex ist in
vielen Tumoren und in immortalisierten Zellen aktiviert.

Eine vergleichende Ubersicht der bislang erschienenen Arbeiten zeigt al-
lerdings, dafl3 sich Hoffnungen in einen Tumormarker oder einen Marker
fur Malignitat hier nicht erfillen, da sich sehr heterogene Ergebnisse von
Gruppe zu Gruppe zeigen und auch das zusammenfassende Gesamtre-
sultat keine eindeutigen Auftrennungen erlaubt: Eine erhéhte Telomera-
seaktivitdt war demnach in normalem Schilddrisengewebe selten (7/180,
3,9%) und trat in steigendem Mal3e in follikularen Adenomen (28/137,
20,4%), follikularen Karzinomen (52/156, 33,3%) und papillaren Karzino-
men (109/243, 44,9%) auf (Hoang-Vu et al. 2002). Fur die Unterscheid-
barkeit von follikularen Adenomen und follikularen Karzinomen ergabe
sich eine Sensitivitat von 33,3% und eine Spezifitat von 79,6%.

In einem gemischten Patientenkollektiv aus 24 Fallen maligner und be-
nigner Schilddrisenverdnderungen fanden sich an Feinnadelaspirations-

biopsien allerdings hTERT-basierte positive und negative Voraussagewer-
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te fur Malignitat von 93% bzw. 90% (Zeiger et al. 1999); zu bedenken

bleibt hier aber das noch kleine Patientenkollektiv.

Typ-1-Blutgruppenantigene

In einer Studie, die sich vornehmlich mit papillaren Schilddrisenkarzino-
men befaldte, wurden immunhistochemische Untersuchungen mit Antikor-
pern gegen DU-PAN2, Cal9-9, Le(a) und Le(b) durchgefihrt. Wahrend
papillare Karzinome in 33% bis 98% der Falle mit den Markern positiv rea-
gierten, waren die Kontrollen der 29 follikularen Adenome und der 23 folli-
kularen Karzinome nur in wenigen Fallen positiv (0% - 21%) (Kamoshida
et al. 2000).

HBME-1

Der monoklonale Antikérper HBME-1 ist gegen Mikrovilli an der Oberfla-
che von Mesothelzellen gerichtet, reagiert aber auch mit Zellen von
Schilddrisenkarzinomen, und zwar sowohl an Feinnadelaspiraten, als
auch an Paraffinschnitten. Eine Arbeit an 14 Schilddrisenkarzinomen,
darunter funf follikulare Karzinome, ergab eine HBME-1-Positivitat in vier
Fallen (80%); von funf follikularen Adenomen waren drei positiv (60%). In
einer anderen Studie erwiesen sich allerdings alle 40 untersuchten folliku-

laren Adenome als negativ (Cheung et al. 2001).

TTF-2
Nachdem der thyroid-Transskription-Faktor 1 (TTF-1) als wichtiger Marker
in der Erkennung einer epithelialen Zellen als zugehérig zur Schilddriise
oder zum respiratorischen Epithel der Bronchialschleimhaut anerkannt ist,
wurde 2001 ein weiterer Transskriptionsfaktor, TTF-2, vorgestellt, der als
schilddrusenspezifisch angenommen wird. Er war in verschiedenen
Gruppen von Schilddrisenerkrankungen unterschiedlich oft exprimiert; die
follikularen Adenome waren in 15 von 21 Fallen positiv (71%), die follikula-

ren Karzinome in 8 von 18 Féllen (44%) (Sequeira et al. 2001). Dieser Un-
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terschied ist wahrscheinlich zu gering, um differentialdiagnostisch von
Nutzen zu sein; das Resultat war im Pearson Chi=Test Uberdies nicht sig-
nifikant (p > 0.05). Daruber hinaus war TTF-2 auch in 18 der 36 Kontrollen

von normalem Schilddriisengewebe positiv (50%).

Proliferation und Apoptose

DNA-Zytometrie
Mit Hilfe der DNA-Zytometrie ist es in der Diagnostik mdglich, vor allem

am Plattenepithel, z.B. der Cervix uteri oder der Mundhohle, Aussagen
Uber das Risiko zu treffen, dal sich eine dysplastische Lasion progredient
verhalten wird, d.h. zum Karznom werden wird, oder regressiv sein wird,
d.h. sich zuritckbilden wird.

In der Unterscheidung von Adenomen und Karzinomen liegen fur Lasio-
nen, die aus einer Adenom-Karzinom-Sequenz hervorgehen wie das Ade-
nom und das Karzinom des Dickdarms, keine guten Erfahrungen vor. Ahn-
lich verhalt es sich auch bei follikularen Schilddriisentumoren. In einer Zu-
sammenfassung verschiedener fremder und eigener Arbeiten ermittelten
Grant et al. (1990) eine nicht-diploide DNA-Stammlinie in 43,1% der folli-
kularen Adenome (143/332) und in 58,5% der follikularen Karzinome
(196/335), so dal® keine scharfe Trennlinie zwischen benigne und maligne
gezogen werden kann; die Ergebnisse sind statistisch nicht signifikant
(Pearson Chi=Test: p > 0,05; eigene Berechnung). Die entsprechenden
Werte fur Sensitivitat und Spezifitat betragen 58,5% bzw. 56,9%.

Proliferation

Untersuchungen zur Proliferation wurden vorwiegend immunhistoche-
misch mit den Antikérpern MIB-1 bzw. PCNA durchgefiihrt. Eine Ubersicht
Uber die Daten zeigt, dal3 Ublicherweise follikulare Karzinome tber héhere
Werte als follikulare Adenome verfiigen. Die Datenverteilungen lassen

oftmals auch erkennen, dal3 ein statistisch signifikanter Unterschied vor-
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liegen dirfte; diese Annahme gilt aber nicht fur alle Arbeiten. Dartber hin-
aus fallt auf, da3 z.B. die Mittelwerte pro untersuchter Krankheitsentitat
von Gruppe zu Gruppe deutlich schwanken (z.B. MIB-1-Expression folliku-
larer Adenome: 0,5% bis 4,5%) (Lewy-Trenda und Bienkiewicz 1999, E-
rickson et al. 1998, Resnick et al. 1998, Yoshida et al. 1999, Katoh et al.
1995).

Aul3erdem fehlen vielfach Werte zur Sensitivitat und Spezifitat der Unter-
suchungsergebnisse im Hinblick auf ihre diagnostische Trennscharfe. Nur
in einer Arbeit an 16 follikularen Adenomen (MIB-1-Expression: 4.1% +
0.6%) bzw. 23 follikularen Karznomen (MIB -1-Expression: 15.3% + 3.1%)
werden Sensitivitat (56.5%) und Spezifitdt (100%) angegeben (Erickson et
al. 1995).

Apoptosequantifizierung
Das sehr komplexe System der Apoptoseregulation ist in den vergange-

nen Jahren verschiedentlich untersucht worden, vornehmlich mit der TU-
NEL-Methode; hierbei handelt es sich um eine modifizierte in situ-
Hybridisierung, mit der Apoptose anzeigende DNA-Fragmente an Paraf-
finschnitten visualisiert und quantifiziert werden kdnnen. Entzindliche
Schilddrisenerkrankungen weisen gegentber Tumoren und normalem
Schilddriisengewebe erhohte Werte fir die Apoptoserate auf (Ubersicht
bei: Biesterfeld et al. 2003) . Nur in einer Arbeit wurde die Apoptoserate
von 14 follikularen Adenomen (0.5% +/- 0.4%) mit der von 30 differenzier-
ten, vorwiegend papillaren Karzinomen (0.4% +/- 0.3%) verglichen und

erwies sich dabei als etwa gleich hoch (Yoshida et al. 1999).

AgNOR
Die Darstellung argyrophiler Proteine in der Umgebung der Nukleolus-

organisierender Regionen (AgNOR) hat sich bei papillaren und follikularen
Schilddrisenkarzinomen als hilfreich in der Vorhersage eines Tumorrez-

divs erwiesen (Kawasaki et al. 2000). Fur differentialdiagnostische Ent-
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scheidungen zwischen follikularen Adenomen und follikularen Karzinomen
hat sich die AQNOR-Verteilung ebenfalls bewéhrt. Sie erlaubte eine anna-
hernd vollstéandige Differenzierung beider Tumorentitaten in einer Arbeit an
Gewebeschnitten; als mittlere AQNOR-Zahl wurde fur follikulare Adenome
(n = 22) 3.5 +/- 0.3 und fur follikulare Karzinome (n = 17) 5.0 +/- 0.7 ange-
geben (Ruschoff et al. 1993). Diese Ergebnisse wurden im Prinzip in einer
anderen Arbeit an Feinnadelaspirationsbiopsien bestatigt, in der die folli-
kularen Adenome (n = 40) eine mittlere AQNOR-Zahl von 2.17 +/- 0.73
aufwiesen, die follikularen Karzinome (n = 9) hingegen von 5.04 +/- 0.53
(Mehrotra et al. 1998). Die Ergebnisse sind erfahrungsgemalr in beiden
Arbeiten statistisch signifikant; entsprechende Werte wurden aber nicht

dargestellt.

Chromosomale und molekularpathologische Untersuchungen

CGH-basierte chromosomale Untersuchungen

Die bisherigen Kenntnisse tber die chromosomale Ausstattung von folliku-
laren Adenomen und follikularen Karzinomen mithilfe der komparativen
genomischen Hybridisierung (CGH) sind sehr widersprichlich und lassen
keine allgemein gultigen SchluRfolgerungen zu (Ubersicht bei Roque et al.
2003). Sie beziehen sich andererseits aber auch nur auf 66 follikulare A-
denome und 61 follikulare Karzinome in insgesamt sechs Untersuchun-
gen. Uberraschenderweise gelang es nicht in allen Studien, Ahnlichkeiten
zwischen den CGH-Profilen beider Entitaten herauszuarbeiten.

Da die CGH-Ergebnisse zu keinem klaren Ergebnis kommen, ist auch ein
DNA-Microarray, der ja uUblicherweise auf der Basis von CGH-Resultaten

konstruiert wird, derzeit noch nicht vorstellbar.

PAX8-PPARGamma-Fusionsonkogen

Der Nachweis durch Translokation entstandener Fusionsonkoproteine hat

in der Onkologie hamatologischer Erkrankungen sowie bei Sarkomen und
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papillaren Schilddrisenkarzinomen Bedeutung erlangt; ein klassisches
Beispiel ist die Philadelphia-Translokation bei CML. Nachdem bei follikul&-
ren Schilddriisenkarzinomen eine Fusion des thyroid-spezifischen Trans-
skriptionsfaktors PAX8 mit dem nukledren Rezeptor PPARGamma als
Translokation t(2;3)(q13;p25) nachgewiesen worden war, wurde mit RT-
PCR und immunhistochemisch untersucht, ob sich follikulare Adenome (n
= 11) und follikulare Karzinome (n = 17) im Auftreten der Translokation
unterscheiden (Cheung et al. 2003). In beiden Gruppen lie sich in jeweils
sechs Fallen (55% bzw. 35%) die Translokation nachweisen, so daf3 sie
offenbar frih in der Tumorgenese follikularer Schilddriisentumoren liegt
und nicht erst als Ausdruck der Malignisierung auftritt; differentialdiagnos-
tisch ist sie somit (vorbehaltlich anderer Resultate an grof3eren Patiente n-

kollektiven) mutmalilich nicht geeignet.

Molekularpathologische Untersuchungen

Molekularbiologische Ansatze haben bisher noch keine entscheidenden
Ergebnisse in der Differentialdiagostik follikularer Schilddriisentumoren
erbracht. Tumorspezifische mRNA-Untersuchungen geben zwar neue
Einblicke in Ablaufe innerhalb der Karzinogenese, lassen jedoch offenbar
bisher keine Unterscheidung von Adenomen und Karzinomen zu (Takano
et al. 2002). Der Aufbau einer ¢cDNA library (Kaserer et al. 2002) nach
Erkenntnissen, die an mikrodisseziertem Gewebe von verschiedenen gut-
artigen und bosartigen Erkrankungen der Schilddriise sowie an Normal-
gewebe gewonnen wurden, wird in Zukunft eine breitere Genanalyse er-
lauben und zumindest experimentelle Anwendungen der c-DNA-
Arraytechnik wahrscheinlich machen; zu diesem Thema liegt bisher ein

Fallbericht fur ein follikulares Schilddriisenkarzinom (Chen et al. 2001) vor.
Zusammenfassend kann man sagen, dal3 molekulare Techniken in Zu-

kunft auch bei Schilddrisentumoren eine grol3ere Bedeutung auf wissen-
schaftlichem Sektor haben werden, klinische Fragestellungen aber erst

mittelfristig beantwortet werden durften.
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1.4 Problemstellung

In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, inwieweit die TV-
bildanalytisch unterstitzte Quantifizierung der Expression der beiden Pro-
liferationsmarker MIB-1 und PCNA zur LOsung der differentialdiagnosti-
schen Frage beitragen kann, ob es sich bei einer follikularen Tumorbil-
dung der Schilddriise um ein Adenom oder ein Karzinom handelt. Wie be-
reits ausgefihrt (s.0.), gibt es zwar einige Voruntersuchungen hierzu, aber
letztendlich kein gesichertes, auf einer breiteren Datenbasis bzw. auf einer
quantifizierenden Methodik aufgebautes Wissen.

Ziel ist, die Sensitivitdt und Spezifitat verschiedener MIB-1- und PCNA-
assoziierter Parameter in der Differentialdiagnostik der beiden Tumorenti-
taten zu ermitteln, Grenzwerte herauszuarbeiten, mit Hilfe derer sich eine
madglichst eindeutige Diagnose erbringen laft, und die Ergebnisse der
MIB-1- und PCNA-Quantifizierung mit denen anderer Methoden in Bezie-
hung zu setzen.

Methodisch wurde in dieser Arbeit ein bildanalytisches Verfahren einge-
setzt, die Immunhistometrie, mit deren Hilfe es moglich ist, grof3ere Zahlen
von Mef3zellen pro Préparat zu erfassen und somit eine héhere Datensi-
cherheit zu erlangen.

Die Arbeit ist Teil eines Gesamtprojektes, in welchem mit den Methoden
der MIB-1- und PCNA-Immunhistometrie und der TUNEL-basierten Apop-
tosequantifizierung im Vergleich zu normalem Schilddrisengewebe so-
wohl follikulare Adenome und Karzinome, als auch in anderen Teilprojek-
ten papillare Karzinome sowie Félle einer Hashimoto- bzw. de Quervain-

Thyreoiditis untersucht werden (Biesterfeld et al. 2003).
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2. Proliferationsmarker

Im folgenden soll der Stand der Forschung zu den in der Arbeit verwende-

ten Proliferationsmarkern wiedergegeben werden.

2.1 PCNA (Proliferating cell nuclear antigen)

PCNA/Cyclin wurde unabhangig voneinander von Miyachi et al. 1978 und
Celis und Bravo 1980 beschrieben. Miyachi et al. (1978) berichteten in
ihrer Arbeit Uber die Isolierung eines Autoantikorpers aus den Seren von
Patienten mit systemischem Lupus erythematodes, der mit nukledren An-
tigenen proliferierender Zellen reagierte. Celis und Bravo (1980) beschrie-
ben in ihrer Arbeit erstmals ein azides Protein mit einem Molekulargewicht
von 36kD, welches sich in zweidimensionaler Gelelektrophorese verstarkt
in der S-Phase des Zellzyklus nachweisen liel3 und somit einen Marker fir
diese Phase darstellte. 1981 veroffentlichten Bravo et al., daf3 das von
ihnen beschriebene Polypeptid im Nucleolus lokalisiert ist, und unter Be-
dingungen, bei denen die Zellproliferation abnimmt, ebenfalls vermindert
nachgewiesen werden kann. Nach Bravo et al. (1982) wurde das entdeck-
te Protein zunachst unter dem Namen Cyclin gefuhrt. 1984 entdeckte
man, dal3 Cyclin identisch mit PCNA ist (Mathews et al. 1984). Es wurde
nachgewiesen, dald PCNA fir die DNA-Replikation bedeutend ist (Prelich
et al. 1987, Bravo und MacDonald-Bravo 1987, Zuber et al. 1989, Celis et
al. 1987). Prelich et al. (1987) beschrieben die Notwendigkeit von PCNA
fur die Verlangerungsphase der in vitro Replikation der simian virus 40
(SV40)-DNA. AuRRerdem wurde erkannt, dall PCNA die gleichen funktio-
nellen Eigenschaften wie ein Protein besitzt, welches an der Regulation
der DNA-Polymerase Delta im Kalbsthymus beteiligt ist. Beide Proteine
werden von humanen anti-PCNA-Autoantikérpern erkannt. Somit postu-
lierten Prelich et al. (1987), dal PCNA ein Hilfsprotein der DNA-

Polymerase Delta ist. Zu gleichem Ergebnis kamen Bravo et al. (1987).
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PCNA spielt eine Rolle bei Reparatur beschadigter Nukleotide der DNA:
Anhand aner Studie mit fraktionierten Zellextrakten wurde gezeigt, dal3
PCNA fur die DNA-Synthese nach dem Herausschneiden beschadigter
Nukleotide aus dem DNA-Strang bendétigt wird. Da PCNA als Hilfsprotein
der DNA-Polymerase Delta angesehen wurde, postulierte man, dafd die
DNA-Reparatursynthese durch die DNA-Polymerase Delta durchgefiihrt
wird (Shiviji et al. 1992).

Die Expression von PCNA ist abhangig vom Zellzyklus. Die PCNA-
Expression ist in der G;-Phase leicht erhdht und erhdht sich weiter in der
DNA Synthesephase (S-Phase). In der G,-M-Phase sinkt der PCNA-
Gehalt auf Werte, die zwischen denen der G;- und S-Phase liegen (Kurki
et al. 1986). In anderen Studien wurde ebenfalls gezeigt, dal3 die PCNA-
Expression in der spaten G;- oder der frihen S-Phase erhoht ist (Takasaki
et al. 1981, Celis und Celis 1985) und ein Maximum in der S-Phase er-
reicht (Morris et al. 1989).

1989 gelang Travali et al. die komplette Sequenzierung des humanen
PCNA-Gens. Es besitzt 6 Exons und umfal3t von der Cap-Seite bis zum
Poly-(A)-Signal 4961 Basenpaare. Ausgepragte Sequenzahnlichkeiten
bestehen zwischen Introns und ebenso zwischen Introns und Extrons. Au-
Rerdem wird die Identifikation einer 5"-angrenzenden Sequenz mit Promo-

toraktivitat beschrieben.

22 MiB-1

Gerdes et al. beschrieben 1983 die Entdeckung eines monoklonalen Anti-
korpers, genannt Ki-67, der ein nukleares Antigen erkennt, welches sich
nur in proliferierenden Zellen fand. Da der Antikdrper nicht mit Zellen rea-
gierte, die sich in Ruhephase befanden, wurde daraus geschlossen, dal3

das von Ki-67 erkannte Antigen nicht in der Go-Phase exprimiert wird.
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Ebenso war man sich sicher, dal3 es sich bei dem erfassten Antigen nicht
um das gleiche handelte, welches bereits von Miyachi et al. 1978 be-
schrieben worden war. Das Ki-67 Antigen ist ein Protein ohne Histone mit
einem Molekulargewicht von 345 und 395kD (Gerdes et al. 1991). Das fur
die Ki-67-Expression verantwortliche Gen ist auf dem langen Arm des

Chromosoms 10 lokalisiert (Fronatsch et al. 1991).

Gerdes et al. (1984) fanden heraus, dal3 Ki-67 in der S-, G,- und M-Phase
nachweisbar ist, jedoch in der G-Phase fehlt. Die Antigenexpression in
der G;-Phase variiert: Zellen im Ubergang von G zu G, die dabei die
Phasen G;T, Gz und Gy durchlaufen, sind zunadchst Ki-67 negativ und
werden erst in der Gip-Phase positiv. Zellen, die jedoch bereits eine Mito-
se durchlaufen haben, sind wahrend der G;-Phase durchgéangig Ki-67 po-
sitiv. Dies liel3 moglicherweise auf eine de novo-Synthese des Ki-67 Anti-
gens wahrend der ersten Gi-Phase nach der Wachstumsstimulation
schlieBen und legte den Verdacht nahe, dald zyklische Zellen nach einer
Mitose nicht den gleichen Weg einschlagen wie ruhende Zellen der G-
Phase nach Wachstumsstimulation uwnd Ubergang zu G;. Zur Unterschei-
dung zwischen den verschiedenen Gi-Phasen schlugen Gerdes et al.
(1984) vor, in der ersten G-Phase die Bezeichnungen G und Gy zu
verwenden und nach weiteren durchlaufenen Zellzyklen Gia und Gig.

Der Unterschied der Subphasen liegt nicht im RNA-Gehalt, sondern in der
Ki-67-Expression. G1, Gia und Gyp stellen Startsequenzen eines Zellzyk-
lus dar und sollten nicht in den eigentlichen Zellzyklus aufgenommen wer-

den (Gerdes et al. 1983).
Unter Anwendung der Durchflul3zytometrie beschrieben sowohl Sasaki et

al. (1987), als auch Landberg et al. (1990) einen Anstieg der Ki-67 Ex-

pression wahrend der S-Phase mit einem Maximum in der G,/M-Phase.
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Der Nachteil des Antikdrpers Ki-67 besteht darin, dal’ er nur bei Gefrier-
schnitten angewendet werden kann. Ein anderer Antikbrper namens MIB -
1, der rekombinante Anteile des Ki-67-Antigens erkennt, wurde von Catto-
retti et al. 1992 entwickelt. Nach Erwarmung in der Mikrowelle kann MIB -1
auch bei in Formalin fixierten und in Paraffin eingebettetem Material in der
pathohistologischen Routine angewendet werden ("antigen retrieval®).
Dieser AntikOrper ist von verschiedenen Anbietern gewerblich erhaltlich

und hat den originalen Ki-67-Antikdrper weitestgehend ersetzt.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

Fur die vorliegende Arbeit wurden 49 Falle von follikularen Schilddriisena-
denomen und follikularen Schilddrisenkarzinomen aus den Jahrgangen
1990 bis 1995 vom Institut flr Pathologie des Aachener Universitatsklini-
kums und vom Institut fir Pathologie am Knappschaftskrankenhaus Bar-
denberg zur Verfigung gestellt. Unter den Praparaten befanden sich 28
follikulare Schilddrisenkarzinome und 21 follikulare Schilddriisenadeno-
me. Das durchschnittliche Alter der Adenompatienten betrug 47,1 Jahre.
Darunter befanden sich 5 mannliche und 16 weibliche Patienten. Die Kar-
zinompatienten waren mit durchschnittlich 54,2 Jahren etwas alter. Unter
ihnen befanden sich 5 Ménner und 23 Frauen. Von jedem Tumor wurden
2 Schnitte vom selben Paraffinblock angefertigt. Ein Schnitt wurde mit
dem Marker MIB -1, der andere Schnitt mit PCNA angefarbt. Zur Kontrolle
wurden 30 Falle von normalen normalem Schilddrisengewebe herange-

zogen, von denen jeweils 15 MIB-1- bzw. PCNA-gefarbt wurden.

3.2  Materialvorbereitung

Die Praparate wurden fur beide Farbungen gleichartig vorbehandelt. Zu-
nachst wurden sie in 10%igem Formalin fixiert und anschliel3end in Paraf-
fin eingebettet. Mit Hilfe eines Mikrotoms wurden 3 pum dicke Schnitte von
den Paraffinblécken angefertigt. Diese wurden zur besseren Haftung auf
zuvor silanisierte und mit Poly-L-Lysin beschichtete Objekttrager aufge-
bracht und fiir eine Nacht in einem Brutschrank von 37 ‘C gelagert. Vor
Beginn der eigentlichen Farbung wurden die Schnitte nochmals einige
Stunden in dem Brutschrank bei 37 'C aufbewahrt, um wéhrend des Fér-
bevorgangs das Abschwimmen der Praparate vom Objekttrager zu ver-

meiden.
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3.2.1 MIB-1-Farbung und PCNA-Farbung

Die beiden Farbungen stimmten in vielen Schritten tUberein und werden
daher zusammen erlautert. Bei der MIB-1-Farbung wurden die Schnitte
zur Demaskierung des Ki-67-Epitops in der Mikrowelle gekocht. Dieser
Schritt entfiel bei der PCNA Farbung. Unterschiede ergaben sich weiterhin

hinsichtlich der verwendeten Antikorper.

Entparaffinierung

Die Schnitte mufdten zuné&chst in einer absteigenden Alkoholreihe entpa-
raffiniert werden. Dazu wurden sie zweimal fir jeweils 10 Minuten in Xylol
gestellt. Anschliel3end wurden die Praparate zweimal fur jeweils 2 Minuten
in 100%igen Alkohol, danach zweimal fur 2 Minuten in 96%igen Alkohol
und schlieBlich zweimal fir 2 Minuten in 70%igen Alkohol gestellt. Ab-

schlie3end wurden die Schnitte in einer PBS-Pufferldsung gespdilt.

Hemmung der endogenen Peroxidase

Um unspezifische Peroxidasereaktionen zu vermeiden, wurde die endo-
gene Peroxidase gehemmt. Dazu wurden die Praparate 30 Minuten lang
in einem 1%igen Gemisch bestehend aus 30%igem Wasserstoffperoxid
(H202) und reinem Methanol gestellt. AnschlieRend wurden die Praparate

dreimal fir jeweils drei Minuten in einer PBS-Pufferldsung gespult.

Demaskierung des Ki-67-Epitops (MIB-1)

Zur Demaskierung des Ki-67-Epitops wurden die Schnitte in Citratpuffer
eingestellt und 3 x 5 Minuten in der Mikrowelle (Bosch) bei 600 Watt ge-

kocht. Zwischen den einzelnen Kochphasen lie3 man die Préaparate 2 M-
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nuten abkidhlen und fullte den Citratpuffer auf. AnschlielRend muf3ten die
Schnitte 5 Minuten lang abkihlen. Nach 10 minttiger Spulung in PBS-

Pufferldosung wurden die Praparate in eine feuchte Kammer eingebracht.

Auftragen der Primarantikorper MIB-1 und PCNA

In der feuchten Kammer wurde fur die MIB-1-Farbung der priméare nmo-
noklonale Maus-Antikbrper gegen MIB-1 (Dianova M 505) und fur die
PCNA-Farbung der monoklonale Maus-Antikérper gegen PCNA (DAKO M
879) aufgetragen. Der primare Antikdrper wurde mit einer BSA-PBS-
Losung fur MIB-1 1:10, fir PCNA 1:50 verdinnt. Fur jeden Schnitt wurden
200 pl des Antikdrpergemisches bendtigt. Wahrend der 60mindtigen Ink u-
bationszeit band der Antikdrper an das im Zellkern befindliche Antigen Ki-
67 bzw. PCNA. AnschlieRend wurden die Schnitte dreimal fur jeweils 5

Minuten in PBS-Pufferldsung gesplilt.

Auftragen der Sekundarantikorper

In der feuchten Kammer wurde der sekundare Peroxidase-konjugierte An-
tikbrper (goat-anti-mouse Immunotech 0817) aufgetragen. Dieser wurde
bei der MIB-1-Farbung mit einer BSA-PBS-LAsung 1:100, bei der PCNA-
Farbung 1:400, verdinnt auf die Schnitte gegeben. Pro Schnitt wurden
200 pl bendtigt. Der sekundare Antikorper band an den primaren Antikor-
per. Die Schnitte verblieben fir 45 Minuten in der feuchten Kammer. An-
schlieend wurden die Pr&parate dreimal fiar 5 Minuten in PBS-

Pufferldsung gespulilt.

Sichtbarmachen des Antikdrperkomplexes durch DAB-Entwicklung

Fir zwei Kuvetten wurden 0,6 g Tris in 100 ml Aqua dest. eingerihrt. Mit

Hilfe von tropfenweise zugegebener HCl wurde der pH-Wert auf 7,6 ein-
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gestellt. Anschliel3end wurden 6 DAB-Tabletten (0,04 g Diaminobenzidine)
darin unter Ruhren aufgelost. Kurz vor der Farbung wurden 15 ml einer
30%-igen wassrigen H,O»-Ldsung hinzugefugt. Die Schnitte wurden 5 Mi-
nuten in dieser Losung belassen. Uber eine Peroxidasereaktion entstand
eine Braunfarbung des Antigen-Antikbrper-Komplexes. Danach wurden

die Praparate 10 Minuten lang flieBend gewassert.

Gegenfarbung

Die Schnitte wurden zur Gegenfarbung 15 Minuten lang in Methylgrin ge-
stellt, danach zweimal 5 Minuten in Butanol gespult und eine Minute in
Xylol eingestellt. AbschlieRend wurden die Schnitte mit Canadabalsam

eingedeckelt.

3.2.2 Anhang zur Farbeanleitung:

PBS (,phosphate buffer saline®)

51 Aqua dest. + 40 g NaCl + 5,75 g Na;HPO,4 + 1,0 g KH,PO4 + 1,0 g KCI

mischen und auf einen pH-Wert von 7,5-7,6 einstellen

PBS/BSA-L6sung

200 ml PBS + 2 g BSA + 200 pl Triton + 200 pl Tween 20

Citratpuffer

Losung 1: 21,01 g CsHg07 in 1000 ml Aqua dest.
Losung 2: 29,41 g CeHs0O7Naz in 1000 ml Aqua dest.

36 ml Losung 1 + 164 ml Lésung 2 mit 1800 ml Aqua dest. auffillen
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Kontrollpraparate

Zur Uberprifung der Richtigkeit des jeweiligen Farbevorgangs wurden
routinemafig Kontrollpraparate mitgefiihrt. Mit Hilfe der K;-Kontrolle wurde
Uberprift, ob die Hemmung der endogenen Peroxidase erfolgreich war.
Dazu wurde der Kontrollschnitt nach der Hemmung der endogenen Per-
oxidase ohne das Auftragen weiterer Antikdrper direkt der Farbentwick-
lung mit DAB zugefuhrt. Die Ky-Kontrolle Uberprifte unspezifische Bin-
dungsreaktionen des sekundaren Antikorpers. Dies geschah durch Aus-
lassen des Schrittes der Inkubation mit dem Primarantikérper. Zur Beurtei-
lung der Farbequalitat wurde pro Charge ein Appendixschnitt als Positiv-

kontrolle mitgefuhrt.

3.3 Das CM-2-Bildzytometer

Fiar die Auswertung der mit den beiden Proliferationsmarkern gefarbten
Schnitte wurde das TV-Bildzytometer CM-2 (Hund Wetzlar) aus dem Insti-
tut fur Pathologie der RWTH-Aachen verwendet. Das System findet bei-
spielsweise in der DNA-Zytometrie oder in der Bestimmung des Hormon-
rezeptorstatus Anwendung. Aul3erdem kodnnen histologische Praparate,
die mit Apoptosemarkern oder, wie in diesem Fall, mit Proliferationsmar-
kern angefarbt wurden, quantifiziert werden. Dabei kdnnen die einzelnen
Messungen individuell modifiziert werden. Das System setzte sich aus
einem Lichtmikroskop H 500 LL (Hund Wetzlar), einer CCD-Schwarz-
Weil3-Kamera Pulnix TM-765 zur Bildubertragung und einem IBM-
kompatiblen PC, der mit einem 80486-Prozessor, 16 MB Hauptspeicher,
200 MB Massenspeicher einem Framegrabber, Tastatur und Maus aus-
gestattet war, zusammen. Das Mikroskop verflgte tUber 5 Objektive (4x-,
10x-, 20x-, 40x und 100x-fache Vergrof3erung), zwei 10x Okulare und
einer Vorrichtung zur Aufnahme eines Rot- und eines Grunfilters zwischen

der Lichtquelle und dem Mikroskopstativ. Mit Hilfe der Schwarz-Weil3-
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Kamera wurde bei den Messungen mit dem 20x-fach vergréfZerndem Ob-
jektiv ein 0,22 mm x 0,22 mm Bildausschnitt des Praparates in Form eines

18 cm x 18 cm Standbildes auf einen Bildschirm Gbertragen.

3.3.1 Bildanalyse

Zur Kontrastierung positiver und negativer Zellkerne wurde eine DAB-
Entwicklung und eine Methylgriin Gegenfarbung verwendet. Mit Hilfe der
DAB-Entwicklung farbten sich die Proliferationsmarker-positiven Kerne
braun, alle anderen Kerne wurden durch das Methylgriin griin angefarbt.
Mittels eines Rotfilters (Wellenlange 550 +/- 10 nm) konnten alle zu mes-
senden Zellkerne analysiert werden, da somit der Kontrast zwischen im-
munpositiven und immunnegativen Zellkernen minimiert wurde. Durch
Verwendung eines Grunfilters (Wellenlange 623 +/- 5 nm) wurden lediglich
die positiv angefarbten Kerne dargestellt, da die Proliferationsmarker-
negativen methylgringefarbten Kerne dabei ausgeblendet wurden. Somit
wurde durch das Grinfilterbild die Anzahl der immunreaktiven Zellkerne
ermittelt. Als Softwareprogramm wurde das in Zusammenarbeit des Insti-
tutes fur Pathologie der RWTH-Aachen und der Firma ABOS (Minchen)

entwickelte RCA-Programm verwendet.

Zur Messung eines Gesichtsfeldes wurde zunachst das Livebild des Mi-
kroskops auf den Monitor Ubertragen und jeweils einmal unter Verwen-
dung des Rot- und des Grinfilters digitalisiert und als Standbild eingezo-
gen. Anschlielend erschien dann das Bild des Rotfilters als grol3es
Schwarz-Weil3-Bild im Zentrum des Bildschirms. Das Bild des Grinfilters
wurde am linken oberen Rand des Monitors klein abgebildet. Das Rotfil-
terbild wurde anschlieRend mit Hilfe eines Wasserscheidenalogarithmus
segmentiert. Dieses Verfahren ermoglichte die Erkennung der Konturen
der einzelnen Zellen mithilfe lokaler Schwellenwerte. Durch den Untersu-

cher konnte eine Korrektur des ermittelten Bildes mithilfe eines Masken-
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editors vorgenommen werden. Durch die Anwendungen ,Erosion und Dila-
tation“ wurden die Objekte um eine definierte Pixelgrol3e verkleinert bzw.
vergroRert, ,Close holes* schlof3 nicht erkannte Innenflachen einer Kern-
maske, ,,Opening und Closing“ glattete alle Masken zuné&chst durch Erosi-
on und danach durch Dilatation, nicht erkannte Kerne konnten mit Hilfe
von ,Add mask* hinzugefligt, falsch akzeptierte Kerne durch die Funktion
.Delete Regions" entfernt werden. Schlie3lich konnten durch Betétigung
der Option ,Cleaning“ zu kleine Objekte geléscht werden. Die Bildkorrektur
erforderte dementsprechend einige Erfahrung mit dem zu untersuchenden
Gewebe. Nach Abschlul3 der Bearbeitung wurde das Segmentationser-
gebnis auf das Grinfilterbild transferiert und mit der gleichen zuvor erar-
beiteten Kernmaske eine Messung durchgefuhrt. Somit wurde die Zahl
und die Flache der positiven Kerne im Verhaltnis zur gesamten Kernzahl-

und Flache mit Hilfe des Griin- und des Rotffilterbildes errechnet.

3.3.2 Messung der Praparate

Nach Starten des Programmes wurde der Lichteinfall des Mikroskops
nach dem Kohlerschen Beleuchtungsprinzip eingestellt. Dazu wurde die
Aperturblende so weit geschlossen, dass sie 2/3 der Objektivapertur frei-
gab. Darauffolgend mufite ein Lichtabgleich durchgefiihrt werden, um die
Helligkeit der Lichtblende einzustellen. Das Ziel der Einstellung der Bild-
ausleuchtung war es optimale und standardisierte Mel3ergebnisse bei ei-
nem maximalen Dynamikbereich fir die densitometrische Messung zu
erhalten.

AnschlieBend muf3ten einige Eichmessungen durchgefuhrt werden, um
Schwellenwerte fur die mittlere optische Dichte (MOD) und fur den Grau-
wert (Greyvalue) festzulegen, oberhalb derer alle Zellen im Grunfilterbild
als immunreaktiv und somit als positiv erkannt wurden. In Gesichtsfeldern

ohne immunreaktiv angefarbte Zellen durfte dabei keine Positivitat akzep-
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tiert werden. Zur Uberprufung des Schwellenwertes wurden Messungen
an lichtmikroskopisch eindeutig positiven Kernen vorgenommen. Die
Grenzwerte muldten fur jedes Praparates neu festgelegt werden, durften
jedoch ebenso wie die Beleuchtungseinstellung, wéhrend einer Messung
nicht verandert werden. Fur eine Messung wurden 20 Gesichtsfelder eines
Schnittes mit einer 20fachen VergréfRerung ausgewertet. Um einen aus-
sagekraftigen Querschnitt der Zellverteilung zu erfassen, wurden die
Schnitte zur Messung der einzelnen Gesichtsfelder maanderférmig durch-

gemustert.

3.3.3 Auswertung der Mel3ergebnisse

Es wurde sowohl eine kernzahlbezogene als auch eine flachenbezogene
Auswertung der Mel3ergebnisse vorgenommen. Mit Hilfe des Computers
wurden fur den verwendeten Proliferationsmarker (MIB-1 oder PCNA) pro

Gesichtsfeld folgende vier Rohwerte ermittelt:

Zahl der gemessenen Zellkerne
Anzahl der positiven Zellkerne
Gesamtflache der gemessenen Zellkerne

Flache der positiven Zellkerne

Dartber hinaus standen die aufsummierten Resultate fur alle 20 gemes-

senen Gesichtsfelder zur Verfligung.

Aus den Rohdaten wurden folgende vier Mel3gro3en pro Marker errech-

net:

MIB-1mean bzZW. PCNA nean: Auf die Zellkernzahl aller 20 Gesichts-
felder bezogene mittlere MIB -1- bzw. PCNA-Positivitat
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MIB-1areamean DZW. PCNAgeamean: Auf die Kernflache aller 20 Ge-
sichtsfelder bezogene mittlere MIB-1- bzw. PCNA-Positivitat
MIB-1max bzw. PCNAmax: Auf die Zellkernzahl des maximal positiven
Gesichtsfeldes bezogene MIB-1- bzw. PCNA-Positivitat
MIB-1areamax bzZW. PCNA zeamax: Auf die Kernflache des maximal po-
sitiven Gesichtsfeldes bezogene MIB -1- bzw. PCNA-Positivitat

3.4  Statistische Untersuchungen

Die statistischen Untersuchungen wurden mit dem Programmpaket BMDP
(Unterprogramme 1D, 2D, 3D, 6D) realisiert.

An biometrischen Grunddaten standen zunéchst alle Parameter der de-
skriptiven Statistik, d.h. Modalwert, Median, Mittelwert, Minimal und Ma-
ximalwert, Varianz, Standardabweichung und Variationskoeffizient sowie
Angaben zu allen gewiinschten Perzentilen zur Verfigungen (BMDP 1D,
BMDP 2D). Korrelationen zwischen ungestuft erhobenen Parametern
wurden mithilfe des Korrelationskoeffizienten r analysiert und auf Signifi-
kanz Uberpruft (BMDP 6D). Fir den Korrelationskoeffizienten r gilt: - 1 < r
< 1. Eine perfekte lineare Beziehung besteht, wenn r = 1 oder r = -1 ist.
Die Analyse von MelRwertverteilungen erfolgte dariber hinaus mit dem t
Test (BMDP 3D).

Statistische Signifikanz wurde jeweils fur ein p-Niveau von p < 0.05 ange-
nommen, entsprechend einer Irrtumswahrscheinlichkeit von < 5%, die

Nullhypothese falschlich zu verwerfen.
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4. Ergebnisse

4.1. Korrelation zwischen flachen- und kernzahlbezogenen Parame-
tern

In den Tabellen 1 bis 2 wurden die Korrelationskoeffizienten der ungestuf-
ten MelRwerte fur die kernzahl- und flachenbezogenen Mittel- und Maxi-
malwerte von MIB-1 und PCNA sowie die Signifikanzen der ungestuften
MelRwerte dargestellt. Des weiteren wurde die Anzahl der Quantilwechsel
nach einer 1:2:1 Quantilisierung und die Signifikanzen der gestuften Mel3-

werte nach dem Pearson Chi%-Test ermittelt.

Tab.1: Korrelation der kernzahl- und flachenbezogenen Mittel- und
Maximalwerte von MIB-1-Me3parametern; n = Zahl der Fal-
le, r = Korrelationskoeffizient, p = p-Wert

Verglichene n r p Quantilzuordnung p
MelRparameter
gleich| +/-1 | +/-2
SD-Tumoren
MIB-11ean und 49 0,979 < 0,0001 47 2 0 < 0,0001
MlB'lareamean
MIB-1,a und 49 0,993 < 0,001 47 2 0 < 0,0001
MIB‘lareamax
MIB-1,reamean UNd | 49 0,422 0,003 37 12 0 < 0,0001
MIB'lareamax
MIB-11ean und 49 0,329 0,021 37 12 0 < 0,0001
MIB-1ax
normale SD
MIB-1nean Und 15 0,861 < 0,001 12 3 0 0,0047
MIB‘lareamean
MIB-1,,x und 15 0,723 0,002 9 6 0 0,1795
MIB'lareamax
MIB-1,eamean Und 15 0,766 < 0,001 10 5 0 0,0752
MIB'lareamax
MIB-1nean Und 15 0,798 < 0,001 11 4 0 0,0298
MIB-1,ax
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Tab.2: Korrelation der kernzahl- und flachenbezogenen Mittel- und
Maximalwerte von PCNA-MelRparametern; n = Zahl der Fal-
le, r = Korrelationskoeffizient, p = p-Wert

Verglichene n r p Quantilzuordnung p
MelRRparameter
gleich| +/-1 | +/-2
SD-Tumoren
PCNAean Und 49 0,968 < 0,001 46 3 0 |<0,0001
PCNAareamean
PCNAax und 49 0,925 < 0,001 41 7 1 |[<0,0001
PCNAareamax
PCNAgreamean UNd | 49 0,86 < 0,001 41 7 1 |<0,0001
PCNAareamax
PCNAean Und 49 0,909 < 0,001 40 9 0 [<0,0001
PCNAmax
normale SD
PCNAean und 15 0,994 < 0,001 15 0 0 |0,0001
PCNAareamean
PCNAax und 15 0,948 < 0,001 15 0 0 |[0,0001
PCNAareamax
PCNA reamean UNd | 15 0,964 < 0,001 15 0 0 |0,0001
PCNAareamax
PCNAean und 15 0,948 < 0,001 15 0 0 |0,0001
PCNApax

Zusammenfassend laf3t sich fur die Gruppe der Tumoren sagen, daf3 der Korrela-

tionskoeffizient flr den Vergleich zwischen gleichartigen kern- und flachenbezo-

genen Parametern (z.B. MIB-1can MIB-1acamean) S€Nr hoch war (0,925 < r <

0,993). Fur den Vergleich zwischen mittelwert- und maximalwertbezogenen Pa-
rametern (z.B. PCNAean Und PCNA,x) ergaben sich fir PCNA (r < 0,909) deut-
lich hohere Korrelationskoeffizienten als fur MIB1 (r < 0,422); die Korrelationen

waren jeweils statistisch signifikant. Fir die normalen Schilddriisenabschnitte galt

ein dhnliches Verhalten.

Im folgenden werden die Beziehungen noch anhand der entsprechenden Grafi-

ken fur die Gruppe der 49 Schilddrisentumoren weiter vertieft.
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4.1.1 Korrelation zwischen der kernzahl- und flachenbezogenen Mit-
telwertbestimmung

FUr die Korrelation zwischen MIB -1ean Und MIB-1aeamean fand sich ein
Korrelationskoeffizient von 0,979 (p < 0,001, Abb. 1). 47 Falle (95,9%) be-
fanden sich im gleichen Quantil . In zwei Fallen (4,1%) kam eine Abwei-

chung um ein Quantil vor.

Abb. 1: Korrelation MIB-1 mean - MIB-1 areamean
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Fir PCNA lag der entsprechende Korrelationskoeffizient bei 0,968 (p <
0,001, Abb. 2). 46 Werte (93,9%) befanden sich im gleichen Quantil. Ein
Wechsel um ein Quantil lag bei 3 Fallen (6,1%) vor.

Abb. 2: Korrelation PCNA mean - PCNA areamean
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4.1.2 Korrelation zwischen der kernzahl- und flachenbezogenen
Maximalwertbestimmung

Bei MIB-1 betrug der Korrelationskoeffizient r von MIB -1 nax zu MIB-1areamax
0,993 (p < 0,001, Abbildung 3). 47 Falle (95,9%) lagen im gleichen Quan-

til. In zwei Fallen (4,1%) fand ein Quantilwechsel von +/- 1 statt.

Abb. 3: Korrelation MIB-1 max - MIB-1 areamax
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Zwischen PCNAmax und PCNAzeamax bestand ebenfalls eine hohe Korrela-
tion (r = 0,925, p < 0,001, Abb. 4). Allerdings lagen nur 41 Falle (83,7%)
im gleichen Quantil, wobei in 7 Fallen (14,3%) ein Wechsel um ein Quan-

til, und sogar in einem Fall (2%) ein Wechsel um 2 Quantile stattfand.

Abb. 4: Korrelation PCNA max - PCNA areamax
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4.1.3 Korrelation der flachenbezogenen Mittel- und Maximalwerte

Bei MIB-1 betrug der Korrelationskoeffizient r von MIB-1aeamean ZU MIB-
lareamax lediglich 0,422 (p =0,003, Abb. 5). Im Rahmen der Quantilzuord-
nung befanden sich 37 Falle (75,5%) im gleichen Quantil. Ein Wechsel um
ein Quantil fand in 12 Fallen (24,5%) statt.

Abb. 5: Korrelation MIB-1 areamean - MIB-1 areamax
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Bei PCNA lag der Korrelationskoeffizient fiir PCNA geamean ZU PCNA areamax
bei r = 0,86 (p < 0,001, Abb. 6). 41 Féalle (83,7%) lagen im gleichen Quan-
til, jedoch traten in 7 Fallen (14,3%) ein Wechsel um 1 Quantil und in 1

Fall (2%) ein Wechsel um 2 Quantile auf.

Abb. 6: Korrelation PCNA areamean - PCNA areamax
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4.1.4 Korrelation der kernzahlbezogenen Mittel- und Maximalwerte:

MIB-1mean Wies im Vergleich zu MIB -1« eine relativ niedrige Korrelation
auf (r = 0,329, p = 021, Abb. 7). Bei der Quantilzuordnung lagen 37 Falle
(75,5%) im gleichen Quantil und in 12 Fallen (24,5%) fand ein Wechsel

um ein Quantil statt.

Abb. 7: Korrelation MIB-1 mean - MIB-1 max
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Bei PCNA betrug der Korrelationskoeffizient fir PCNAmean und PCNAmax 1
= 0,909 (p < 0,001, Abb. 8). 40 Falle (81,6%) lagen im gleichen Quantil, in
9 Fallen (18,4%) trat ein Wechsel um 1 Quantil auf.

Abb. 8: Korrelation PCNA mean - PCNA max
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Zusammenfassend ergab sich, daf? die Korrelation zwischen flachen- und kernzahlbe-
zogenen Grol3en gleicher immunhistochemischer Marker so hoch ist, dal3 die Ergeb-
nisse als gleichwertig betrachtet werden kdénnen.

4.2. Korrelation zwischen flachen- bzw. kernzahlbezogener MIB-1- und
PCNA-Expression

In Tabelle 3 wurden die Korrelationskoeffizienten der Mel3werte der jeweils kor-
respondierenden MIB-1- und PCNA-Mel3parameter mit ihren p-Werten zusam-
mengestellt. Des weiteren wurde die Anzahl der Quantilwechsel nach einer
1:2:1 Quantilisierung und die Signifikanzen der gestuften MeRwerte nach dem

Pearson Chi2-Test aufgenommen.

Tab. 3. Korrelation korrespondierender kernzahl- und flachenbezogener
MIB-1- und PCNAMelRparameter; n = Zahl der Falle, r = Korrela-
tionskoeffizient, p = p-Wert

Verglichene n r p Quantilzuordnung p
MelRRparameter
gleich| +/-1 | +/-2
SD-Tumoren
MIB-11ean und 49 0,469 < 0,001 30 18 1 |0,0012
PCNAmean
MIB-1,.x und 49 0,192 0,186 26 23 0 |(0,0013
PCNAax
MIB-1areamean UNd | 49 0,601 < 0,001 31 17 1 |0,0003
PCNAareamean
MIB-1,eamax Und 49 0,254 0,079 23 26 0 |[0,0091
PCNAareamax
normale SD
MIB-11ean und 15 -0,101 0,721 4 8 3 (0,092
PCNAmean
MIB-1a Und 15 0,160 0,568 4 8 3 10,9583
PCNAax
MIB-14eamean UNd | 15 - 0,158 0,575 5 7 3 10,0443
PCNAareamean
MIB-141eamax Und 15 0,122 0,664 5 8 2 10,3674
PCNAareamax
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Im Vergleich zwischen gleich gerichteten MIB-1 und PCNA-Parametern (z.B.
MIB-1ean Und PCNAean) Waren die Korrelationen weniger deutlich; auf3erdem
waren hier die Zuordnungen von Praparaten in verschiedene Quantilgruppen
haufiger. Besonders fur die Praparate von normalen Schilddriisenabschnitten
ergab sich keine Korrelation zwischen beiden Proliferationsmarkern, was aber
zumindest partiell durch die im Durchschnitt sehr geringen MeRRwerte bedingt
sein durfte.

Im folgenden werden die Beziehungen noch anhand der entsprechenden Grafi-

ken fur die Gruppe der 49 Schilddriisentumoren naher dargestellt.

4.2.1 Korrelation der kernzahlbezogenen Mel3werte von MIB-1 und
PCNA

Der Korrelationskoeffizient fir MIB -1 nean und PCNAyean betrug r = 0,469 (p
< 0,001, Abb. 9). 30 Falle (61,2%) lagen im gleichen Quantil, in 18 Féllen
(36,7%) trat ein Wechsel um ein Quantil, und in einem Fall (2%) ein

Wechsel um 2 Quantile auf.

Abb. 9: Korrelation MIB-1 mean - PCNA mean
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Der Korrelationskoeffizient fir MIB-1 nax bezogen auf PCNAmax betrug le-

diglich r = 0,192 (p = 0,186, Abb. 10). Nach der Quantileinteilung befanden
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26 Falle (53,1%) im gleichen Quantil; ein Wechsel um ein Quantil fand

sich bei 23 Féllen (46,9%).

Abb. 10: Korrelation MIB-1 max- PCNA max
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4.2.2 Korrelation der flachenbezogenen MelRwerte von MIB-1 und

PCNA

Der Korrelationskoeffizient fir MIB-1laeamean D€zOgen auf PCNAgreamean
betrug r = 0,601 (p < 0,001, Abb. 11). 31 Falle (63,3%) lagen im gleichen
Quantil, in 17 Fallen (34,7%) fand ein Wechsel um 1 Quantil und in einem

Fall (2%) ein Wechsel um 2 Quantile statt.

Abb. 11: Korrelation MIB-1 areamean -
PCNA areamean
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FUr MIB-1,eamax Verglichen mit PCNA,eamax Z€igte sich ein Korrelationskoeffizient
vonr=0,54 (p = 0,079, Abb. 12). 23 Falle (46,9%) lagen im gleichen Quantil; bei
26 Fallen (53,1%) fand sich ein Wechsel um 1 Quantil.

Abb. 12: Korrelation MIB-1 areamax - PCNA areamax
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Zusammenfassend ergab sich, dafl3 die Korrelation MIB-1 und PCNA nicht so
hoch ist, als dal3 sich die weitere Betrachtung nur auf einen der beiden beziehen
sollte.

4.3. Verteilung der MIB-1- und PCNA-Expression bei normalem
Schilddrisengewebe, follikularen Adenomen und follikuléaren
Karzinomen

Die folgende genauere Betrachtung der Melwertverteilung beschrankt
sich aufgrund der Ergebnisse, die in Absatzen 4.1 und 4.2 dargestellt wur-
den, auf die kernzahlbezogenen Mel3werte als einem adaquaten, zur fla-
chenbezogenen Auswertung identischen Mel3modus, berucksichtigt aber
aufgrund der zwischen beiden Markern nur bedingten Korrelationen so-
wohl MIB-1, als auch PCNA.

Die Mittelwerte, die Standardabweichungen sowie der Range der MIB-1-

und PCNA-Messungen sind in Tabelle 4 dargestellt.
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Tab.4: Verteilung der mittleren und maximalen MIB-1- und PCNA-
Expression bei normalem Schilddrisenparenchym, folliku-
laren Adenomen und follikularen Karzinomen.

MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, Range = Mel3-

wertumfang
MIB-Lmean (%) MIB-Lmax (%)
Diaghose N MW +/- SD Range MW +/- SD Range
normale
Schilddrise 15 014+-008 0,04-027 121+- 039 064- 1,83
follikulare ) 5291/ 0.83 006-3,70 899 +/-19.13 0.88-84.62
Adenome y - ] y - ] ) - y ] - ]
follikulare 0 5 55 1/ 231 003-853 7.59 +- 599 0.63-28.78
Karzinome ' e A ’ I 19T 20,
PCNAmean (%) PCNAmax (%)
Diaghose n MW +/- SD Range MW +/- SD Range
normale
Schilddrise 15 005+-010 0-030 047+-081 0- 270
follikulare ) g 454/ 051 0-229 216+/-177 0- 7.69
Adenome
follikulare =0 1 101/ 148 0-589 454+/-382 0-1521
Karzinome ' T e ' e i

Im folgenden sind darUber hinaus die Werteverteilungen bezogen auf die drei

Diagnosegruppen graphisch wiedergegeben, um vor der diagnostischen Auswer-

tung (vgl. Abschnitt 4.4) einen ersten visuellen Uberblick zu erhalten (Abb. 13-

16).
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Abb. 13: MeRwertverteilung MIB-1 mean
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Abb. 16: MeRBwertverteilung PCNA max
16 *
14
N 12 3
é 10 L 7Y
g 8 +®
< A4 ¢®
5 6 s
a4 'é 4
.  / Lo
2 e
2 %
0 o® %‘v
Kontr. Ad Ca

4.4  Diagnostische Dateninterpretation zur Differenzierung zwi-
schen follikularen Adenomen und Karzinomen sowie zwischen
normalem Schilddrisenparenchym und Tumoren der Schild-
druse

Zur Bewertung der vier Parameter MIB-1mean, MIB-1max, PCNA mean und
PCNAmax auf ihre Eignung in der Differentialdiagnostik von Schilddriisen
adenomen und Schilddrisenkarzinomen wurden unter der Verwendung
verschiedener Grenzwerte Sensitivitaten und Spezifitdten zur Unterschei-
dung zwischen Adenom und Karzinom einerseits sowie zwischen Tumor
und normalem Schilddrisenparenchym (abgekurzt ,n.P.“) andererseits

errechnet.

44.1 MIB-1mean

Bei einem MIB-1c.n-Wert von 0,8% wurden die follikularen Schilddrisenkarzi-
nome mit einer Sensitivitdt von 82,1% (23/28) erfaldt, wobei die Spezifitdt zur
Erkennung eines follikularen Adenoms 76,2% (16/21) betrug (vgl. Tab. 5 und
Abb. 17). Bei Erhdhung der Spezifitat auf tber 90% (90,5%, 19/21), sank gleich-
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zeitig die Sensitivitat auf 64,3% (18/28). Der dazugehorige Grenzwert lag bei
1,3%.

Tab.5:  Sensitivitat und Spezifitdt von MIB-1mnean in der Differential-
diagnostik von follikularen Schilddrisentumoren

MIB-1mean [%0] Sensitivitat [%)] Spezifitat [%]
zur Erkennung zur Erkennung
eines eines
Karzinoms Tumors Adenoms n.P.

in Abgrenzung zu einem

Adenom n.P. Karzinom Tumor

0,1 96,4 91,8 14,3 40
0,2 92,9 83,7 28,6 66,7
0,3 89,3 77,6 38,1 100
04 89,3 75,5 429 100
0.5 85,7 69,4 52,4 100
0,6 85,7 63,3 66,7 100
0,7 85,7 61,2 71,4 100
0,8 82,1 57,1 76,2 100
0,9 82,1 57,1 76,2 100

1 75,0 53,1 76,2 100
1,2 67,8 44,9 85,7 100
1,3 64,3 40,8 90,5 100
14 53,6 34,7 90,5 100
15 53,6 34,7 90,5 100
1,6 429 28,6 90,5 100
1,7 42,9 28,6 90,5 100
1,8 429 28,6 90,5 100
1,9 429 28,6 90,5 100

2 42,9 26,5 95,2 100

4 21,4 12,2 100 100
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Abb. 17: Sensitivitats- und Spezifitatsdiagramm
fir MIB-1 mean
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Bei den follikularen Schilddrisenadenomen trat nur ein MIB -1 nean-Wert >
2% auf. Dieser betrug 3,7%. Daraus a3t sich folgern, dal® bei einem MIB -
1mean-Wert von > 2% durch weitere Schnittdiagnostik ein Karzinom anhand
des histologischen Nachweises eines Tumoreinbruchs in die Organkapsel,
GefalRe oder in das umliegende Parenchym sichergestellt oder ausge-
schlossen werden sollte. Niedrige MIB -1 nean-Werte (< 2%) kamen sowohl
bei follikularen Schilddrisenadenomen, als auch bei den follikularen
Schilddrisenkarzinomen vor. Somit lassen sich anhand niedriger Mel3er-
gebnisse (MIB-1mean < 2%) offenbar keine definitiven Rickschlisse auf die

Dignitat des Tumors ziehen.

Im t-Test zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der MIB-1ean-
Datenverteilung zwischen follikularen Adenomen und follikularen Karzi-

nomen (p = 0,0012).

Bei einem Grenzwert von 0,2% betrug die Sensitivitdt zur Erkennung ei-
nes Tumors in Abgrenzung zu normalem Parenchym 83,7% (41/49); die
Spezifitdt zur Abgrenzung des normalen Schilddrisenparenchyms von

einem Tumor lag dabei bei 66,7% (10/15). Bei einem Grenzwert von 0,3%
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wurde eine Spezifitat zur Erkennung des normalem Schilddriisenparen-
chyms im Vergleich zu einem Tumor von 100% (15/15) erreicht; die dazu-
gehdrige Sensitivitdt betrug 77,6% (38/49). Der héchste MIB -1nean-Wert
der Kontrollen lag bei 0,27%. Zusammenfassend |a3t sich sagen, dafl} bei
einem MIB -1nean-Wert von > 0,3% circa drei Viertel der follikularen Tumo-
ren in Abgrenzung zu normalem Parenchym erkannt wurden. Liegen MIB -
1mean-Werte von > 0,3% vor, so sollte bei entsprechender klinischer Fra-
gestellung weiteres Material zur Sicherung eines follikularen Tumors histo-

logisch begutachtet werden.

4.4.2 MIB-1nax

Eine geringere Aussagekraft als MIB-1mean Wiesen die MIB -1 .x-Werte auf.
Es wurde bei einem Grenzwert von 4,5% eine Sensitivitat von 67,9%
(19/28) erreicht, wobei die Spezifitat 66,7% (14/21) betrug. Um eine hohe-
re Spezifitdt, von z.B. 85,7% (18/21) zu erzielen, wurde bei einem Grenz-
wert von 5,5% eine Sensitivitat von lediglich 64,3% (18/28) erreicht (Tab.
6, Abb. 18).

Die Aussagekraft der MIB -1na-Werte war somit schwacher als die von
MIB-1mean. ES ist daher anscheinend nicht ausreichend, den Fokus maxi-
maler MIB-1-Immunreaktivitat herauszusuchen, um eine hinreichende dia-
gnostische Abgrenzung zwischen follikularen Schilddrisenadenomen und

follikularen Schilddriisenkarzinomen vornehmen zu kénnen.
Im t-Test zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der MIB-1max-

Datenverteilung (p = 0,7168) follikularer Adenome und follikularer Karzi-

nome.

a7



Tab. 6:  Sensitivitat und Spezifitdt von MIB-1,ax in der Differential-
diagnostik von follikularen Schilddrisentumoren

MIB-1max [%0] Sensitivitat [%] Spezifitat [%]
zur Erkennung zur Erkennung
eines eines
Karzinoms Tumors Adenoms n.pP.

in Abgrenzung zu einem

Adenom n.P. Karzinom Tumor
0,5 100 100 0 0
1 92,9 93,9 4,8 33,3
15 92,9 87,8 19,1 73,3
2 89,3 83,7 23,8 100
25 89,3 75,5 42,9 100
3 89,3 75,5 42,9 100
3,5 78,6 67,4 47,6 100
4 67,9 57,1 57,1 100
45 67,9 53,1 66,7 100
5 64,3 46,9 76,2 100
55 64,3 429 85,7 100
6 60,7 40,8 85,7 100
6,5 53,6 36,7 85,7 100
7 46,4 32,7 85,7 100
75 35,7 26,5 85,7 100
8 35,7 26,5 85,7 100
8,5 28,6 22,5 85,7 100
9 21,4 18,4 85,7 100
10 17,9 16,3 85,7 100
15 10,7 12,2 90,5 100

Fur die Trennbarkeit der untersuchten Fallgruppen bedeutet das Ergebnis
der Tabelle folgendes:
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Abb. 18: Sensitivitats- und Spezifitatsdiagramm
fur MIB-1 max
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Bei einem Grenzwert von 1,75% lag eine Sensitivitat zur Erkennung eines
Tumors in Abgrenzung zu nomalem Parenchym von 85,7% (42/49) vor.
Bei dem gleichen Grenzwert wurde eine Spezifitat von 86,7% (13/15) er-
reicht. Nur ein MIB-1.x-Wert lag bei dem normalen Parenchym mit 1,79%
uber einem Wert von 1,75%. Diese Ergebnisse verdeutlichen, daf3 mit Hil-
fe von MIB-1 4 €ine bessere Differenzierung zwischen follikularen Schild-
drisentumoren und normalem Schilddrisenparenchym vorgenommen
werden konnte als mit MIB -1 ean. Diese Abgrenzung hat jedoch wenig kli-
nische Relevanz. Im Vordergrund steht die Abgrenzung follikularer
Schilddrisenadenome von folllikularen Schilddrisenkarzinomen, wo wie
bereits gezeigt die Aussagekraft von MIB -1 hinter der von MIB -1mean

zuriickblieb.

4.4.3 PCNAmean

Fur die PCNA nean-Werte ergab sich bei einem Grenzwert von 0,5% eine
Sensitivitdt zur Erfassung eines follikularen Schilddrisenkarzinoms ge-
genuber eines -adenoms von 64,3% (18/28) bei einer adenombezogenen
Spezifitat von 71,4% (15/21). Bei einer Spezifitdt von 95,2% wurde bei
einem Grenzwert von 1,0% eine Sensitivitat von 50% erzielt. Dies bedeu-
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tet, dal3 50% der Karzinome nicht erkannt wurden. Die Ergebnisse von
PCNAmean lagen in ihrer Aussagekraft also deutlich hinter denen fur MIB -1
mean, wo bei einem Grenzwert von 1,3% eine Sensitivitat von 64,3% und

eine Spezifitat von 90,5% erzielt wurde.

Tab.7:  Sensitivitat und Spezifitat von PCNAmean in der Differential-
diagnostik von follikularen Schilddrisentumoren

PCNAmean [%] Sensitivitat [%] Spezifitat [%]
zur Erkennung zur Erkennung

eines eines
Karzinoms Tumors Adenoms n.P.

in Abgrenzung zu einem

Adenom n.P Karzinom Tumor
0,1 89,3 83,7 23,8 93,3
0,2 85,7 77,6 33,3 93,3
0,3 75 61,2 57,1 100
0,4 67,9 53,1 66,7 100
0,5 64,3 49,0 71,4 100
0,6 60,7 449 76,2 100
0,7 57,1 40,8 81,0 100
0,8 57,1 40,8 81,0 100
0,9 50 32,7 90,5 100
1,0 50 30,6 95,2 100
1,2 46,4 28,6 95,2 100
1,4 429 26,5 95,2 100
1,6 35,7 22,5 95,2 100
1,8 35,7 22,5 95,2 100
2,0 32,1 20,4 95,2 100
2,5 25 14,3 100 100
3,0 14,3 8,2 100 100
3,5 7,1 41 100 100
4.0 7,1 4.1 100 100
45 3,6 2,0 100 100
5,0 3,6 2,0 100 100
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Abb. 19: Sensitivitats- und Spezifitatsdiagramm
fir PCNA mean
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Ahnlich wie bei den MIB-1 mean-Werten lag bei den follikularen Adenomen
nur ein PCNAmean-Wert mit 2,29% tber 1%. Insofern konnte auch ein mitt-
lerer PCNA-Farbeindex von Uber 1% Anlal3 zu einer weiteren histologi-
schen Diagnostik hinsichtlich eines Kazinomausschlusses geben und so-
mit in Grenzfallen eine Zusatzinformation liefern. Jedoch liessen ebenso
wie bei MIB-1lmean niedrige Farbeindizes (bei PCNAmean < 1%) keinen
Ruckschlul3 auf Malignitat oder Benignitat des Tumors zu, da 50% der fol-

likuldren Karzinome ebenfalls PCNA ean-Werte unter 1% aufwiesen.

Im tTest fand sich allerdings ein signifikanter Unterschied in der PCNA-

mean-Date nverteilung (p = 0,0027) zwischen Adenomen und Karzinomen.

Das normale Schilddrisenparenchym zeigte eine niedrigere PCNA-
Expression als MIB-1-Expression. Nur in 4 der 15 Falle lie3 sich eine
PCNA-Anfarbung nachweisen. Bei einem Grenzwert von 0,1% betrug die
Sensitivitdt zur Abgrenzung eines Tumors gegeniber dem normalen
Schilddriisenparenchym 83,7% (41/49); die Spezifitdt lag dabei bei 93,3%
(14/15). Bei einem Grenzwert von 0,3% fand sich eine Sensitivitat von

61,2% (30/49); wobei eine Spezifitat von 100% (15/15) erreicht wurde.
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Somit sollten bereits PCNAmean-Werte > 0,1% als verdachtig gelten und
bei entsprechender klinischer Notwendigkeit Anlal3 zur weiteren histologi-
schen Begutachtung geben, da nach den vorliegenden Ergebnissen mit

PCNAmean-Werten > 0,1% in Gber 80% ein follikularer Tumor vorlag.

4.4.4 PCNAmax

Bei den PCNAax-Werten ergab sich bei einem Grenzwert von 2,5% eine
Sensitivitat zur Erkennung eines Karzinoms von 60,7% (17/28) bei einer
Spezifitat zur Erfassung eines Adenoms in Abgrenzung zu einem Karzi-
nom von 71,4% (18/21). Um eine Spezifitdt von 90,5%, 18/21) zu errei-
chen sank die Sensitivitdt auf 46,4% (13/28) ab. Der dazugehotrige

Grenzwert lag bei 4%.

Tab.8:  Sensitivitat und Spezifitat von PCNAqax in der Differential-
diagnostik von follikularen Schilddrisentumoren

PCNAmax [%] Sensitivitat [%] Spezifitat [%]
zur Erkennung zur Erkennung

eines eines
Karzinoms Tumors Adenoms n.P.

in Abgrenzung zu einem

Adenom n.P Karzinom Tumor

0,25 92,9 91,8 9,5 73,3
0,5 92,9 89,8 14,3 73,3
0,75 89,3 83,7 23,8 80
1 85,7 81,6 23,8 80
1,25 82,1 75,5 33,3 93,3
1,5 78,6 71,4 38,1 93,3
1,75 78,6 67,4 47,6 100

52



Tab. 8 (Fortsetzung): Sensitivitat und Spezifitdt von PCNAyax in der
Differentialdiagnostik von follikularen Schilddrisentumo-

ren
PCNAmax [%] Sensitivitat [%] Spezifitat [%]
zur Erkennung zur Erkennung
eines eines
Karzinoms Tumors Adenoms n.P.
in Abgrenzung zu einem
Adenom n.P Karzinom Tumor
2,0 75,0 63,3 52,4 100
25 60,7 46,9 71,4 100
3,0 53,6 40,8 76,2 100
35 46,4 32,7 85,7 100
4.0 46,4 30,6 90,5 100
45 429 26,5 95,2 100
5,0 32,1 20,4 95,2 100
6,0 28,6 18,4 95,2 100
7.0 28,6 18,4 95,2 100
8,0 21,4 12,2 100 100
9,0 14,3 8,2 100 100
10 71 4.1 100 100
12 3,6 2,0 100 100

Diese Werte lagen in ihrer Aussagekraft hinter denen von PCNAmean. ES
war somit ebenso wie bei MIB-1nax nicht ausreichend sich den starksten
PCNA-immunreaktiven Fokus herauszusuchen, um eine Differenzierung

zwischen Adenom und Karzinom vorne hmen zu kdnnen.
Im t-Test fand sich allerdings durchaus ein signifikanter Unterschied in der

PCNAmax-Datenverteilung (p = 0,0110) zwischen follikularen Adenomen

und Karzinomen.
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Abb. 20: Sensitivitats- und Spezifitatsdiagramm
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Bei den PCNAax-Werten ergab sich bei einem Grenzwert von 0,75% eine
Sensitivitat zur Erkennung eines Tumors in Abgrenzung zu normalem Pa-
renchym von 83,7% (41/49) bei einer Spezifitdt von 80% (12/15). Bei ei-
nem Grenzwert von 1,75% wurde eine Spezifitdit von 100% (15/15) a-
reicht, wobei sich die Sensitivitat auf 67,4% (33/49) verringerte. Somit
konnte mit Hilfe von PCNAmax eine bessere Differenzierung zwischen
normalem Schilddrisenparenchym und einem follikularen Tumor erzielt
werden als mit PCNA mean. Wird eine maximale Immunreaktivitat von >
1,75% erzielt, sollte dies zur histologischen Begutachtung weiterer Schnit-
te Anlal3 geben, da nach den vorliegenden Daten in Uber 2/3 der Falle ein

follikularer Tumor zu finden war.
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5. Diskussion

Wie bereits zuvor ausgefuhrt, ist die Dignitatsbestimmung follikularer
Schilddrisentumoren nicht immer einfach und bedarf zum Teil erheblicher
diagnostischer Bemihungen. Ergdnzende morphologische oder molekula-
re Methoden, die sich mit hoher Sensitivitat und Spezifitat sowie einem
akzeptablen Zeit- und Kostenaufwand einfiihren lie3en, sind somit in der

diagnostischen Schilddriisenpathologie von groRem Interesse.

Um einschatzen zu kénnen, wie weit etwaige Schwierigkeiten in der mor-
phologischen Schilddriisendiagnostik reichen, ist es zunachst hilfreich, die
Standards der Makroskopie und der histologischen Aufarbeitung sowie

ihre Umsetzung zu betrachten.

5.1 Standards in der makroskopischen und histologischen Aufarbei-
tung von Schilddrisenresektaten

Das seit 1953 existierende Werk ,Ackerman’s Surgical Pathology”, das,
inzwischen herausgegeben von Juan Rosai, nunmehr in der 2004 er-
schienenen neunten Auflage vorliegt (Rosai 2004), kann als das allgemein
anerkannte Standardwerk der diagnostischen Pathologie nicht nur im ang-
loamerikanischen, sondern auch im deutschen Sprachraum gelten. Im
Anschlul3 an die Kapitel, die einzelne Organsysteme abhandeln, sind in
Anhangen u.a. auch Vorgaben fur die Aufarbeitung von Operationsprapa-
raten gemacht (,Appendix E*). Diese werden dabei sowohl auf die person-
liche Erfahrung des Herausgebers (,mainly derived from personal expe-
rience”), aber auch auf Uber die Jahre gewachsene Vorgehensweisen
zweier renommierter US-amerikanischer Institute fur Pathologie (Barnes-

Hospital in St. Louis bzw. Stanford University) bezogen.

Gegliedert werden diese Vorgaben jeweils in drei Punkte, namlich in die

makroskopische Betrachtung und Praparation (,Procedure®), in die Festle-
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gung der in den makroskopischen Befund aufzunehmenden Details
(,Description®) und in die Festlegung der zur Histologie einzubettenden

Schnittfhrungen (,Sections for histology*).

Fir die Bearbeitung der Schilddrisenresektate wird konkret vorgeschla-

gen:

1. ,Procedure”: Wiegen und Messen des Praparates; Orientierung des
Praparates und Zerlegung in 5 mm breite Langsschnitte; Darstellung

etwaiger Nebenschilddriisen im anhangenden Fettgewebe

2. ,Description“: Art des Resektates (Lobektomie, Isthmusresektat, subto-
tale oder totale Thyroidektomie); Gewicht, Mal3e, Form, Farbe und
Konsistenz des Gewebes; Beschaffenheit der Schnittflache im Ver-
gleich homogen zu knotig; bei Nachweis von Knoten Gro3e, Zahl und
Beschaffenheit der Knoten (zystisch, verkalkt, h&morrhagisch, nekro-
tisch, gekapselt, invasiv) sowie Abstand der Knoten zum Resektions-

rand

3. ,Sections for histology*:

bei diffusen oder entztindlichen Veranderungen: drei Gewebsblécke
pro Lappen und einer vom Isthmus

bei solitarem Knoten bis 5 cm GrolR3e: Einbettung von Gewebe unter
Einbeziehung der gesamten Kapselstruktur einer makroskopischen
Schnittebene inklusive angrenzendem Schilddrisenparenchym so-
wie Einbettung jeweils eines weiteren Gewebeblocks pro Zentime-
ter KnotengrofRe

bei multinodalen Resektaten: Einbettung jeweils eines Gewebe-
blocks pro Knoten unter Einbeziehung der Kapsel und des angren-
zenden Schilddrisengewebes; weitere Gewebebltcke bei grofieren

Knoten
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bei papillarem Karzinom: Einbettung des gesamten Resektates un-
ter separater Darstellung des Resektionsrandes

bei grob-invasiven nicht-papillaren Karzinomen: drei Gewebebldcke
vom Tumor, drei weitere vom makroskopisch tumorfreien Gewebe
und ein weiterer aus dem Resektionsrand

in allen Fallen Einbettung von etwaig makroskopisch nachweisba-

ren Nebenschilddriisengewebe

Fal3t man die Erfahrungen in diversen Instituten fir Pathologie zusammen
(Biesterfeld 2004), so laRt sich feststellen, dafld beziglich der ersteren bei-
den Aspekte Uberall eine weitestgehend gleichartige Vorgehensweise be-
steht, so dal3 die gemachten Vorgaben als in die Realitdt umgesetzt be-
trachtet werden konnen. Fir den dritten Aspekt, die Auswahl und die
Menge des in Gewebebldcken einzubettenden Materials, kann dies hinge-

gen nicht vorausgesetzt werden.

Hier ist es offenbar vielmehr so, dal} aul3erhalb der universitaren Institute,
die sich in etwa an die Vorgaben halten, viel weniger eingebettet wird, so
dal3 die Beurteilung follikularer Schilddrisentumoren oft schnell an Gren-
zen stol3t. Geht man von einer durchschnittlichen Grofl3e von 2 cm bis 3
cm aus, so kann man sich leicht vorstellen, daf ca. 6 bis 9 Paraffinblécke
in Stufen aufgearbeitet werden miften, um einen ausreichenden Auf-
schluf Gber die Dignitat einer follikularen Schilddriisenlasion zu gewinnen.
Berlcksichtigt man dartber hinaus, dald in vielen Schilddrisenresektaten
multiple Knoten vorkommen, so ist klar, daf3 nur eine bedingt vollstandige
Untersuchung erfolgen kann.

Derzeit kann man davon ausgehen, dald in universitdren oder anderen
Krankenhausinstituten ca. 4 bis 5 Blécke pro groRerem Resektat eines

Schilddrisenlappens eingebettet werden und daf3 Privatinstitute tblicher-
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weise nicht mehr als 2 Blocke vorsehen - Stufenschnitte sind dabei jeweils
nicht vorgesehen.

Dies bedeutet, dal? man Ublicherweise nicht die Genauigkeit in der Schild-
drisenbeurteilung erreicht, die man sich eigentlich wiinschen sollte. Zu
wenig eingebettetes Material oder auch zu wenig Einbettung aus Kapsel-
bereichen von Knoten bedeutet schliel3lich, dal3 zum einen die Gefahr be-
steht, manchen kleinen follikularen Tumor gar nicht zu untersuchen bzw.
nicht ausreichend sicher ein minimal invasives follikulares Karzinom in

einem follikularen Adenom auszuschliel3en.

Als Konsequenz wird es immer wieder Falle geben, in denen eine in
Wahrheit vorhandene Invasion eines follikularen Schilddriisentumors nicht
erkannt wird und somit falschlich statt eines follikularen Karzinoms ein fol-
likulares Adenom diagnostiziert wird. Innerhalb von ca. 10 Jahren kann
man in einem groleren Institut mit ein bis zwei Fallen rechnen, die auf-
grund des Auftretens von Metastasen als Fehldiagnosen manifest werden.
Dartber hinaus wird es eine gewisse Dunkelziffer von Fallen geben - geht
man davon aus, dald in weniger als einem Drittel der Félle der operierten
differenzierten follikularen Schilddriisenkarzinome der Stadien T1 bis T3
Uberhaupt Rezdive oder Metastasen auftreten (Holzel et al. 1996), so wird
offensichtlich, dal? manche derartige Fehldiagnosen ohne klinische Kon-

sequenzen bleiben werden.

Doch selbst wenn eine genauere Einhaltung der oben diskutierten Vorga-
ben in der Routineaufarbeitung der Schilddrisenresektate \vorgenommen
wirde, so stiel3e doch der notwendige Aufwand, um jede noch so kleine
Lasion sicher richtig zu diagnostizieren, an eine Grenze des Machbaren.
Daher bleibt zu Uberlegen, in wie weit neuere Methoden der Morphologie

und der Molekularbiologie hilfreich sein kdnnten.

58



5.2 Relevanz ergénzender molekularer und morphologischer Un-
tersuchungsmethoden

Die in der Einleitung aufgenommenen Untersuchungen mit diversen ne-
thodischen und inhaltlichen Ansatzen lassen erkennen, dafl3 bisher nur
wenige Marker vorhanden sind, von denen man sich eine gewisse Ver-
besserung der Diagnostik versprechen kann, und dal’3 diese oft nur an
noch Uberschaubaren kleinen Kollektiven tberprift sind. Letzteres hat da-
bei sicher auch damit zu tun, daf selbst in grofR3en Instituten nur wenige
Falle follikularer Schilddrisenkarzinome zur Verfligung stehen. Dies ver-
deutlicht auch die hier vorgenommene Untersuchung, die die Gber 8 Jahre
archivierten Falle zweier Institute fur Pathologie mit einem jahrlichen Ge-
samteingang von mehr als 80.000 Fallen nutzen konnte und sich dennoch

nur auf ca. 30 Falle bezieht.

5.2.1 Molekularbiologische Anwendungen und Bestimmung von Dif-
ferenzierungsmarkern

Die chromosomalen und molekularpathologischen Marker haben bisher
noch keine fir die Differentialdiagnostik von Schilddrisentumoren relevan-
ten Ergebnisse erbracht; ihre Daten sind im weitesten Sinne noch als ex-
perimentell zu bezeichnen; dies gilt sowohl fur die CGH-basierten chromo-
somalen Untersuchungen (Roque et al. 2003), als auch fur das PAX8-
PPARGamma-Fusionsonkogen (Cheung et al. 2003) oder fir andere mo-
lekularpathologische Ansatze wie tumorspezifische mRNA-Bestimmungen
(Takano et al. 2002). Dennoch ist es eine attraktive Vorstellung, molekula-
re Techniken in Zukunft auch bei Schilddriisentumoren vermehrt experi-
mentell anzuwenden, um in einem spateren Schritt fur klinische Fragestel-

lungen relevante Anwendungen herauszuarbeiten.

Von den Differenzierungsmarkern verspricht bisher nur Galectin-3 eine

gewisse Relevanz in der Differentialdiagnostik follikularer Tumoren. So-
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wohl die verschiedene Rate positiver Félle (84% bei Karzinomen im Ver-
gleich zu 15% bei den Adenomen) als auch das unterschiedliche Farbe-
muster positiver Félle (Karzinome: diffus, Adenome: Zellcluster) spricht fur
ein Anwendbarkeit dieses Markers auch in der Praxis. Die Werte fur Sen-
sitivitat und Spezifitat sind mit 84,1% bzw. 85,1% akzeptabel, wenn auch
nicht optimal. Besonders interessant ist dartiber hinaus unter tumorbiolo-
gischen Gesichtspunkten, dafd nicht nur die Tumorwachstumsfront, son-
dern auch das ansonsten nicht gegeniiber Adenomen abgrenzbare Karzi-

nomgewebe im Zentrum des Tumors mitgefarbt ist (Coli et al. 2000).

Dementgegen lassen die Ergebnisse mit der Retinoblastomprotein-
Expression oder der Bestimmung der Telomeraseaktivitat keine klaren
differentialdiagnostischen Aussagen erwarten. Ahnliches gilt auch fir die
Bestimmung der Typ-1-Blutgruppenantigene und mutmafilich auch fur
TTF-2, dessen Werte fur Sensitivitat und Spezifitat mit 44,4% bzw. 28,5%
zu niedrig sind, um in der Routinediagnostik von wirklichem Nutzen zu

sein (Sequeira et al. 2001).

5.2.2 Untersuchungen zur DNA-Zytometrie

Bei den in einer Ubersichtsarbeit von Grant et al. (1990) zusammengefa -
ten Daten, die DNA-zytometrische Messungen an 474 follikularen Aden-
omen und 335 follikuldaren Karzinomen bertcksichtigen, wurde als dia-
gnostisches Kriterium die DNA-Stammlinienploidie zugrundegelegt. Eine
nicht-diploide DNA-Stammlinie lag in 43,1% der follikularen Adenome
(143/332) und in 59% der follikularen Karzinome (196/335) vor (p > 0,05);
entsprechend betragen die Werte fur Sensitivitdt und Spezifitat nur 58,5%
und 56,9%. Dies bedeutet, daf} die DNA-Stammlinienploidie nicht geeignet
ist, um ausreichend sicher zwischen beiden Tumorentitaten zu differenzie-

ren.
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Andere DNA-zytometrische Parameter wurden hingegen nicht berticksich-
tigt, so dal3 nicht sicher ist, ob sich gegebenenfalls nicht diagnostisch gun-
stigere Resultate mit Parametern erzielen liel3en, die statt der Lage der
DNA-Stammlinie die DNA-Verteilung als ganze (z.B. 2cDI, Entropie oder
mittlere Ploidie) bzw. das Vorkommen erhohter DNA-Einzelwerte (z.B.
5CcEE, 9cEE) beurteilten. Zumindest liel3 sich an einer in unserer Arbeits-
gruppe durchgefuhrten, zu dieser Studie ahnlich aufgebauten Arbeit an
Leiomyomen und Leiomyosarkomen zeigen, dal3 modernere DNA-
zytometrische Parameter als die DNA-Stammlinie durchaus zu einer bes-
seren diagnostischen Trennung der beiden Tumorentitaten geeignet wa-
ren (Thiel 2004).

5.2.3 Untersuchungen zu Proliferation und Apoptose

Da die hier vorgenommene Untersuchung mit MB-1 und PCNA in den
Formenkreis der Proliferationsbestimmung einzuordnen ist, soll auf dieses
Anwendungsfeld im folgenden etwas detaillierter eingegangen werden.
Bei der Vielfalt der in der Literatur nachweisbaren Arbeiten zu beiden Mar-
kern (MIB-1/Ki-67: 7971, PCNA: 7186; Stand Januar 2004 [PubMed-
Datenbank]) fallt allerdings auf, daf3 sich hiervon nur sehr wenige auf diffe-

rentialdiagnostische Fragestellungen an Schilddriisenlasionen beziehen.

Fir MIB-1 (Tabelle 9) ist ein eindeutiger Trend auszumachen; alle Daten-
satze lassen erkennen, dafd im normalen Kontrollparenchym die gerings-
ten Werte ermittelt werden und daf3 sich follikulare Adenome und follikula-
re Karzinome unterscheiden, meistens auch auf signifikantem Niveau.
Dies bedeutet allerdings formal nur, dal3 Unterschiede in der Datenvertei-
lung nachweisbar sind; ein unmittelbarer diagnostischer Wert kommt die-
ser Tatsache aber nicht zu. Hierflr sind vielmehr statistische Kennwerte
wie Sensitivitat und Spezifitdt wesentlich, welche aber bedauerliche rweise

vielfach nicht angeboten werden.
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Tab. 9:

Literaturibersicht zur MIB-1-Expression von follikularen

Schilddrisentumoren im Vergleich zum normalen Pa-
renchym; Mittelwerte und Standardabweichungen.

Autoren MIB-1/Ki-67-Positivitat [%]
Normales Follikulares Follikulares
Parenchym Adenom Karzinom
Eigene Arbeit 0,14 +/- 0,08 0,69 +/- 0,83 2,52+/-2,31
2004
Almudévar et | keine Angaben 0,34 2,90
al. 2000
Lewy-Trenda 0,17 +/- 0,39 1,3+/-1,49 3,29 +/- 1,38
und Bienkie-
wicz 1999
Erickson et 2,4 +/-0,7 45+/-0,6 15,3 +/- 3,1
al. 1998
Resnick et al. 0,4 +/-0,6 14+/-1,1 Subtypen:
1998 e. 3,8 +/-2,6
f.5,6 +/- 2,8
Yoshida et al. 0,2 +/-0,2 0,5+/-0,7 0,9+/-0,2
1999
Katoh et al. 0,19 +/- 0,04 1,38 +/-0,2 3,18 +/- 0,17
1995
Subtypen: Subtypen:
a.0,9+/-0,2 e. 2,0+/-0,41
b.1,7+4/-04 f.5,18 +/- 1,14
c. 3,03 +/-0,84
d. 1,49 +/- 0,53

Erlauterungen: Follikulare Adenome: a = normo-/makrofollikulér, b =
tubular, ¢ = solide/trabekulér, d = oxyphil. Follikulare Karzinome: e =
minimal invasiv, f = grob invasiv.

In der Literatur fanden sich fur das normale Schilddrisenparenchym MIB -
lmean-Werte zwischen 0,17% +/- 0,39 (Lewy-Trenda und Bienkiewicz
1999) und 2,4% +/- 0,7 (Erickson et al. 1998). Die Ergebnisse der vorlie-
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genden Arbeit waren mit MIB -1 ean-Werten von 0,14% +/- 0,08 fir das
normale Schilddriisenparenchym vergleichsweise niedrig. Fur die follikula-
ren Adenome zeigten sich in der Literatur MIB-1mean-Werte von 0,5% +/-
0,7 (Yoshida et al. 1999) bis 4,5% +/- 0,6 (Erickson et al. 1998). Der mittle-
re MIB-1-Wert der eigenen Arbeit von 0,69% +/- 0,83 lag somit im unteren
Bereich der in der Literatur zur findenden Ergebnisse. Die follikularen Kar-
zinome wiesen in den verschiedenen Studien MIB -1 ean-Werte von 0,9%
+/- 0,2 bis 15,6% +/- 3,1 (Erickson et al. 1998). Mit mittleren MIB-1-Werten
von 2,52% +/- 2,31 lagen die Ergebnisse der eigenen Arbeit gut im durch

die Literatur abgesteckten Bereich.

In fast allen bisher erschienen Arbeiten konnten signifikante Unterschiede
fur die MIB -1mean-Werte der follikularen Adenome im Vergleich zu den fol-
likularen Karzinomen herausgearbeitet werden. So wiesen Lewy-Trenda
und Bienkiewicz (1999) statistisch signifikante Unterschiede (p < 0,05) in
der MIB-1-Expression zwischen follikularen Adenomen und follikul&ren
Karzinomen nach. Zu é@hnlichen Ergebnissen kamen Erickson et al. (1998)
mit einer statistisch signifikanten Unterscheidung der beiden Tumore von
p = 0,006, Resnick et al. (1998) mit einem p-Niveau von p < 0,005, Yoshi-
da et al. (1999) mit einem p-Niveau wn < 0,05. Katoh et al. (1995) fanden
nur statistisch signifikante Unterschiede (p = 0,01) fur die normo- und ma-
krofollikularen Adenome im Vergleich zu den follikularen Karzinomen.
Zwischen den hyperzellularen Adenomen (solide, trabekulare und tubuléare
Subtypen) und den follikularen Karzinomen konnten die Autoren keinen
statistisch signifikanten Unterschied nachweisen. In der vorliegenden Ar-
beit zeigte sich eine statistisch signifikante Verteilung der MIB-1nean-
Ergebnisse der follikularen Adenome und der follikularen Karzinome auf
einem p-Niveau von 0,0012. In allen erwahnten Arbeiten fanden sich a-
lerdings starke Restlberschneidungen zwischen follikularen Adenomen
und follikularen Karzinomen, so dald keine zweifelsfreie Diagnose anhand

der MIB-1-Expression moglich sein durfte.
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Unser eigenes Kollektiv lie3 bei optimaler Grenzwertsetzung (MIB -1 mean:
1.3%) eine Sensitivitat von 64.3% bei einer Spezifitdt von 90.5% zu (vgl.
Tab. 5 und Abb. 17). Eine Arbeit aus der renommierten Mayo-Klinik an 16
follikularen Adenomen und 23 follikularen Karzinomen erreichte bei einem
Grenzwert fur die mittlere MIB -1-Expression von 10,5% eine Sensitivitat
von 56,5% bei einer Spezifitdt von 100% (Erickson et al. 1998). Pal3t man
sich in unserem eigenen Kollektiv der Forderung nach einer Spezifitat von
100% an, so laRt sich eine Sensitivitdt von nur noch 21,4% erreichen
(MIB-1 mean: 4%). Gute Aussichten auf hohere Werte fir die diagnostische
Treffsicherheit bestiinden theoretisch fur die Studie von Almudévar et al.
(2000), bei der die MIB-1-Mittelwerte der follikularen Karzinome (2,90%, n
= 31) ca. 8,5mal so hoch waren wie die der follikularen Adenome (0,34%,
n = 36), jedoch fehlen hier selbst die Angaben fir die Standardabwei-

chung, so daf3 sich nur mutmalfen laft.

Dies bedeutet, dal sich trotz der vollkommen unvergleichbaren Rohwerte,
die im Vergleich zu den tbrigen in Tabelle 9 dargestellten Datenverteilun-
gen in der Mayo-Klinik unerklarlich hoch waren, in etwa noch ahnliche

diagnostische Resultate herausgearbeitet werden kénnen.

Insgesamt ist der Stand somit, daf3 mit der Analyse der MIB-1-Expression
nur eine bedingte Aussage Uber die Dignitat eines follikularen Schilddri-
sentumors getroffen werden kann. Die Tatsache allerdings, daf3 oberhalb
eines Wertes von 2% fast keine Adenome mehr vorkamen, ist in unserem
Kollektiv als moglicher Indikator dafir zu sehen, bei der Diagnose ,Folliku-
lares Adenom® fir den Fall einer Uber 2% hinausgehenden MIB-1-
Expression weiteres Material einzubetten und die histologische Begutach-

tung hinsichtlich Kapsel- und/oder Gefaldinvasion zu intensivieren.

Fur PCNA ist die Datenlage vor Durchfiihrung unserer Studie noch weit-

gehend unklar gewesen (Tabelle 10).
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Tab. 10:

Literaturtubersicht zur PCNA-Expression von follikuléaren

Schilddrisentumoren im Vergleich zum normalen Pa-
renchym; Mittelwerte und Standardabweichungen

Autoren PCNA-Positivitat [%)]
Normales Follikulares Follikulares
Parenchym Adenom Karzinom
eigene Arbeit 0,05+/-0,1 0,42 +/- 0,51 1,49 +/-1,48
2004
Shimizu et al. 0,6 +/-0,3 2,0+/-0,9 3,6+/-1,3
1993
Czyz et al. keine Angaben <5in 53% der <5in 36% der
1994 Falle (26/49) Falle (4/11)
>5in 47% der >51in 64% der
Falle (23/49) Falle (7/11)

In der Arbeit von Shimizu et al. 1993 zeigte sich genau wie in den eigenen
Ergebnissen eine Abstufung der PCNAwean-Werte. Dabei fanden sich nied-
rige Werte fur das normale Schilddrisenparenchym (0,6% +/- 0,3), mittlere
Werte fur die follikularen Adenome (2,0% +/- 0,9) und hohere Werte fur die
follikularen Karzinome (3,6 +/- 1,3). Die eigenen Werte flir PCNAmean lagen
fur die verschiedenen Tumorarten gweils unter den Ergebnissen dieser
Arbeit: Wir verzeichneten eine Abstufung mit niedrigen PCNA nean-Werten
fur normales Parenchym (0,05% +/- 0,10), mittleren Werten fur die folliku-
laren Adenome (0,42% +/- 0,51) und hoheren Werten fur die follikularen
Karzinome (1,49% +/-1,48). In beiden Arbeiten waren die Unterschiede in
der Datenverteilung fir PCNAmean Signifikant. Eine klinische Relevanz aus
den Daten von Shimizu et al. 1993 abzuleiten ist schwierig, da zum einen
mit sehr niedrigen Fallzahlen (7 follikulare Adenome und 3 follikulare Kar-
zinome) gearbeitet wurde, des weiteren wurden keine diagnostischen

Grenzwerte zur genaueren Differenzierung eines follikularen Adenoms
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von einem follikularen Karzinom angegeben. Anhand der eigenen Daten
konnte bei einem Grenzwert von 0,9% ein Karzinom von einem Adenom
mit einer Sensitivitat von 50% (14/28) bei einer adenombezogenen Spezi-
fitat von 90,5% (18/21) unterschieden werden. Da bei den follikularen A-
denomen nur ein PCNAmean-Wert mit 2,28% uber der 1%-Grenze lag,
konnten PCNAmean-Werte > 1% ein weiteres Indiz fur Malignitat sein. So-
mit sollte daraufhin weiteres Material des Tumors hinsichtlich Kapsel-

und/oder GefaRinvasion untersucht werden.

Die Arbeit von Czyz et al. (1994) gibt bei insgesamt geringer Zahl follikula-
rer Karzinome (n = 11) nur partiell nutzbare Daten an, ndmlich nur Ergeb-
nisse einer diagnostischen Vier-Felder-Tafel fur einen willkurlich gewahl-
ten Grenzwert von einer PCNA-Expression von 5%. Aus dieser laf3t sich
eine Sensitivitat von 63,6% (7/11) bei einer Spezifitat von 53,1% (26/49)
ablesen - insgesamt somit nicht diagnostisch nutzbaren Daten entspre-
chend. Verglichen mit den eigenen Ergebnissen, wo bei einem PCNAmean-
Grenzwert von 0,5% zur Differenzierung eines Karzinoms gegenuber e-
nes Adenoms eine Sensitivitat von 64,3% (18/28) bei einer adenombezo-
genen Spezifitat von 71,4% (15/21) erzielt wurde, sind die Daten von Czyz
et al. (1994) somit weniger aussagekraftig. Allerdings wurde dort auch die
Farbenintensitat der PCNA-Farbung mit beurteilt; die PCNA-
Farbeintensitat wurde in drei Stufen unterteilt, wobei bei einem Grenzwert
der Farbeintensitat 2 eine Sensitivitdt zur Erkennung eines Karznoms in
Abgrenzung zu einem Adenom von 73% (8/11) und eine adenombezoge-
ne Spezifitat von 94% (46/49) erzielt wurde. Eigene vergleichende Daten
sind nicht anzugeben, da in unserer Studie auf eine Auswertung der Far-

beintensitat verzichtet wurde.
Insgesamt ist somit durch eine PCNA-Markierung kein weiterfihrender

entscheidender Aufschlufd tber die biologische Dignitat follikularer Schild-

driisentumoren zu erwarten.
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Mit der Darstellung argyrophiler Proteine in der Umgebung der Nukleolus-
organisierender Regionen (AgNOR) haben wir uns in dieser Studie nicht
naher befassen kénnen, da im Institut fur Pathologie der RWTH Aachen
ein entsprechender Melplatz nicht etabliert ist. Die vorliegenden Ergeb-
nisse anderer Arbeitsgruppen sind allerdings nur sparlich. Als AgNOR-
Zahl wurde fur follikulare Adenome (n = 22) 3,5 +/- 0,3 und fur folikulare
Karzinome (n = 17) 5,0 +/- 0,7 ermittelt (Ruschoff et al. 1993), die mittlere
AgNOR-Summenflache belief sich fir follikulare Adenome (n = 20) auf
1,81-2,85 uymz2 und fur follikulare Karzinome auf 3,01-3,97 umz2 (Slowe n-
cka-Klencka et al. 2003). Die Ergebnisse sind erfahrungsgemal’ in beiden
Arbeiten statistisch signifikant; entsprechende Werte in den Publikationen
fehlen aber. Interessant ware, eine Untersuchung zur AQNOR-Ausstattung
MIB-1-positiver Zellpopulationen vorzunehmen und somit die sogenannte
Brugal-Hypothese zur Tumorproliferation, die in Zusammenarbeit mit der
Charité in Berlin bereits einmal prognostisch an Mammakarzinomen Uber-
pruft wurde (Biesterfeld et al. 2001), an Schilddrisenpraparaten auf dia-
gnostische Wertigkeit zu testen. Dagegen, daf} dieses sinnvoll sein kénn-
te, spricht auch nicht die Tatsache, dald in einer Vorarbeit eine gewisse
Korrelation zwischen AgNOR-Darstellung und MIB -1-Expression nachge-

wiesen wurde (Lewy-Trenda und Bienkiewicz 1999).

Zum ,Gegenspieler” der Proliferation, zur Apoptose, ist ebenfalls in Bezug
auf ihre diagnostische Wertigkeit bei follikularen Schilddrisentumoren we-
nig bekannt. Bisher wurde hier vorwiegend mit der TUNEL-Methode gear-
beitet, die allerdings nur Teilaspekte des sehr komplexen Systems der
Apoptose und ihrer Regulation beurteilen lait. Fur sich allein betrachtet
ertffnet sie in der Differentialdiagnose follikularer Schilddrisenerkrankun-
gen keine neuen Perspektiven. Die Datenverteilung zeigt in der allerdings
noch sparlichen Literatur Ubereinstimmend eine groRe Uberschneidung
zwischen den mit der TUNEL-Methode ermittelten Apoptosewerten von

follikularen Adenomen und follikuldren Karzinomen; an unserem Patien-
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tenkollektiv, dessen Apoptosefarbungen nicht Gegenstand dieser Arbeit
waren, betrugen die Mittelwerte und Standardabweichungen 0,31% +/-
0,49% bzw. 0,49% +/- 0,66% (Biesterfeld et al. 2003), so dal3 sich zwar
ein Trend, aber keine diagnostisch nutzbare Erkenntnis ziehen laf3t. Eine
andere Arbeitsgruppe berichtete fur follikulare Adenome Werte von 0,5%
+/- 0,4% im Vergleich zu differenzierten, allerdings vorwiegend papillaren
Karzinomen 0,4% +/- 0,3% (Yoshida et al. 1999).

Die oben genannten Arbeiten zur Apoptose wurden mit der MIB-1-
Expression vergiichen bzw. in Beziehung gesetzt. So entwickelte z.B. die
Arbeitsgruppe um Yoshida einen Quotienten aus MIB-1-Expression und
Apoptoserate, um Uber den auf diese Weise erzeugten Faktor etwas Uber
eventuellen Netto-Zugewinn oder Netto-Verlust an Zellen aussagen zu
konnen. Dieser Faktor erwies sich in der Arbeit aus unserer Arbeitsgruppe
unter biologischen Gesichtspunkten insofern als sinnvoll, als im Vergleich
zu normalem Schilddriisenparenchym (Faktor 3,6 +/- 6,1) erhohte Werte
fur Tumoren, darunter auch fur follikulare Adenome (12,1 +/- 23,7) und flr
follikulare Karzinome (14,7 +/- 21,1) gefunden wurden, wohingegen die
beiden gewebsdestruktiven Thyreoiditiden, namlich die Hashimoto-
Thyreoiditis (1,7 +/- 3,1) und die de Quervain-Thyreoiditis (0,7 +/- 0,5),
erniedrigte Werte aufwiesen. Zwischen den beiden follikularen Tumorenti-
taten allerdings waren die Datenverteilung nicht signifikant unterschiedlich
(Biesterfeld et al. 2003).

Auch andere Publikationen, die oben im Hinblick auf ihre Aussagefahigkeit
zur Proliferation ausgewertet wurden, nahmen zum Teil andere Methoden
mit auf, stellten sie jedoch nur gegentber. So wurden z.B. in einer Arbeit
parallel zur MIB-1-Bestimmung auch Antikérper gegen p53, bcl-2 und p21
eingesetzt; die Ergebnisse wurden aber lediglich tabellarisch dargestellt,
ohne gedanklich aufeinander bezogen zu werden (Almudévar et al. 2000).
Ahnlich verhalt es sich in einer anderen Studie, in der neben MIB-1 auch

Cyclin D1 und E2F-1 eingesetzt worden waren (Saiz et al. 2002), oder in
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Arbeiten, die zuséatzlich zu MIB-1 auch den Marker p27 untersuchten (E-
rickson et al. 1998, Resnick et al. 1998); hier fand sich tbrigens zur dia-
gnostischen Relevanz von p27 diametral unterschiedliche Ergebnisse. In
der Arbeit von Czyz et al. (1994) schlieRlich wurde die Bestimmung der
PCNA-Expression mit DNA-Durchflu3zytometrie und p53-Bestimmung
kombiniert, wobei sich bei follikularen Karzinomen im Vergleich zu folliku-
laren Adenomen hohere Aneuploidieraten und eine haufigere p53-

Positivitat zeigten.

5.3 Resumée

In der vorliegenden Arbeit liel3 sich zeigen, dafl3 immunhistochemische
Untersuchungen mit MIB-1 und PCNA zwar in der Lage sind, weiterflh-
rende biologische Erkenntnisse Uber das Verhalten follikularer Schilddr -
sentumoren zu erhalten, sich aber das eigentliche diagnostische Problem
auf diese Weise nicht abschlieRend l16sen laf3t. Die Hinzunahme von Er-
kenntnissen mit anderen Methoden belegt dariber hinaus, dafl3 derzeit
Uberhaupt noch keine die histomorphologische Untersuchung erganze nde
Methode in einem Malie etabliert ist, daf3 sie als routinemaRig hinzuzu-
nehmender Standard gelten koénnte. Lediglich mit Galectin-3 (s.0.) sind
etwas Uberzeugendere Resultate erreicht worden; der Marker wird aber
bislang noch nicht in der Routine eingesetzt. Abschliel3end bleibt somit die
diagnostische Pathologie weiterhin auf die korrekte makroskopische und
histologische Aufarbeitung der Schilddriisenresektate angewiesen, wobei
eine variablere Zahl von angefertigten Paraffinblocken abhangig vom
makroskopischen Bild auch aufRerhalb universitarer Institute winschens-
wert ware. Fur die Zukunft waren Studien denkbar, die molekulare und
morphologische Methoden nicht nur parallel anwenden, sondern auch in-
haltlich aufeinander beziehen. AuRerdem waren wissenschaftliche Ansat-
ze sinnvoll, bei denen im Vergleich zum im originalen Adenom verbliebe-

nen Zellen gezielt Eigenschaften derjenigen Zellverbande untersucht wir-
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den, die bei mikroinvasiven follikularen Karzinomen die Invasion eines
BlutgefalRes oder der Kapsel realisiert haben. Derartige Untersuchungen

sind mit laser-gestutzter Mikrodissektion im Prinzip bereits he ute mdglich.
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6. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschaftigte sich mit dem Problem der Differential-
diagnostik follikularer Schilddriisenadenome und minimal invasiver folliku-
l&rer Schilddrisenkarzinome. Weder das makroskopische noch das zellu-
lare Erscheinungsbild, die Feinnadelaspirationszytologie, oder die DNA-
Zytometrie ermoglichen eine eindeutige Dignitatszuordnung der follikula-
ren Schilddrisentumore. Die einzigen bislang anerkannten Malignitatskri-
terien sind Invasion des Tumors in die Organkapsel und/oder in umliegen-
de GefalRe. Da in der Routinediagnostik aufgrund des hohen Arbeitsauf-
wands nicht der gesamte Kapselbereich beurteilt werden kann, besteht
der Bedarf an zusatzlichen diagnostischen Kriterien. Zu diesem Zweck
wurde die diagnostische Wertigkeit der Proliferationsmarker MIB-1 und
PCNA zur Differenzierung benigner follikularer Adenome und maligner
follikularer Karzinome utberpruft.

Die mittlere MIB-1-Positivitat (MIB-1mean)war in follikularen Karzinomen
(2,52%) hoher als in follikularen Adenomen (0,69%) und als in normalem
Schilddrisenparenchym (0,14%). Die Verteilung der Einzelwerte fur die
follikularen Adenome unterschied sich signifikant von den follikularen Kar-
zinomen auf einem p-Niveau von 0,0012. Es wurden Vier-Felder-Tafeln
mit unterschiedlichen Grenzwerten berechnet. Bei einem Grenzwert von
0,8% konnte ein follikulares Karzinom mit einer Sensitivitdt von 82,1%
(23/28) bei einer adenombezogenen Spezifitdt von 76,2% (16/21) erfal3t
werden. Wurde eine Spezifitdt von tber 90 % gefordert konnte ein Karzi-
nom mit einer Sensitivitdt von 64,3% (18/28) und einer Spezifitat von 90,5
(19/21) abgegrenzt werden. Der entsprechende MIB -1 yean-Grenzwert be-
trug 1,3%. Zuséatzlich mul3 erwahnt werden, dal3 nur 1 von 21 Adenomen
einen MIB-1mean-Wert > 2% aufwies. Die Trennscharfe follikularer Adeno-
me und Karzinome bei einem MIB-1mean-Wert < 2% war gering, da 16 von
28 Karzinomen (42,9%) MIB -1 nean-Werte < 2% aufwiesen.

FUr die maximale MIB-1-Positivitat fand sich keine statistische Signifikanz
in der Datenverteilung zwischen follikularen Adenomen und follikularen
Karzinomen und konnte somit in der Differentialdiagnostik dieser Tumore
keine weiteren Erkenntnisse liefern.
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Mit Hilfe der PCNA-Expression fand sich eine hhere mittlere PCNA Posi-
tivitdt (PCNAmean) in follikularen Karzinomen (1,49%) als in follikularen A-
denomen (0,42%) oder als in normalem Schilddriisenparenchym (0,05%).
Im t-Test unterschieden sich die Daten der follikularen Adenome signifi-
kant von den follikularen Karzinomen auf einem p-Niveau von 0,0027. Bei
einem Grenzwert fir PCNAmean VOn 0,5% wurde ein follikulares Karzinom
mit einer Sensitivitat von 64,3% bei einer adenombezogenen Spezifitat
von 71,4% (15/21) erfal3t. Um eine Spezifitdt tber 90% zu erreichen wur-
de bei einem Grenzwert von 0,9% ein Karzinom mit einer Sensitivitat von
50% (14/28) bei einer adenombezogenen Spezifitat von 90,5% (18/21)
erfal3t. Nur ein Wert der follikularen Adenome lag tber 1%. 14 von den 28
Karzinomen (50%) wiesen einen PCNA mean-Wert > 1% auf.

Fur die Ergebnisse der maximalen PCNA-Positivitat zeigte sich ebenfalls
eine Abstufung mit den héchsten Werten fiur die follikularen Karzinome,
mittleren Werten fur die follikudren Adenome und niedrigsten Werten flr
das normale Schilddrisenparenchym. Die Ergebnisse stehen jedoch hin-
ter der Aussagekraft der MIB -1 mean- und PCNAnean-Werte, da trotz statisti-
scher Signifikanz der Daten (p = 0,0110) bei einem Grenzwert von 4% ein
Karzinom lediglich mit einer Sensitivitat von weniger als 50% (13/28) bei
einer adenombezogenen Spezifitat von 90,48% erfaldt wurde.
Zusammenfassend sei gesagt, daR aufgrund starker Uberschneidungen
der Einzelwerte fur MIB -1mean Und PCNAmean bei follikuldaren Adenomen
und follikularen Karzinomen eine zweifelfreie Diagnose bezuglich der
Dignitat eines follikularen Schilddrisentumors nicht gestellt werden konn-
te. Jedoch konnte die Immunhistometrie anhand der eigenen Daten in
schwierigen Grenzfallen follikularer Schilddriisentumore einen Beitrag leis-
ten: MIB -1ean-Werte > 2% und PCNAean-Werte > 1% sollten Anlal3 dazu
geben zusatzliches Material einzubetten und weitere Schnitte hinsichtlich
der histologischen Malignitatskriterien des Kapsel- und/oder Gefal3durch-
bruchs genauer zu untersuchen. Letztlich muf3 festgestellt werden, daf3
weder MIB -1,can, NOCh PCNAnmean €ine eindeutige Diagnose in Grenzfallen
follikularer Schilddrisentumore liefern kénnen und die Diagnosesicherung
weiterhin vornehmlich auf der Tumorhistologie basieren muf3.
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7. Anhang
Im folgenden werden die Rohdaten zu den in der vorliegenden Arbeit

untersuchten Fallen dokumentiert (Tab. 11, Tab. 12).

Tab. 11: Rohdaten PCNA

Patient PCNA- PCNA- PCNA- PCNA- Diagnose

mean max areamean areamax
1 0,04 0,43 0,06 0,61 Ad
2 0,19 3,92 0,27 5,45 Ad
3 0,24 1,18 0,28 1,83 Ad
4 0,90 2,98 0,99 4,09 Ad
5 0,05 0,57 0,05 9,72 Ad
6 0,28 1,99 0,30 2,92 Ad
7 0,63 2,16 0,64 2,46 Ad
8 0,91 3,23 1,24 4,32 Ad
9 2,29 7,69 3,06 10,67 Ad
10 0,34 1,10 0,38 1,28 Ad
11 0,24 1,38 0,39 2,48 Ad
12 0,41 3,47 0,58 5,62 Ad
13 0 0 0 0 Ad
14 0,23 1,59 0,23 1,51 Ad
15 0,36 2,17 0,50 2,94 Ad
16 0,03 0,61 0,05 0,97 Ad
17 0,12 0,12 0,21 1,26 Ad
18 0,81 2,44 1,02 2,73 Ad
19 0,03 1,57 0,04 0,78 Ad
20 0,58 4,35 0,87 7,43 Ad
21 0,29 2,44 0,31 2,31 Ad
22 3,29 8,04 4,54 11,29 Ca
23 1,48 7,43 1,38 8,02 Ca
24 0,38 1,43 0,63 2,39 Ca
25 0,85 2,58 1,04 3,83 Ca
26 0,05 0,53 0,07 0,73 Ca
27 2,53 9,49 2,82 10,86 Ca
28 0 0 0 0 Ca
29 3,45 8,50 4,83 13,90 Ca
30 0,83 4,35 1,10 5,95 Ca
31 1,16 2,84 1,53 3,29 Ca
32 2,12 9,75 2,91 9,77 Ca

73



Tab. 11 (Fortsetzung): Rohdaten PCNA

Patient PCNA-  PCNA- PCNA- PCNA- Diagnose

mean max areamean areamax
33 0,24 1,12 0,29 1,25 Ca
34 0,26 2,17 0,36 3,15 Ca
35 0,33 2 0,50 3,20 Ca
36 0 0 0 0 Ca
37 4,34 15,21 6,08 22,04 Ca
38 2,75 7,14 5,64 10,69 Ca
39 2,77 5,49 2,62 5,29 Ca
40 0,30 2,08 0,31 1,38 Ca
41 0,51 2,04 0,78 4,07 Ca
42 1,23 3,04 1,50 4,11 Ca
43 1,97 4,52 2,72 7,48 Ca
44 0,49 2,04 0,72 3,30 Ca
45 0,62 3,03 0,80 3,13 Ca
46 2,30 4,79 3,77 7,63 Ca
47 1,56 4,95 3,03 6,23 Ca
48 0,16 0,25 0,10 0,73 Ca
49 5,89 11,64 6,64 12,55 Ca
50 0,09 0,57 0,13 0,79 n.P.
51 0 0 0 0 n.P.
52 0,28 1,548 0,32 2,36 n.P.
53 0,06 1,12 0,04 0,89 n.P.
54 0,08 1,12 0,08 0,96 n.pP.
55 0 0 0 0 n.P.
56 0 0 0 0 n.P.
57 0 0 0 0 n.P.
58 0 0 0 0 n.P.
59 0 0 0 0 n.P.
60 0 0 0 0 n.P.
61 0 0 0 0 n.P.
62 0 0 0 0 n.P.
63 0 0 0 0 n.P.
64 0 0 0 0 n.pP.
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Tab. 12: Rohdaten MIB-1

Patient MIB-1 MIB-1 MIB-1 MIB-1  Diagnose
mean max  areamean areamax
1 0,40 0,203 0,38 1,41 Ad
2 0,08 2,13 0,08 2,13 Ad
3 0,08 1,35 0,06 1,18 Ad
4 0,06 0,88 0,06 1,08 Ad
5 0,17 4,10 0,28 7,10 Ad
6 0,69 4,96 0,68 4,71 Ad
7 0,13 1,22 0,17 1,51 Ad
8 0,20 1,04 0,19 1,24 Ad
9 0,47 5,13 0,50 5,36 Ad
10 0,51 4,26 0,55 4,64 Ad
11 0,56 1,87 0,51 1,64 Ad
12 1,98 10,88 1,81 15,30 Ad
13 0,24 2,13 0,13 2,64 Ad
14 1,09 3,57 0,94 3,77 Ad
15 0,44 2,11 0,64 2,80 Ad
16 0,55 4,00 0,54 3,06 Ad
17 1,01 5,26 1,14 7,22 Ad
18 1,24 3,46 1,39 4,31 Ad
19 0,27 4,55 0,22 3,43 Ad
20 0,75 84,62 2,70 90,17 Ad
21 3,70 39,24 1,96 50,76 Ad
22 2,33 8,13 2,95 10,15 Ca
23 1,39 8,33 1,80 9,85 Ca
24 1,23 3,17 1,38 3,48 Ca
25 0,91 3,32 1,10 3,83 Ca
26 1,37 5,68 1,40 6,63 Ca
27 3,92 6,53 4,96 8,06 Ca
28 0,19 1,75 0,26 2,26 Ca
29 4,42 10,91 6,33 15,41 Ca
30 1,57 6,25 1,92 7,50 Ca
31 2,67 6,98 3,03 8,16 Ca
32 5,30 10,95 6,36 14,75 Ca
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Tab. 12 (Fortsetzung): Rohdaten MIB-1

Patient

33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64

MIB-1
mean

1,38
1,52
0,21
0,03
0,47
8,50
1,17
1,53
0,80
2,40
6,00
1,17
2,56
8,53
0,98
4,68
3,37
0,08
0,25
0,12
0,21
0,11
0,06
0,21
0,07
0,24
0,04
0,27
0,08
0,12
0,17
0,04

MIB-1
max

3,70
4,67
0,95
0,63
7,47
28,78
9,01
6,45
3,55
7,02
20,93
3,70
8,73
15,81
3,10
7,43
8,61
0,79
1,68
1,103
1,45
1,83
1,10
1,35
0,79
1,79
0,69
1,55
1,01
0,95
1,39
0,64

MIB-1
areamean

1,96
1,57
0,09
0,03
0,55
11,13
1,64
1,67
0,93
2,76
7,37
1,51
2,99
10,81
1,66
5,29
4,01
0,07
0,20
0,09
0,13
0,12
0,05
0,25
0,06
0,29
0,06
0,16
0,03
0,18
0,10
0,01
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MIB-1
areamax

6,31
5,80
0,58
0,86
9,89
37,27
12,11
7,24
3,81
10,00
25,31
4,92
12,54
19,38
5,51
9,36
10,04
1,07
1,43
1,13
1,20
2,44
0,99
1,74
0,66
2,76
1,16
0,92
0,47
1,34
0,96
0,16

Diagnose

Ca
Ca
Ca
Ca
Ca
Ca
Ca
Ca
Ca
Ca
Ca
Ca
Ca
Ca
Ca
Ca
Ca
n.P.
n.P.
n.P.
n.P.
n.P.
n.P.
n.P.
n.P.
n.P.
n.P.
n.P.
n.P.
n.P.
n.P.
n.P.
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