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1 Einleitung

1.1 Endometriumkarzinom

1.1.1 Epidemiologie
Das Endometriumkarzinom ist das hé&aufigste Malignom der weiblichen
Genitalorgane und die Vvierthaufigste Krebserkrankung der Frau in

Industrielandern.

Die hochste Inzidenz besteht in Nordamerika und Westeuropa mit 9,9 bis 15,0
Neuerkrankungen pro 100.000 Frauen im Jahr. Uber 90 % der Frauen sind bei der

Erstdiagnose élter als 50 Jahre, das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 65 Jahren.
Betroffen sind demnach vor allem Frauen in der Postmenopause und im Senium
(Colombo et al., 2016). In Deutschland erkrankt eine von 50 Frauen im Laufe ihres

Lebens an Gebarmutterschleimhautkrebs, 2019 lag die Inzidenz bei 11.000
Neuerkrankungen (Krebs in Deutschland fir 2017/2018).

1.1.2 Histologie

Beim Endometriumkarzinom konnen verschiedene histologische Typen
unterschieden werden. Am haufigsten, in etwa 85 % der Féalle, handelt es sich
um ein endometrioides Adenokarzinom des Corpus uteri. Es zeigt sich
mikroskopisch mit der typischen Drisenstruktur des Endometriums und ist in den
meisten Fallen gut differenziert. Die Zellen erscheinen groR3er als gewohnliche
Endometriumzellen und mit teilweise sichtbaren Mitosen. Andere histologische
Typen sind klarzellige, serbse, adenosquamidse und muzindse Karzinome
(Creasman et al.,, 2006). Bisher wurden die verschiedenen histologischen
Gruppen in zwei Typen eingeteilt: Typ 1 bezeichnet Adenokarzinome, die
histologisch entweder als endometrioid oder muzinés eingeordnet werden. Typ 2
umfasst andere histologische Typen wie serds oder klarzellig. Diese wachsen
meist auf dem Boden des atrophen Endometriums (Bokhman, 1983). Die

Histologie spielt eine wichtige Rolle bei der Risikoklassifikation. Das dualistische



Modell mit Typ 1 und Typ 2 wird aktuell immer mehr von einer multifaktoriellen
Einteilung abgelost, die Histologie, Immunhistochemie und Molekularbiologie
integriert (Concin et al., 2021). Bei der blof3en Einteilung in Typ 1 und 2 gibt es
Diskrepanzen bei der Korrelation von Histopathologischer Diagnostik und Verlauf
der Erkrankung, besonders bei hochgradigen Endometriumkarzinomen (Vermij
et al., 2020, de Boer et al., 2018, Gilks et al., 2013).

1.1.3 Grading

Der Differenzierungsgrad eines Tumors gibt an in welchem Ausmal} das
Tumorgewebe vom gesunden Gewebe abweicht. Je schlechter differenziert das
Gewebe, umso bosartiger ist der Tumor. Das Grading steht in Zusammenhang
mit der Histologie des Tumors. Endometrioide und muzindse Karzinome werden
nach dem Anteil des soliden Tumorwachstums mit nicht-plattenepithelialen
Strukturen eingeteilt: G1 ist definiert mit weniger als 5 %, G2 wird bis 50 %
vergeben, bei G3 sind uUber 50 % des Tumorwachstums solide. Liegen
hochgradige Atypien vor, wird die Graduierung um einen Grad erhéht. Serdse
und klarzellige Karzinome werden definitionsgemall mit G3 eingestuft (Horn et
al., 2016).

1.1.4 Stadieneinteilung

Das Endometriumkarzinom wird durch ein Staging nach FIGO (Fédération
Internationale de Gynécologie et d’Obstétrique) in verschiedene Tumorstadien
eingeteilt, wie in Tabelle 1 dargestellt. Die Klassifikation geht auf das fir
Krebserkrankungen allgemein gultige TNM-System zurtick (Wittekind, 2004).
Damit werden lokale Ausbreitung, Lymphknotenbefall und Fernmetastasierung
mit verschiedenen Methoden beurteilt, wie zum Beispiel Probeentnahmen,
Bildgebung, histologische Untersuchungen und immunologische Verfahren
(Denschlag et al., 2010). Standard ist ein operatives Staging.

Wird eine fertilitatserhaltende Operation angestrebt, kann das Staging mittels
transvaginalen Ultraschalls und MRT erfolgen (Andreano et al., 2014).
Existieren Metastasen in pelvinen oder paraaortalen Lymphknoten, befindet sich

der Tumor im FIGO-Stadium IlIC — unabhangig von seiner lokalen Ausbreitung.



Tabelle 1: TNM- und FIGO-Klassifikation

TNM FIGO | Definition

TX Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fur Primartumor

T1 I Tumor begrenzt auf Corpus uteri

Tla 1A Tumor begrenzt auf Endometrium oder infiltriert

weniger als die Halfte des Myometriums

T1b B Tumor infiltriert die Halfte oder mehr des Myometriums

T2 1 Tumor infiltriert das Stroma der Zervix,

breitet sich aber nicht jenseits des Uterus aus

T3 bzw. N1 | I Lokale/regionale Ausbreitung des Tumors

T3a 1A Tumor beféllt Serosa und/oder Adnexe

(direkt oder Metastasen)

T3b B Vaginal- oder Parametriumbefall (direkt oder
Metastasen)
N1 lnc Metastasen in Becken- bzw. paraaortalen Lymphknoten

IIC1 | Metastasen in Beckenlymphknoten

IIC2 | Metastasen in paraaortalen Lymphknoten

T4 IVA Tumor infiltriert Blasen- bzw. Rektumschleimhaut

M1 VB Fernmetastasen

(Wittekind, 2004)

1.1.5 Risikoklassifikation

Grundlagen fir die Risikoklassifikation sind Stadium (FIGO), Grading,
Tumorhistologie und LymphgefaRinvasion (LVSI). Die Tumore werden in die
Varianten niedriges (low-risk), intermedidres (intermediate-risk), hoch-
intermediares (high-intermediate-risk) und hohes Risiko (high-risk) eingeteilt, um

die Radikalitat des operativen Vorgehens und die adjuvante Therapie zu planen.



Gezeigt wird in Tabelle 2 die Klassifikation basierend auf dem Konsens der
ESMO und ESGO von 2021.
Tabelle 2: ESMO-ESGO Risikoklassifikation Endometriumkarzinom 2021

molekulare Eigenschaften unbekannt

Low Intermediate High-intermediate High
Endometrioid Endometrioid -
FIGO IA - G1/G2 FIGO IB — G1/G2 Endometrioid FIGO Il -1Va
LVSI substantial tumorfrei
LVSI neg. LVSI neg.

Endometrioid

FIGO IA - G3 i?ggr?gtf'éf ser:ﬂS/I;:?“rI/;;/: 2?1 MT
LVSI neg. Y
seros/klar/MMMT RGO

keine Myoinvasion

modifiziert nach Concin et al. (Concin et al., 2021)

Die aktuelle Version beriicksichtigt auch molekulare Marker basierend auf dem
Cancer Genome Atlas-Projekt (TCGA) (Kandoth et al., 2013, Levine et al., 2013).
Es werden vier molekulare Subtypen unterschieden: ,POLE mutiert, ,MMR-
defizient®, ,p53-mutiert® und eine Gruppe ohne spezifisches Profil (NSMP)
(Talhouk et al., 2015). Wahrend ein POLE-mutiertes Karzinom grundsatzlich ein
niedriges Risiko und eine sehr gute Prognose hat, gehen p53-mutierte
Karzinome mit einem hohen Risiko einher, unabhangig von histologischem Typ
und Stadium (Marnitz et al., 2020).

Die Kklinisch-therapeutische Relevanz der molekularen Kilassifikation ist
Gegenstand aktueller Forschung. Fur die Therapieentscheidung wird in der
aktuellen AWMF-S3-Leitlinie-Endometriumkarzinom die Risikoeinteilung mit
Berlcksichtigung der molekularen Subgruppen verwendet, siehe Tabelle 3

(Leitlinienprogramm Onkologie, 2022).



Tabelle 3: Risikoklassifikation mit bekannten molekularen Eigenschaften

Low Intermediate High-intermediate High
Endometrioid
. Endometrioid
POLE-mutiert FIGO IB - G1/G2 LVSI substantial p53abn
FIGO -1l LVSI neg. MMRd oder NSMP
MMRd oder NSMP
Endometrioid F;:r:ggnlw:t_rlgl?:i Endometrioid FIGO Il - IVa
FIGOIA-G1/G2 VS| neg FIGOIB-G3 tumorfrei
LVSI neg. MMRd oder NSMP MMRd oder NSMP MMRd oder NSMP
seros/klar/MMMT FIGO Il seros/klar/MMMT
keine Myoinvasion MMRd oder NSMP Myoinvasion

modifiziert nach Concin et al. (Concin et al., 2021)

1.1.6 Klinik und Diagnostik
Das Endometriumkarzinom wird in 80 % der Falle

Erkrankung erkannt. Das wichtigste Warnsignal ist eine uterine Blutung bei

im Fruhstadium der

Frauen in der Postmenopause. Ein sonografisch hoch aufgebautes Endometrium

ber 5 mm gilt postmenopausal als suspekt. Auch pramenopausale
Hypermenorrhoe und Metrorrhagien kénnen auf ein Endometriumkarzinom
hindeuten. Im fortgeschrittenen Stadium kann sich ein Endometriumkarzinom
selten auch durch Unterbauchschmerzen, einen tumorbedingt vergroRerten
Bauchumfang und in einigen Fallen mit Aszites und Gewichtsverlust auf3ern.
Rund 10 % der Postmenopausenblutungen gehen auf ein Endometriumkarzinom
zuruck (Diedrich, 2007).

Das Endometriumkarzinom breitet sich zunachst lokal aus. Erst spat folgt eine
Fernmetastasierung. Diese erfolgt zuerst lymphogen Uber die pelvinen und
paraaortalen Lymphknoten und spater hamatogen (Diedrich, 2007).

Jede Blutung in der Postmenopause und jede Blutungsstérung in der Pré- und
Perimenopause sollte histologisch abgeklart werden, aufgrund des hohen
Risikos fur ein Endometriumkarzinom. Dies geschiehnt im Rahmen einer

diagnostischen Gebarmutterspiegelung mit fraktionierter Abrasio, bei der



Gewebe aus der Schleimhaut, dem Endometrium, gewonnen wird. Die
entnommene Gewebeprobe wird anschlie3end histologisch untersucht. Handelt
es sich um ein Endometriumkarzinom, wird es anhand des histologischen Typs
und seines Differenzierungsgrades weiter klassifiziert. Erganzend kann ein CT
erfolgen, um eine Fernmetastasierung oder befallene Lymphknoten zu

diagnostizieren.

1.1.7 Therapie und Prognose

Die Therapie des Endometriumkarzinoms erfolgt risikoadaptiert. Gemaf den
aktuell gultigen Kriterien wird eine Operation mit totaler Hysterektomie und einer
beidseitigen Adnexektomie durchgeftihrt. Dieser Eingriff erfolgt in der Regel per
Laparoskopie, wodurch in den meisten Fallen bereits eine komplette
Tumorresektion maoglich ist (Creasman et al., 2006). In Ausnahmeféllen wie bei
einem erweiterten Staging oder vorhandener Peritonealkarzinose kann eine
Laparotomie notwendig sein. Je nach Risiko folgt eine adjuvante Brachy- oder
Chemotherapie (Leitlinienprogramm Onkologie, 2022).

Die Mehrzahl aller Endometriumkarzinome wird in einem frihen Stadium
diagnostiziert (FIGO I). Insgesamt ist die Prognose sehr gut, sodass in vielen
Fallen lediglich eine Hysterektomie als Therapie genugt mit gegebenenfalls
risikoadaptierter Ausdehnung der Lymphonodektomie beziehungsweise
Operation. Gut differenzierte Karzinome in einem frihen Stadium haben eine
sehr geringe Wahrscheinlichkeit fir Lymphknotenmetastasen (1-3%) (Mariani et
al., 2008, Holloway et al., 2017, Colombo et al., 2016).

1.2 Sentinel-Lymphknoten-Biopsie

1.2.1 Hintergrund

Die  Sentinel-Lymphknoten-Biopsie (SNB) ist ein Diagnose- und
Therapiekonzept, das seit Ende des 20. Jahrhunderts Anwendung findet. Der
Sentinel (dt. Wachter) ist der erste Lymphknoten im Lymphabstromgebiet des

Tumors. Eine schematische Darstellung ist in Abbildung 1 gezeigt.



Zu Beginn wurde das Sentinel-Konzept in der Therapie des malignen Melanoms
eingesetzt (Morton et al., 1992) und kurz darauf auch in der Therapie des
Mammakarzinoms (Apple, 2016, Yared et al., 2002). Der Sentinel-Lymphknoten
(SLN) gibt Auskunft dartiber, ob bereits Lymphknotenmetastasen vorliegen. Ein
tumorfreier Sentinel-Lymphknoten macht einen Tumorzellbefall weiterer
Lymphknoten sehr unwahrscheinlich. Eine Ubersichtsarbeit von Hsueh et al.
beschrieb 1999 in mehreren Studien insgesamt einen negativ pradiktiven Wert
von 95 % fir die SNB beim Mammakarzinom (Hsueh et al., 1999). Damit
ermoglicht das SLN-Konzept eine sichere Lymphknotenbeurteilung ohne eine
ausgedehnte operative Entfernung aller Lymphknoten im Abstromgebiet des
Tumors. So kdnnen postoperative Morbiditdten wie zum Beispiel Lymphédeme
reduziert oder ganz vermieden werden. Beim Mammakarzinom werden bereits
vielen Patientinnen durch Einsatz dieses Verfahrens eine komplette Dissektion
axillarer Lymphknoten und die damit verbundenen Folgeprobleme erspart (Tanis
et al., 2001). Hier hat das Sentinel-Konzept zu einer wesentlichen Reduktion der
peri- und postoperativen Morbiditatsrate gefiihrt (Apple, 2016).

Um den SLN intraoperativ detektieren zu kénnen, muss er vorher markiert
werden. Dies geschieht in den meisten Fallen, indem radioaktives Technetium
(Tc99) in das tumorbefallene Organ gespritzt wird. So kann der SLN im
SPECT/CT visualisiert werden (Sahbai et al., 2017). Oft wird eine kombinierte
Markierung durchgefiihrt, indem préaoperativ die Injektion mit Patentblau erganzt
wird. Sowohl der Farbstoff als auch das Technetium reichern sich in der den
Tumor drainierenden Lymphknotenregion an und markieren den SLN. Dieser
kann anschlieend visuell (Patentblau) oder mit einer Gammasonde (Tc)
detektiert werden. Eine Kombination aus Technetium und Patentblau scheint
nach aktueller Studienlage die beste Detektionsrate fur den SLN beim
Endometriumkarzinom hervorzubringen (Abu-Rustum, 2014).

Eine alternative Markierungsmethode ist die Markierung durch Indocyaningrtn,
einen fluoreszierenden Farbstoff, der ebenfalls in das entsprechende Organ
injiziert wird. Diese Methode hat eine &hnlich gute Detektionsrate wie die

Kombination aus Tc- und Blaumarkierung (Tanner et al., 2015). Intraoperativ



kann der SLN durch Nahinfrarotspektroskopie sichtbar gemacht werden
(Papadia et al., 2016).

~— Lymphbahn

@ Sentinel-

Lymphknoten

&3 Lymphknoten

O Tumor

Abbildung 1: Sentinel-Lymphknoten schematisch

1.2.2 SNB beim Endometriumkarzinom

In den letzten Jahren wurde international an der Integration des Sentinel-
Konzepts in die Therapie des Endometriumkarzinoms gearbeitet und es wird
bereits im Rahmen von Studien vereinzelt durchgefuhrt. Eine klare Empfehlung
fur die SNB beim Endometriumkarzinom ist aktuell Gegenstand intensiver
wissenschaftlicher Diskussion. In der aktuellen AWMF-S3-Leitlinie-
Endometriumkarzinom von 2022 wird empfohlen, das operative Lymphknoten-
Staging je nach Risikokonstellation entweder als alleinige SNB oder als sentinel-
gestitzte systematische LNE durchzufihren (Leitlinienprogramm Onkologie,
2022).

Technisch zeigen sich bereits sehr gute Ergebnisse, Markierung und Detektion
des SLN betreffend, und zudem einen hohen negativ pradiktiven Wert fir die
SNB beim Endometriumkarzinom (Rossi et al., 2017). Khoury-Collado et al.
beschrieben bereits 2009 eine mdgliche Detektionsrate des SLN von tber 90%

(Khoury-Collado et al.,, 2009). Diese kann entweder durch eine



Kombinationsmarkierung mit Patentblau und Technetium erreicht werden oder
durch die alleinige Markierung mit ICG (Ballester et al., 2011). Abbildung 2 zeigt
einen pelvinen SLN zu unterschiedlichen Zeitpunkten des Lymphknoten-

Stagings.

Abbildung 2: SLN - unterschiedliche Ansichten
a) im SPECT/CT (Sahbai et al., 2017)
b) intraoperativ mit ICG (Bilddokumentation Universitatsfrauenklinik Ttbingen)

¢) HE-Farbung, unter dem Mikroskop (Archiv Institut fur Pathologie Tubingen)

1.3 Ultrastaging

1.3.1 Hintergrund

Bei konventioneller Lymphknotenaufarbeitung — ein operativ entnommener
Lymphknoten wird in zwei Halften geschnitten, in Paraffin eingebettet und von
jedem Teil ein einziges Schnittpraparat angefertigt und HE-gefarbt — gibt es einen
gewissen Anteil falsch negativer Befunde. Das heil3t, dass Tumorzellen im LK
ubersehen werden, weil sie nicht in der Schnittebene liegen. Ziel der
histologischen Untersuchung muss sein, Tumorzellen mit hoher Sensitivitat zu
detektieren. Je hoher die Sensitivitat, umso sicherer werden positive LK erkannt.
Ein negatives Ergebnis bei einer Untersuchung mit hoher Sensitivitat kann somit

einen Nodalbefall mit hoher Wahrscheinlichkeit ausschlieRen.



Das Lymphknotenstaging wird bei Anwendung des SLN-Konzepts auf wenige
Lymphknoten kondensiert (Holloway et al., 2017). Damit spielt die
histopathologische Aufarbeitung des SLN eine besonders wichtige Rolle
(Zusterzeel et al.,, 2020). Durch das Ultrastaging kénnen mit Anfertigung
zusatzlicher Stufenschnitte und immunhistochemischen Farbungen ein gré3erer
Anteil des Lymphknotens auf Objekttragern abgebildet werden und man entdeckt
noch sicherer auch einzelne Tumorzellen (Abu-Rustum, 2013).

Beim Mammakarzinom hat sich diese Methode des Ultrastaging bereits
durchgesetzt und wird routinemaRig angewandt. Die aktuelle Leitlinie fur das
Mammakarzinom empfiehlt 500 um Schnittstufen in HE-Farbung zur Detektion
aller Makrometastasen (> 2 mm) (Leitlinienprogramm Onkologie, 2020). Zwei
Arbeiten berichten, dass okkulte Metastasen — das sind isolierte Tumorzellen, die
nur in der immunhistochemischen Farbung zu sehen sind — das Uberleben beim
Mammakarzinom nicht beeinflussen (Weaver et al., 2011, Giuliano et al., 2011).
Ahnlich verhalt es sich beim Vulvakarzinom. Das SLN-Konzept scheint in
Verbindung mit dem Ultrastaging eine sichere Methode fur diese Tumorentitat zu
sein (Van der Zee et al., 2008, Leitlinienprogramm der DGGG, 2018). Es konnte
gezeigt werden, dass durch Ultrastaging die Detektionsrate positiver SLN
deutlich erhéht werden kann: Oonk et al. fanden 41% der positiven SLN nur
mithilfe von Ultrastaging (Oonk et al., 2010). Levenback et al. berichten, dass
23% der positiven SLN tbersehen werden, wenn auf die IHC-Farbung verzichtet
wurde (Levenback et al., 2012).

Auch fur das Zervixkarzinom wird bereits ein Ultrastaging der SLN empfohlen
(ESGO, 2018). Dies beinhaltet je nach Grol3e eine Halbierung oder Lamellierung
der LK, das Anfertigen von Stufenschnitten sowie immunhistochemischer
Farbungen (Leitlinienprogramm Onkologie, 2021).

Technisch umfasst das Ultrastaging die Anfertigung zusatzlicher Stufenschnitte
sowie die Durchfuhrung von immunhistochemischen Farbungen. Mit Hilfe von
Immunhistochemie kdnnen bestimmte Zellstrukturen durch markierte Antikérper
sichtbar gemacht werden. Panzytokeratin ist ein diagnostischer Marker, der die
Intermediarfilamente in Zellen von Epithelgewebe anfarbt und ein

zytoplasmatisches Farbemuster zeigt. Die monoklonalen Antikorper werden aus
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Mausen gewonnen, die mit humanen Kalluskeratinen immunisiert wurden. Zwei
dieser Klone sind AE1 und AE3. Der Cocktail aus AE1 und AE3 farbt sowohl
basische als auch saure Keratine in einfachem und geschichtetem Epithel.
Lymphknoten weisen physiologisch keine Epithelzellen auf, daher eignet sich
dieser Antikorper, um Absiedelungen von Zellen epithelialer Tumore in
Lymphknoten zu identifizieren (Dako, 2017, Moll et al., 1982).

1.3.2 Ultrastaging in der Therapie des Endometriumkarzinoms

Fur die Anwendung des Ultrastaging beim Endometriumkarzinom gibt es noch
wenig Daten. Allerdings existieren bereits vielfaltige Ansatze, wie das
Ultrastaging beim Endometriumkarzinom umgesetzt werden konnte.
Verschiedene Autoren beschreiben eine hdhere Detektionsrate positiver SLN
durch Ultrastaging, insbesondere von Mikrometastasen und isolierten
Tumorzellen (St Clair et al., 2016, Holloway et al., 2016, Plante et al., 2017).
Zur praktischen Durchfuihrung besteht noch keine einheitliche Empfehlung. In der
bisherigen existenten Literatur ist das gemeinsame Ziel, die falsch-negative Rate
So gering wie moglich zu halten.

Es gibt verschiedene Arbeiten mit unterschiedlichen Ultrastaging-Protokollen, die
sich in Schnittfolge, Schnittdicke, dem Einsatz von Immunhistochemie und
Stufenanzahl unterscheiden. Einige Protokolle beginnen mit einer fragmentalen
Einbettung der LK im Rahmen der makroskopischen Aufarbeitung.

Allen gemeinsam ist eine Optimierung der Detektion von positiven SLN. Die

genauen Protokolle sind in Tabelle 4 aufgefiihrt.
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Tabelle 4: Ultrastaging Protokolle

Autor Jahr | Methode

Delpech et al. 2007 | 3 mm Fragmente, 150 um Stufen: 4 HE und 4 IHC

Erkanli et al. 2011 | 2-4 mm Fragmente, 10 Schnitte: 9 HE und 1 IHC

Kim CH et al. 2013 | 2 Stufen, 50 um Abstand: jeweils 1 HE und 1 IHC

Ferraioli et al. 2015 | 3 mm Fragmente, 200 um Stufen, 1 HE, wenn neg.: 2 IHC

Holloway et al.

2016

50 um Stufen: 3 HE und 1 IHC

Euscher et al.

2018

2 mm Fragmente: 1HE, wenn neg., dann:
- 250 um Stufen: 5 HE, wenn neg. 5 IHC
- bei 250 um: 1 HE, wenn neg. 1 IHC
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1.4 Fragestellung
Ziel dieser retrospektiven Studie war es, zu untersuchen, ob die Durchfiihrung

eines zusatzlichen standardisierten Ultrastaging die Detektionsrate positiver

Sentinel-Lymphknoten in der Therapie des Endometriumkarzinoms veréandert.
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2 Material und Methoden

2.1 Studienkollektiv

2.1.1 Ethikvotum

Die vorliegende Untersuchung wurde der Ethikkommission der medizinischen
Fakultat der Eberhard-Karls-Universitat und am Universitatsklinikum der
Universitat Tabingen zur Beurteilung vorgelegt. Entsprechend den ICH-GCP-
Richtlinien, der Deklaration von Helsinki und des Geltenden Rechts erging ein
positives Votum zur uneingeschrankten Durchfiihrung des geplanten Projekts
(387/2019B0O2). Es ergaben sich im Verlauf keine der Ethikkommission

mitzuteilenden Anderungen im Ablauf der Studie.

2.1.2 Ein-und Ausschlusskriterien
Fir die Etablierung des Studienkollektivs wurden folgende Einschlusskriterien

definiert:

- Histologisch gesichertes Endometriumkarzinom

- Primaroperation in der Universitatsfrauenklinik Tibingen im Zeitraum von
2006 bis 2016

- préaoperative Markierung, erfolgreiche intraoperative Darstellung und
separate Abgabe eines SLN, der als solcher an das Institut fur Pathologie,
Tldbingen Ubersandt wurde

- vorhandenes Einverstandnis der Patientin fir die Verwendung ihres
Tumorgewebes zum Zweck medizinischer Forschung

- verfugbare Schnittpraparate beziehungsweise in Paraffin eingebettete

Sentinel-Lymphknoten
Ausgeschlossen wurden alle Patientinnen mit synchronem Zweitmalignom.

Alle oben genannten Kriterien wurden mittels Aktenrecherche fir die

Patientinnen uberpruft. Die Kombination aus  Operationsbericht,
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Materialiibersendungsschein und histopathologischem Befund ermoglichte die
Identifikation aller infrage kommenden Patientinnen.

Fir jede Patientin wurden klinische Daten wie Tumorstadium, Grading,
histologischer Typ, Lymphgefal3beteiligung (LVSI) und Risikoklassifikation
notiert. Bezuglich der durchgefuihrten Lymphonodektomie wurde dokumentiert,
wie viele Lymphknoten insgesamt entnommen wurden und im Besonderen wie
viele SLN zur Untersuchung verfugbar sind. Aul3erdem wurde vermerkt, in
welchen Paraffinblécken das gesuchte Sentinel-Lymphknotenmaterial enthalten

ist.

2.1.3 Datenmanagement

Die Patientinnen wurden pseudonymisiert. Es wurde fur diese Arbeit eine intern
vergebene Studienidentifikationsnummer (ID) verwendet. Alle
zusammengetragenen Daten wurden in umfangreichen Excel-Tabellen auf
einem in der Universitatsfrauenklinik Tubingen lokalisierten Server gespeichert.
Abbildungen und Tabellen wurden mit den Programmen Microsoft Excel,
Microsoft PowerPoint und Microsoft Word erstellt. Die statistischen Analysen
wurden in SPSS durchgefuhrt.

2.2 Lymphknotenaufarbeitung — histopathologisches Ultrastaging

2.2.1 Vorarbeiten

Aus dem Hauptarchiv des Instituts fur Pathologie Tubingen wurden alle
Paraffinblocke mit den enthaltenen Sentinel-Lymphknoten der eingeschlossenen
Patientinnen herausgesucht, genauso wie alle bereits angefertigten
histologischen Schnittpraparate, die unter anderem auch IHC-Farbungen
beinhalteten. Die Schnittpraparate wurden gezahlt, geordnet und einer
spezialisierten gynakopathologischen Zweitbegutachtung am Mikroskop
unterzogen.

Fur alle Falle, von denen noch Paraffinmaterial verfigbar war, wurde folgendes

Prozedere festgelegt:
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- Anfertigung von Stufenschnitten nach dem Protokoll aus 2.2.2

- Durchfiihrung von HE- und IHC-Farbungen

- Mikroskopische Auswertung der neuen Schnittpraparate

2.2.2 Anfertigen von Stufenschnitten

An allen Paraffinblocken, die Sentinel-Lymphknoten enthielten, wurde ein

sekundares retrospektives Ultrastaging nach dem fir diese Arbeit festgelegten

Protokoll durchgefiihrt. Jeder Lymphknoten lag schlie3lich in reprasentativen

Stufen vor, sodass nach dem Ultrastaging kein Gewebe mehr im Paraffinblock

vorhanden war. Es wurden im Abstand von 500-um-Stufen geschnitten und

jeweils eine HE-Farbung und eine

immunhistochemische Farbung mit

Panzytokeratin von den Schnitten angefertigt. Die erste 500-um-Stufe wurde

zusatzlich in 100-pym-Stufen aufgearbeitet und lediglich HE-gefarbt, siehe

Tabelle 5. Die Methode der Lymphknotenaufarbeitung ist schematisch in
Abbildung 3 dargestellt.

Tabelle 5: Ultrastaging Stufenprotokoll

Stufe Abstand Farbung
Stufe 1 Anschnitt, 0 pm HE und IHC Farbung
Stufe 2 100 ym HE-Farbung
Stufe 3 200 um HE-Farbung
Stufe 4 300 pm HE-Farbung
Stufe 5 400 pm HE-Farbung
Stufe 6 500 um HE und IHC Farbung
Stufe 7 1000 pm HE und IHC Farbung
Stufe 8 2000 pym HE und IHC Farbung
Stufe 9 2500 ym HE und IHC Farbung
Stufe 10 3000 pm HE und IHC Farbung
ab dann 3500/4000/4500/... ym HE und IHC Farbung
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Von Stufe 10 an wird alle 500 ym eine weitere Stufe geschnitten, bis das

gesamte Gewebe des Lymphknotens aufgearbeitet ist.

Stufe 123456 7 8

(111
L 500 um,

T e HE + IHC
(111 \

LEERE S8l sy e —m——— 100 ym, HE
(111

[

(111 Lymphknoten-
1] / Halfte

(REN

J—H‘!’/ Schnittstufe
' = '25um

Abbildung 3: Schema der Lymphknotenaufarbeitung mit Ultrastaging

Die Blocke wurden mit einem handbetriebenen Rotationsmikrotom der Firma
Leica geschnitten. Die Rotationsbewegung wird in eine geradlinige Auf- und
Abbewegung umgewandelt. Das Messer sitzt unter dem eingespannten
Paraffinblock fest und wird bei einer Rotation der Kurbel durch den Block
hindurchbewegt. Dabei entsteht ein Paraffinschnitt des eingespannten Blockes,
der dann auf dem Messer liegt. Bei der nachsten Rotation wird der Blockhalter
automatisch so weit vorbewegt, dass bei der nachsten Abwéartsbewegung der
nachste Schnitt in gleicher Schnittdicke abgenommen wird. Die Schnittdicke ist
auf 2,5 um festgelegt, damit nur eine Zellschicht abgebildet wird. Jeder Block
muss zunachst angeschnitten werden, damit ein Schnitt des Paraffinblocks
dessen gesamte Flache abbildet. Der erste Anschnitt, der die Flache des Blockes
ganz abbildet, wird verwendet. Das entspricht bei dem hier verwendeten
Protokoll der Stufe 1 bei 0 um. Die Schnitte gelangen vom eingespannten Messer
uber eine Wasserrutsche in ein Wasserbad mit Raumtemperatur. Dort

schwimmen sie auf der Wasseroberflaiche und werden auf einen glasernen
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Objekttrager aufgezogen. Anschliel3end werden sie in ein Wasserbad mit 50°C
Wassertemperatur getaucht, sodass sich das Gewebe ausdehnt. Von jeder 500-
um-Stufe wurden drei direkt aufeinanderfolgende Schnitte genommen. Ein
Schnitt wurde auf einen Glasobjekttrager aufgezogen und HE-gefarbt. Fir die
immunhistochemische Farbung wurden zwei Schnitte auf Superfrost-
Objekttrager aufgezogen, von denen einer direkt gefarbt wurde. Der zweite
Schnitt wurde als Leerschnitt aufbewahrt, um bei eventuellen Unsicherheiten in

der Beurteilung eine zweite Farbung anfertigen zu kénnen.

2.2.3 HE-Farbung

Die HE-Farbung ist eine Routinefarbung bei der histopathologischen Befundung.
Sie ist eine Kombination aus zwei Farbungen, die unterschiedliche Strukturen
unter dem Mikroskop sichtbar macht und dient der Ubersicht. Hamatoxylin ist ein
natlrlicher Farbstoff und wird als Alaunhamatoxylin in der Pathologie verwendet.
Er farbt alle sauren und basophilen Strukturen wie Zellkern, DNS und raues
endoplasmatisches Retikulum an.

Eosin ist ein synthetisch hergestellter Farbstoff, der basische und azidophile
Strukturen wie beispielsweise Plasmaproteine, Mitochondrien, Kollagen und
Keratin farbt.

Die HE-Farbung im Institut fur Pathologie Tubingen lauft nach folgendem
Protokoll ab:

1. Entparaffinieren  Xylol 15 min
2. Rehydrierung Ethanol 100% 1 min
Ethanol 100% 1 min
Ethanol 96% 1 min
Ethanol 96% 1 min
Ethanol 70% 1 min
Ethanol 70% 1 min
3. Sptlen Agua dest. 1 min
4. Farbung Mayers-Hamatoxylin 4 min
5. Waschen Leitungswasser 10 min
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6. Spilen Aqua dest. 2 min

. Gegenfarbung Eosin 2 min

8. Dehydrierung Ethanol 70% 1 min

Ethanol 96% 1 min

Ethanol 100% 1 min

Ethanol 100% 1 min

9. Klaren Xylol 2 min

Xylol 2 min

10.Eindecken Eindeckmedium 2 min
(Entellan®)

Vorgang insgesamt ~ 50 min

Zur Herstellung einer HE-Farbung wird mit Hamatoxylin gefarbt und mit
Leitungswasser gespult. Anschliel3end werden in alkoholischer oder wassriger
Losung mit Eosin die Zytoplasmastrukturen gefarbt. Zum Schluss wird der Schnitt
mit Xylol geklart und mit einem Deckglas versiegelt. Der Vorgang dauert circa 50
Minuten. Diese Schritte erfolgen vollautomatisch im Farbeautomaten Tissue-
TEK-Prisma im Hauptlabor des Instituts fur Pathologie Tubingen.

Als  Ubersichtsfarbung wird die HE-Farbung oft zeitgleich  mit
immunhistochemischen Farbungen angefertigt, um die Praparate im direkten

Vergleich besser beurteilen zu kénnen.

2.2.4 Immunhistochemische Farbung

2.2.4.1 Allgemeine Vorbemerkung

Die Immunhistochemie ist eine Methode zur Untersuchung von Gewebe und
erganzt die konventionelle histopathologische Diagnostik. Sie ermdglicht mithilfe
von Antikorpern, die an Proteine im Zielgewebe binden, die spezifische
Anfarbung bestimmter Strukturen. Durch die Antigen-Antikorper-Reaktion
werden die Antikorper fest gebunden und die Antigene der Zielstruktur kdnnen
mit einer Nachweisreaktion unter dem Mikroskop sichtbar gemacht werden.
Zielstruktur kodnne beispielsweise Rezeptoren, Immunglobuline, Zytokeratine

oder andere Zellbestandteile sein.
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Im Grunde besteht der Ablauf dieser Technik aus zwei Schritten: erst bindet der
Antikorper an die Zielstruktur und die Antigen-Antikérper-Bindung wird mit einem
Farbstoff sichtbar gemacht. Darauf folgt eine Gegenfarbung, um das Ubrige
Zellgewebe sichtbar zu machen. Dies ist essenziell fur die Beurteilung des
Schnittpraparates, um den positiven immunhistochemisch angefarbten Anteil

darauf richtig einordnen und lokalisieren zu kénnen.

2.2.4.2 Farbeprotokoll

Fur das Experiment dieser Arbeit wurde jede 500 um-Stufe zusatzlich zur HE-
Farbung immunhistochemisch (IHC) mit Panzytokeratin (Klone AE1 und AE3)
gefarbt. Panzytokeratin ist ein epithelialer Marker und zeigt ein
zytoplasmatisches Farbemuster (siehe 1.3.1). Der Cocktail aus AE1 und AE3
farbt ein breites Spektrum unterschiedlicher Zytokeratine. Die Farbung ist fur
Formalin-fixiertes und in Paraffin eingebettetes Gewebe geeignet. Hierflr wird
ein Gewebeschnitt auf einen Superfrost-Objekttrager aufgezogen. Die Farbung
wird in einem Vollautomaten fir die Immunhistochemie, dem Ventana
Benchmark Ultra (Ventana Medical Systems), durchgefiihrt. Die Paraffinschnitte
werden 4 Minuten auf 60°C erhitzt, um das Gewebe auf dem Objekttrager zu
fixieren und das Paraffin zu schmelzen. Mit der EZ-Prep-L6sung (Ventana)
werden die Schnitte entparaffiniert und anschlie3end mit einem EDTA-basierten
Puffer 60 Minuten hitzevorbehandelt. So wird die Formalinfixierung des Gewebes
aufgehoben. Der Primarantikérper wird von Hand aufgetragen und eine halbe
Stunde bei 37°C inkubiert. Nachfolgend wird das OptiView-Detektionskit
hinzugegeben und dreimal fur 8 Minuten inkubiert. Dazwischen werden die
Schnitte jeweils nach jeder Inkubation mit einem Spulpuffer gereinigt. Zum
Schluss wird mit Hamatoxylin gegengefarbt und die Farbung mit Bluing-Reagenz
abgeschwécht, damit die IHC-Farbung sich von dem umliegenden Gewebe

abhebt. AbschlieRend werden die Schnitte mit einem Deckglas fixiert.
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1. Objekttrager erwarmen auf 60 °C 4 min
2. Entparaffinierung und Hitzevorbehandlung 64 min
3. Vor-Primarperoxidase-Hemmer

4. Primarantikorper AE1/3 auftragen und inkubieren 32 min
5. Detektion/Nachweis 1 Tropfen OptiViewDetektionskit auftragen 8 min
6. Spilen

7. Detektion/Nachweis 1 Tropfen OptiViewDetektionskit auftragen 8 min
8. Spilen

9. Detektion/Nachweis 1 Tropfen OptiViewDetektionskit auftragen 8 min
10. Spiilen

11. Gegenfarbung 1 Tropfen Hamatoxylin auftragen 8 min
12. Abschwéchen 1 Tropfen Bluing-Reagenz 4 min

2.3 Auswertung

2.3.1 mikroskopische Begutachtung

Bei der Beurteilung wurden alle neu angefertigten Schnittpraparate unter einem
Doppelkopf-/Doppelvisier-Mikroskop nach dem Vier-Augen-Prinzip begutachtet.
Begonnen wurde mit dem bei Erstdiagnose angefertigte Original-HE-Schnitt,
gefolgt von jedem im Rahmen dieser Doktorarbeit zusatzlich angefertigten
Schnittpraparat. Zuletzt wurde die immunhistochemische Farbung der jeweiligen
Stufe betrachtet. Bei der Beurteilung der Schnitte wurden die AJCC-Kriterien flr
das Lymphknotenstaging bei Brustkrebs verwendet, die in Tabelle 6 dargestellt
sind. Metastasen, die gréf3er als 2,0 mm sind, werden Makrometastasen genannt
und der Lymphknotenstatus mit pN1 definiert. Mikrometastasen haben eine
Grofe von tber 0,2 mm und bis 2,0 mm und werden mit ,pNmi“ dokumentiert.
Bei einem Befund, der kleiner als 0,2 mm ist, handelt es sich um isolierte
Tumorzellen (ITC). Sind ITC nur in der immunhistochemischen Farbung sichtbar,
ist der Nodalstatus pNO(i+). ITC kdnnen auch im Verband vorliegen, ohne die
Kriterien einer Mikrometastase zu erftillen (Compton et al., 2012).

Okkulte Mikrometastasen sind definitionsgemal Tumorzellen, die nur in der IHC-

Farbung gesehen werden kdnnen.
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Tabelle 6: AJCC-Kriterien fir LK-Metastasen

Art der Metastase GroRe Befund
Makrometastase >2mm pN1
Mikrometastase 0,2 mm - 2 mm pNmi
Isolierte Tumorzellen (ITC) <0,2 mm pNO(i+)

(Compton et al., 2012)

Fur jeden Schnitt wurde dokumentiert, ob er Tumorgewebe enthalt und wenn ja,
um welche Art von Metastase es sich handelt. AuRerdem wurde festgehalten, ob
die Tumorzellen zuerst in der HE-Farbung oder im IHC-Schnitt gefunden wurden
und auf welchen Stufen sie sichtbar sind. Fir die Dokumentation wurde in dieser

Arbeit jeglicher Tumorzellbefall im Lymphknoten als positiv, also ,N1“ gewertet.

2.3.2 IHC-Farbung

Bei der Auswertung der immunhistochemischen Farbung ist sicherzustellen,
dass der Marker erstens alle relevanten Zellen anfarbt und zweitens keine
anderen angefarbten Zellen falschlicherweise fir Tumorzellen gehalten werden.
Mit Panzytokeratin werden viele verschiedene Epithelzellen angefarbt, was in
unserem Fall nicht nur die Tumorzellen des Endometriumkarzinoms, sondern
auch aufgelagerte Hautschuppen oder physiologisch im Lymphknoten lokalisierte
Histiozyten oder Endosalpingeose sein kann.

Jedes immunhistochemisch gefarbte Schnittpraparat, das Tumorzellen im
Lymphknoten enthalt, wurde als positiv gewertet.

Bei einem positiven immunhistochemischen Befund wurde die GrofRe des
gefarbten Gewebes gemessen und dementsprechend nach oben genannten
AJCC-Kriterien als Makrometastase, Mikrometastase oder isolierte Tumorzellen

dokumentiert.
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2.3.3 Statistische Methoden

Die Anzahl der neu durch Ultrastaging positiven Patientinnen wurde ermittelt und
mit der Anzahl der SLN-positiven Patientinnen nach konventioneller Methode
verglichen und die Anderung der Detektionsrate berechnet. Ebenso wurden
Parameter der Tumorerkrankung der beiden Sentinel-positiven-Gruppen wie
Histologie, Stadium und Risikoklasse einander gegenibergestellt.

Auch im Kollektiv der initial Sentinel-negativen Patientinnen wurde die Fallgruppe
mit bereits vorliegenden Schnittpraparaten durch priméares nicht-standardisiertes
Ultrastaging der Fallgruppe, die das retrospektiv-standardisierte Ultrastaging
gemall dem Protokoll dieser Studie erhalten hatte, nach oben genannten
Kriterien gegenibergestellt. Das Verteilungsverhalten der oft erganzend
durchgefiihrte LNE auf die unterschiedlichen TNM-Tumorstadien wurde mittels
Chi-Quadrat-Test gepruft.

Die Sensitivitat ist ein relevanter Parameter dieser Arbeit. Sie wird in einer
Vierfeldertafel aus der Anzahl der richtig-positiven Falle geteilt durch die Summe

der richtig-positiven und der falsch-negativen Falle errechnet.

Test positiv Test negativ
krank richtig-positiv falsch-negativ - Sensitivitat
gesund falsch-positiv richtig-negativ - Spezifitat

richtig — positive Falle

Sensitivitit =
ensitivita (richtig — positive Falle + falsch — negative Falle)

Falsch-negativ sind in diesem Kollektiv alle Falle, die zun&chst mit negativer SNB

befundet waren und spater durch Ultrastaging positiv ermittelt wurden.
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3 Ergebnisse

3.1 Studienkollektiv

3.1.1 Zusammenstellung des Studienkollektivs

Im Zeitraum zwischen 2006 und 2016 wurden in der Universitatsfrauenklinik
Tldbingen insgesamt 806 Patientinnen aufgrund eines Endometriumkarzinoms
behandelt.

Im Rahmen der operativen Versorgung war bei 302 Patientinnen eine Entfernung
der Wéachterlymphknoten vorgesehen und dementsprechend eine Markierung
der SLN vorgenommen worden. Gemall den Informationen der
Operationsberichte und histopathologischen Befunde konnte bei 174

Patientinnen die SNB erfolgreich durchgefihrt werden.

In Abbildung 4 sind verschiedene Griinde aufgeftihrt, aus denen Falle nicht in
das Sentinel-Studienkollektiv eingeschlossen werden konnten. Beispielsweise
war die SLN-Markierung erfolglos oder intraoperativ konnte kein SLN detektiert
werden. Es mussten 12 Patientinnen mit fehlendem Einverstandnis
ausgeschlossen werden und weitere 3 Patientinnen aufgrund eines synchronen

Zweitmalignoms.

Nach erneutem Uberprifen der Einschlusskriterien aus 2.1.2 standen fir diese
Doktorarbeit abschlieRend 159 Falle zur Verfliigung.
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2006 — 2016 mit Endometriumkarzinom in Ufk behandelt n = 806
11}

— keine SNB geplant n =504
Sentinel-Lymphknoten-Markierung erhalten n =302
11}

— in SPECT/CT, Operationsbericht, Histologie: kein SLN n =128
erfolgreich Sentinel-Node-Biopsie durchgefiihrt n=174
11}

— kein Einverstandnis n=12

— synchrones Ovarialkarzinom n=3
Sentinel-Studienkollektiv n=159

Abbildung 4: Arbeitsschritte bei der Zusammenstellung des Studienkollektivs

3.1.2 Charakteristika des Studienkollektivs

Das durchschnittliche Erkrankungsalter betrug 60,6 Jahre (30 — 86 Jahre).

Von 159 Patientinnen lag bei 127 ein TNM-Stadium von pT1la vor, bei 27 pT1b,
bei 4 Patientinnen pT2 und bei einer Patientin pT3. Das Grading war in den
meisten Fallen G1 (n = 112), bei 19 lag ein G2- und bei 28 ein G3-Grading vor.
22 Patientinnen hatten zum Zeitpunkt der Diagnose eine LymphgefaR3invasion,
die verbleibenden 137 nicht.

Der haufigste histologische Typ waren endometrioide Karzinome (137 von 159).
Fur die Risikoklassifikation wurde die zuletzt nach ESMO/ESGO giiltige
Klassifikation verwendet (siehe Tabelle 2), ohne dabei den Faktor ,Nodalstatus®
zu berlcksichtigen. Bei den meisten Patientinnen lag ein niedriges Risikoprofil
vor (low-risk bei n = 105). Einen Uberblick tiber die Eigenschaften gibt Tabelle 7.
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Tabelle 7: Patientencharakteristika nach Aktenrecherche

Kategorie Anzahl SNB+ initial SySte&aéiSChe

pT1a n =127 (79,9 %) 1/127 (0,79 %) 61/127

T-Stadium pT1b n=27 (17,0 %) 2127 (7,4 %) 25/27
(TNM) pT2 n=4(2,5%) 2/4 (50 %) 3/4
pT3 n=1(0,6 %) 0/1 (0,0 %) 11

1 n=112 (70,4 %) 1112 (0,9 %) 55/112

Grade 2 n=19 (12,0 %) 1/19 (5,3 %) 10/19

3 n=28 (17,6 %) 3/28 (10,7 %) 24/28

YT nein n =137 (86,2 %) 2/137 (1,5 %) 73/137

ja n=22(13,8 %) 3/22 (13,6 %) 16/22

endometrioid n = 138 (86,8 %) 1/138 (0,7 %) 71/138
seros n=29(5,6 %) 2/9 (22,2 %) 8/9
Histologie gemischt n=7 (4,4 %) 1/7 (14,3 %) 6/7
muzinés n=23(1,9 %) 1/3 (33,3 %) 2/3
klarzellig n=2(1,3%) 0/2 (0,0 %) 2/2

low n = 105 (66,0 %) 0/105 (0,0 %) 45/105

s intermediate n=16 (10,1 %) 1/16 (6,25 %) 15/16
intermediate-high  [n =16 (10,1 %) 0/16 (0,0 %) 9/16

high n=22(13,8 %) 422 (18,2 %) 21/22

Patientenanzahl jeweils fir Tumorstadium (TNM), Grade, LymphgefaRRbeteiligung
(LVSI), Histologie und Risikoklasse, gesamt n = 159

*Risikoeinteilung ohne Beriicksichtigung des Nodalstatus

Insgesamt haben 90 von 159 Patientinnen erganzend eine systematische LNE
erhalten, davon 57 auch paraaortal. Bei Fallen mit Tumorausdehnung pTla
haben relativ betrachtet die wenigsten Patientinnen eine ergédnzende LNE
erhalten (61 von 127).

In Abbildung 5 ist die Verteilung von pelviner, pelviner und paraaortaler und
keiner weiteren Lymphonodektomie zusatzlich zur SNB dargestellt. Der grofite
Anteil in diesem Studienkollektiv erhielt lediglich eine SNB und keine weitere LNE
(69 von 159). Dennoch gab es mehr Patientinnen mit erganzender LNE
(ausschliellich pelvin oder pelvin und paraaortal, 89 von 159) als Patientinnen
ohne weitere LNE.

Der Mittelwert der paraaortalen LNE bezieht sich allein auf die zuséatzlich

entfernten paraaortalen LK und nicht auf die Gesamtzahl der LK.
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Der Chi-Quadrat-Test zur Verteilung der zusatzlichen LNE im Zusammenhang
mit der Tumorausdehnung (pT-Stadium) ergab ein signifikantes Ergebnis mit
einem p-Wert von 0,01 fir die Nullhypothese, dass die LNE-Verteilung

unabhéngig vom pT-Stadium ist.

keine weitere LNE 1-11LK
- n=69 MW ~ 25
Studienkollektiv
n=159 \‘\\
~. pelvine LNE 1-45LK
n=90 MW ~ 16,7

+ paraaortale LNE

Y

n=>57 1-18 LK
MW ~ 6,5

Abbildung 5: zuséatzliche pelvine und paraaortale Lymphonodektomie

3.1.3 Ergebnis nach primarer LK-Diagnostik

Initial war bei 5 Patientinnen im Rahmen der primaren Diagnostik bereits ein
positiver SLN beschrieben. Diese Félle verteilen sich gleichmallig auf die
verschiedenen Kategorien. Am haufigsten kommen bei diesen 5 Fallen ein
niedriger Differenzierungsgrad, eine positive Lymphgefal3invasion und ein
serdser histologischer Typ vor.

Fur die 5 Patientinnen mit primar positivem Wéachterlymphknoten zeigt Tabelle 8
die Tumoreigenschaften Histologie, Tumorausdehnung, Grading,

Lymphgefal3invasion, Risiko und gegebenenfalls weitere positive Lymphknoten.
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Tabelle 8: Charakteristika der Patientinnen mit primar positivem SLN

ID Histologie ;‘;';z';n Grade  LVSI Risiko p;ﬁiit:ix
692 muzinds pT1b G1 LO intermediar SLN+1
696 endometrioid pT2 G2 LO hoch SLN+2
722 serds pT1b G3 L1 hoch SLN
730 serds pTia G3 L1 hoch SLN
901 gemischt pT2 G3 L1 hoch SLN+1

3.2 Histopathologisches Ultrastaging

3.2.1 Ergebnis der Akten- und Archivrecherche

Im Rahmen der Primardiagnostik war bei 77 Patientinnen bereits eine
Stufendiagnostik durchgefiihrt worden, sodass hier kein FFPE-Material (formalin-
fixed, paraffin-embedded) mehr zu Verfigung stand. Im Durchschnitt wurden pro
Lymphknoten 3 Stufenpréparate in einem Abstand von 500 um angefertigt. Bei 4
von 77 Fallen wurde zusatzlich eine IHC-Farbung durchgefihrt.

Diese 77 Félle werden fortan als ,,Gruppe A" bezeichnet und im Rahmen dieser
Doktorarbeit lediglich einer spezialisierten Zweitbegutachtung zugefihrt.

In 77 Fallen wurde im Rahmen der primaren Aufarbeitung auf eine
Stufendiagnostik verzichtet, somit stand fiir diese Doktorarbeit Paraffinmaterial
zur Verfigung (,Gruppe B“, Abbildung 6). Im Durchschnitt lagen pro Patientin 2,5
SLN vor.
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Studienkollektiv (n = 159)

Y v

primar negative SNB primér SNB+
Y A4
GRUPPE A GRUPPE B
primare Stufendiagnostik sekundares Ultrastaging
- Zweitbegutachtung = Stufenschnitte
=> IHC-Farbung
n=77 n=77 n=>5

Abbildung 6: Interventionsgruppen

3.2.2 Gruppe A: Zweitbegutachtung

In Gruppe A mit bereits vorhandenen Schnittstufenpraparaten von 77
Patientinnen wurde bei der erneuten mikroskopischen Begutachtung eine
Makrometastase von 5 mm Grol3e identifiziert, die zum Zeitpunkt der
Primardiagnose unentdeckt geblieben war (Abbildung 9, links).

Tabelle 10 zeigt, auf welcher Schnittstufen die Metastase aus Gruppe A

ausgemacht wurden und auf welchen Stufen sie zu sehen ist.

Tabelle 9: Metastase in SLN nach Stufendiagnostik

ID Metastasentyp entdeckt in sichtbar in

439 5 mm Makrometastase Stufe 1 HE Stufe 1,2,3,4 HE
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3.2.3 Gruppe B: Stufenschnitte und Immunhistochemie

Im Durchschnitt lagen von jedem Fall 2 Blécke mit in Paraffin eingebetteten
Lymphknoten vor von minimal einem Block bis maximal 7 Blocken pro Fall.
Insgesamt lagen 165 Blocke mit Lymphknotenmaterial vor.

Von jedem Paraffinblock konnten im Mittel 8,5 (6 — 12) Schnittstufenpréparate
angefertigt werden. 8,5 Stufen entsprechen einer Schnitttiefe von 1,75 mm und
4 Stufen mit immunhistochemischer Farbung pro Block (bei O ym, 500 ym, 1000
pMm und 1500 um). Insgesamt wurden von den Fallen von Gruppe B knapp 1.100
neue Schnittpraparate angefertigt, zusatzlich zu den bereits vorhandenen
Anschnitten der konventionellen Lymphknotenaufarbeitung.

In Abbildung 7 ist beispielhaft ein tumorfreier Lymphknoten aus Gruppe B mit
allen neu angefertigten Schnittstufen und Farbungen dargestellt.

0 500 1000 1500 2000

Abbildung 7: mit Ultrastaging gestufter tumorfreier SLN

*Distanz zum Anschnitt in um
a) Stufe 1 bis 5, 100 um-Abstande b) Stufe 6 bis 9, 500 um-Abstande
¢) IHC-Farbung der 500 ym-Stufen
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In Abbildung 8 ist der mikroskopische Befund eines SLN gezeigt, bei dem durch
das Ultrastaging eine 1-mm-groRe Mikrometastase identifiziert wurde. Im
Anschnitt nach konventioneller Lymphknotenaufarbeitung zum Zeitpunkt der
Primaroperation (a) sind keine Tumorzellen sichtbar. Auf dem Schnittpraparat
von Stufe 6 in einer Schnitttiefe von 500 ym in der retrospektiven Aufarbeitung
mit Ultrastaging (b) ist bereits in der HE-Farbung eindeutig eine 1-mm-grof3e
Mikrometastase erkennbar. Noch deutlicher ist diese im korrespondierenden

IHC-gefarbten Schnittpraparat von Stufe 6 (c) zu sehen.
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Abbildung 8: verschiedene Stufen und Farbungen eines SLN mit Mikrometastase

1-mm-Mikrometastase in Stufe 6

a) Original-HE-Schnitt b) HE-Farbung Stufe 6  ¢) IHC-Farbung Stufe 6

Durch das standardisierte Ultrastaging der Gruppe B wurden insgesamt 5 weitere
positive SLN identifiziert. In 3 Fallen handelt es sich um Mikrometastasen und in
2 Fallen um isolierte Tumorzellen.

Tabelle 10 zeigt auf welchen Schnittstufen, der angefertigten Praparate die

Metastasen ausgemacht wurden und auf welchen sie zu sehen sind.

32



Tabelle 10: Metastasen in SLN nach Ultrastaging

Gruppe B
ID Metastasentyp entdeckt in sichtbar in
_ Stufe 1 HE, IHC
179 1 mm Mikrometastase Stufe 1 HE
Stufe 2,3,4 HE
Stufe 6 HE, IHC
223 1 mm Mikrometastase Stufe 6 HE )
Stufe 7 ITC in IHC
Stufe 5 HE
235 0,3 mm Mikrometastase Stufe 5 HE
Stufe 6 HE, IHC
437 ITC Stufe 7 IHC Stufe 7/8 IHC
535 ITC Stufe 1 IHC Stufe 1,6,7 IHC

Eine zusammenfassende Ubersicht aller positiver und negativer SLN-Befunde

von Gruppe A und B nach Stufendiagnostik beziehungsweise Ultrastaging ist in

Abbildung 9 dargestellt.
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primar SNB-
n=154

SENTINEL-ULTRASTAGING

nicht-standardisiert standardisiert
Gruppe A Gruppe B
n=77 n=77
negativ positiv negativ positiv
n=76 n=1 n=72 n=>5

Abbildung 9: positive SLN nach Ultrastaging

3.3 Korrelation von Lymphknoten-Status und klinischen Parametern

Alle Falle mit primar und sekundar positivem SLN werden jeweils nach
histopathologischen Eigenschaften und Risikoklasse in Tabelle 11 aufgefihrt.
Die rechte Spalte zeigt die Anderung der Fallzahl positiver SLN durch das
Ultrastaging.

Vier von funf positiven SLN im frGhen Tumorstadium (pTla) wurden mit
Ultrastaging identifiziert, bei den Stadien pT1b und pT2 anderte sich die Fallzahl
jeweils von n = 2 auf n = 3. Den Differenzierungsgrad betreffend steigt der Anteil
positiver SLN je geringgradiger die Differenzierung ist, wobei sich die positiven
SLN bei G1 von n =1 auf n = 3 anderten. Fur Differenzierungsgrad G2 und G3
verdoppelte sich jeweils die Anzahl positiver SLN durch Ultrastaging. Bei
positiver und negativer Lymphgefaf3beteiligung kamen durch Ultrastaging jeweils
drei positive SLN hinzu. Alle neu diagnostizierten Falle waren vom
endometrioiden histologischen Typ. Durch das Ultrastaging zeigten sich zwei

Falle mit positivem SLN und sonst niedriger Risikokonstellation. Jeweils zwei
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zusatzliche Falle durch Ultrastaging waren es in den Risikoklassen ,intermediate-
high“ und ,high®.

Tabelle 11: Histopathologische Kriterien und Risikoklassifikation aller Falle mit
primar und sekundar positiven SLN

Kategorie SNB+ Anderung durch US
pTia 5/127 (3,9 %) +4
T-Stadium pT1b 3/27 (11,1 %) +1
(TNM) pT2 3/4 (75,0 %) +1
pT3 0/1 (0,0 %) +0
1 31112 (2,7 %) +2
Grade 2 2/19 (10,5 %) +1
3 6/28 (21,4 %) +3
nein 5/137 (3,6 %) +3
LVSI
ja 6/22 (27,3 %) +3
endometrioid 7/138 (5,1 %) +6
serds 2/9 (22,2 %) +0
Histologie gemischt 1/7 (14,3 %) +0
muzinds 1/3 (33,3 %) +0
klarzellig 0/2 (0,0 %) +0
low 2/105 (1,9 %) +2
o intermediate 1/16 (6,25 %) +0
Risiko
intermediate-high [2/16 (12,5 %) +2
high 6/22 (27,3 %) +2

Ein detaillierter

Blick auf die der

Risikoklassifikation zugrundeliegenden

Parameter aller sekundar positiven SLN ist Tabelle 12 zu entnehmen. Die

Kombination der Spalten 4 bis 7 flhrt zur in Spalte 8 angegebenen Risikoklasse.
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Tabelle 12: Charakteristika der Falle mit sekundar positiver SNB nach
Ultrastaging

ID | Gruppe Metastasentyp Histologie T-Stadium Grade LVSI Risiko
439 A makro endometrioid pT1b G3 LO high
, - high-
179 B mikro endometrioid pT1ia G1 L1 . .
intermediate
, - high-
223 B mikro endometrioid pTia G3 L1 . .
intermediate
235 B mikro endometrioid pTia G2 LO low
535 B ITC endometrioid pT2 G3 L1 high
437 B ITC endometrioid pT1ia G1 LO low

3.3.1 Klinische Verlaufe mit sekundar positiven SLN
Im Folgenden werden die 6 Patientinnen, mit retrospektiv diskrepanter SLN-
Beurteilung im Vergleich zum Originalbefund vorgestellt. Verwendet wird zu

diesem Zweck die Studienidentifikationsnummer (ID).

ID 179
Die Patientin ID 179 wurde 2007 operiert. Sie erhielt eine SNB sowie eine pelvine

und paraaortale LNE. Histologisch handelte es sich um ein endometrioides G1
Karzinom im Tumorstadium pTla mit Lymphgefal3invasion. Damit hatte sie eine
mittelhohe Risikoklassifikation. Primar waren 2 SLN und 29 Non-SLN als
tumorfrei beschrieben worden. Durch retrospektives Ultrastaging wurde bei ihr
eine Mikrometastase mit 1 mm Durchmesser bereits im HE-Schnitt in Stufe 1
gefunden. Auch in der immunhistochemischen Farbung waren die Tumorzellen
sichtbar, nicht aber im Originalschnitt zum Zeitpunkt der Operation. Die Patientin
erhielt anschliel3end eine lokale Bestrahlung (Brachytherapie) und lebte 11 Jahre

spater ohne ein Rezidiv.
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ID 223
Die Patientin ID 223 wurde ebenfalls 2007 erstdiagnostiziert. Bei ihr wurde eine
SNB und lediglich eine pelvine LNE durchgefiihrt. Ein SLN und 10 pelvine LK

waren primar tumorfrei. Es handelte sich bei ihr um ein endometrioides
Adenokarzinom G3 im Stadium pT1la mit einem hoch-intermediarem Risikoprofil
und LymphgefaRinvasion. Im Ultrastaging fand sich bei ihr eine 1 mm grol3e
Mikrometastase auf Stufe 7 im HE-Schnitt. Auch im immunhistochemischen
Schnitt war diese sichtbar. In Stufe 6 waren im HE-Schnitt keine Tumorzellen zu
sehen und im immunhistochemischen Schnitt von Stufe 6 zeigten sich einzelne
isolierte Tumorzellen im Randsinus des LK. Die Patientin erhielt eine adjuvante
Radiotherapie und verstarb ein Jahr nach der Behandlung ohne Rezidiv an einer

anderen Todesursache.

ID 235
Die dritte Patientin (ID 235) wurde 2008 operiert. Ihr wurden 2 SLN und 11 pelvine

LK entnommen, die primar alle tumorfrei waren. Histologisch war ihre Diagnose
ein endometrioides G2 Karzinom pTla mit einem niedrigen Risikoprofil. Ihr
wurden 2 SLN und 11 pelvine LK entnommen. Durch das Ultrastaging konnte
man in den HE-Schnitten von Stufe 5 und 6 eines SLN eine 0,3 mm grol3e
Mikrometastase erkennen. Der andere SLN war auch im Ultrastaging tumorfrei.
Sie erhielt anschlielend eine Brachytherapie und lebte auch nach 10 Jahren

ohne Rezidiv.

ID 437
Die Patientin mit der ID 437 wurde 2011 operiert. Sie bekam 2 SLN und 12
pelvine LK entfernt. Es handelte sich bei ihr um ein muzinéses endometrioides

G1 Karzinom im Stadium pT1a mit einer niedrigen Risikokonstellation. Durch das
Ultrastaging fanden sich bei ihr in einem von zwei SLN ITC in der IHC-Farbung
von Stufe 7 und 8. Sie erhielt anschliel3end keine weitere Therapie und lebte 7

Jahre spéter rezidivirei.
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ID 535
Die Patientin ID 535 wurde 2007 behandelt. lhre Diagnose war ein

endometrioides Karzinom und durch ein Tumorstadium von pT2 hatte sie ein
hohes Risikoprofil. Ihr wurden bei der Operation ein SLN und 33 pelvine und
paraaortale LK entnommen. Im retrospektiven Ultrastaging konnten bei ihr
isolierte Tumorzellen in den immunhistochemischen Schnitten von Stufe 1, 6 und
7 gesehen werden im Mark und im Randsinus des Lymphknotens. Sie erhielt eine
adjuvante Brachytherapie und starb 4 Jahre spater an einem Rezidiv des

Endometriumkarzinoms.

1D 439

Die Patientin wurde 2012 operiert und erhielt kein retrospektives Ultrastaging,
sondern nicht-standardisiert von den SLN je drei Schnittstufen im Abstand von
500 um direkt bei der histopathologischen Erstbefundung. Im Rahmen der
Operation wurden ihr 3 SLN und 7 pelvine LK entfernt, die zunachst alle als
tumorfrei beschrieben wurden. Im Zuge der histopathologischen Aufarbeitung,
wurde anschliel3end in den Schnittstufen eine 5 mm groRe Makrometastase
detektiert. Inre Diagnose war primér ein endometrioides G3 Karzinom im Stadium
pT1b mit hohem Risiko. Entgegen der damals gultigen Leitlinie erhielt sie lediglich
eine Brachytherapie. Sie verstarb zwei Jahre spater an einem Rezidiv des

Endometriumkarzinoms.

Zusammengefasst sind die klinischen Verlaufe in Tabelle 13 abgebildet, jeweils
mit der Studienidentifikationsnummer, der Ultrastaging-Interventionsgruppe, dem
Jahr der Erstdiagnose (ED), dem letzten bekannten Follow-up-Status der
Patientin in der Spalte ,Verlauf®, dem Metastasentyp und der Risikogruppe. Zwei
von sechs Patientinnen verstarben am Endometriumkarzinom (DSS), eine
Patientin starb multimorbide und in hohem Alter und drei Patientinnen lebten

ohne Rezidiv nach aktueller Information.
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Tabelle 13: Ubersicht klinische Verlaufe mit den wichtigsten Parametern

ID Gruppe ED Verlauf Typ Risiko
439 A 2012 DSS 2014 MAC high
179 B 2007 lebt Stand 2021 MM intermediate

verstorben 2008 high-
223 B 2007 (multimorbide) MM intermediate
235 B 2008 lebt Stand 2018 MM low
437 B 2011 lebt Stand 2018 ITC low
535 B 2007 DSS 2011 ITC high

(MAC = Makrometastase, MM = Mikrometastase, ITC = isolierte Tumorzellen

DSS = disease specific survival)
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4 Diskussion

4.1 Fragestellung

Das seit Jahrzehnten fest etablierte chirurgische Staging mittels systematischer
LNE in der Therapie des Endometriumkarzinoms wird seit rund dreif3ig Jahren
kontrovers diskutiert. Einerseits liefert es wichtige pathologische Informationen
Uber die Ausbreitung des Tumors, die eine angemessene Entscheidung Uber die
adjuvante Behandlung ermoglichen (Emons, 2020). Andererseits ist die
systematische LNE durch eine nicht zu vernachlassigende Morbiditat
gekennzeichnet und bringt eher einen diagnostischen als einen
Uberlebensvorteil mit sich (Casarin et al., 2020).

Wie beim Mammakarzinom schon erfolgreich implementiert, kann das Konzept
der SNB mit gleicher diagnostischer Aussagekraft lebenseinschrankender
Morbiditaten durch eine ausgedehnte LNE vermeiden. In den letzten Jahren gab
es Bemuhungen, das in der Therapie des Mammakarzinoms so erfolgreiche
Konzept der SNB auch fur das Endometriumkarzinom zu etablieren.

Ein wesentlicher Punkt ist hierbei die Aufarbeitung der Lymphknoten. Es werden
unterschiedliche Methoden angewandt, beispielsweise mit und ohne
Ultrastaging.

Die Datenlage zum Ultrastaging beim Endometriumkarzinom ist uneinheitlich.
Grundsétzlich wird die Durchfihrung eines Ultrastaging von mehreren Autoren
befirwortet (Kim et al., 2013b, Euscher et al., 2018, Holloway et al., 2016).
Problematisch ist, dass bis zum heutigen Tage noch kein standardisiertes
Protokoll etabliert ist (Euscher and Malpica, 2020, Malpica et al., 2019). Davon
abgesehen ist noch ungeklart, ob das Ultrastaging eine sinnvolle Ergéanzung der
Primardiagnostik im klinischen Alltag darstellt und welche Relevanz im
Ultrastaging detektierte MM und ITC fur den Krankheitsverlauf haben. Das Risiko
der daraus mdoglicherweise resultierenden Ubertherapie zum Schaden der

Patientin muss kritisch gepruft werden.
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Ziel dieser Studie war es herauszufinden, inwiefern ein zusatzliches
histopathologisches Ultrastaging die Detektionsrate positiver Sentinel-
Lymphknoten in der Diagnostik des Endometriumkarzinoms beeinflusst.

Daruber hinaus stellte sich die Frage, ob ein zuséatzliches Ultrastaging sinnvoll ist

und wie wichtig die Etablierung von Standards dabei ist.

4.2 Studienkollektiv

In der Literatur sind bislang verschiedene Studienkollektive zum Ultrastaging
etabliert. Hinsichtlich der Ublichen Charakteristika wie pT-Stadium, Grading und
Histologie konnten in unserem Kollektiv keine wesentlichen Abweichungen
festgestellt werden (Kim et al., 2013b, Ferraioli et al., 2015, Delpech et al., 2007,
Erkanli et al., 2011, Colombo et al., 2016).

Einige wenige Arbeiten begrenzen ihre Ultrastaging-Kollektive auf Karzinome im
Frihstadium (FIGO I/1) beziehungsweise mittel- bis gut-differenziert (G1/2) (Kim
et al., 2013a, Holloway et al., 2016, Delpech et al., 2007). Hier muss bei der
Interpretation der Ergebnisse bedacht werden, dass eine selektionierte

Patientengruppe mit prognostisch gunstigeren Eigenschaften vorliegt.

4.3 Ultrastaging

Besondere Aufmerksamkeit wurde der Etablierung des eigenen Ultrastaging-

Protokolls gewidmet. Nach ausflhrlicher Literaturrecherche war die Integration

bislang generierter Evidenz durch bereits publizierte Protokolle essenziell. Drei

Leitgedanken fur die umfassendste Genauigkeit waren dabei fihrend:

1. Eine feine Stufung zu Beginn mit Abstdnden von 100 um, ausschlief3lich HE-
gefarbt. Dieser Schritt dient der Reprasentation vieler Bereiche des
Lymphknotens, die bei der  konventionellen LK-Aufarbeitung

unterreprasentiert bleiben wie zum Beispiel der Randsinus.
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2. Eine grobe Stufung mit Abstanden von 500 pum und HE-Farbung, um den
gesamten LK reprasentativ abzubilden.

3. Immunhistochemische Farbung mit Zytokeratin aller 500-um-Stufen, um auch
ITC finden zu kdnnen.

Die meisten anderen Protokolle stufen die LK feiner, in Abstdnde von 50 bis 200

um. Daflr fertigen sie insgesamt nur wenige Stufen an — 1, 3, 5 oder 10 — und

verwenden bei nur 1 - 4 Stufen immunhistochemische Farbung (vgl. 1.3.2).

In einem Punkt unterscheidet sich die hier angewandte Technik relevant von der

bisherigen Literatur. Allen anderen hier beschriebenen Studien ist gemeinsam,

dass eine fest vorgegebene Anzahl an Schnittstufen angefertigt wird. Nach

unserem Protokoll hingegen wurde jeder LK in Stufen geschnitten, bis das

gesamte Paraffinmaterial aufgebraucht war. Dadurch soll méglichst repréasentativ

der gesamte LK abgebildet werden. So kommt es, dass in unserem Kollektiv eine

grol3e Spannweite von Schnittpraparaten pro SLN vorliegt (6 bis 12).

4.4 Limitationen

Fur die Risikoeinteilung des Kollektivs wurde die aktuelle ESMO-ESGO-
Klassifikation verwendet in der Variante ohne Kenntnis des molekularen Profils,
siehe Tabelle 2 (Concin et al., 2021). Dafur war die Quantifizierung des LVSI-
Status notwendig in ,LO — keine LVSI*, ,L1 — fokal“ und ,L1 — substantial (Bosse
et al., 2015). Diese Daten waren in unserem Kollektiv nicht verfiigbar, sondern
lediglich die Information ,LO0“ oder ,L1“. Daher wurde jeder L1-Status als
,Substantial® gewertet. Nach der aktuellen LVSI-Bewertungsskala wirden
maoglicherweise einige Félle in eine andere Risikoklasse eingruppiert werden.
Damit konnte die Verteilung auf die Risikoklassen unseres Kollektivs verzerrt

sein.
Eine weitere Limitation liegt in der Markierung und Detektion des SLN begriindet.

Von 302 Patientinnen mit SLN-Markierung, konnte nur in gut der Halfte der Falle

(52,6 %, n = 159) erfolgreich ein SLN asserviert werden. Grund daflr war zumeist
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ein Markierungsproblem: zum Beispiel hatte kein Lymphknoten Technetium
beziehungsweise Farbstoff angereichert, oder der betreffende Lymphknoten war
intraoperativ nicht sichtbar. In einigen wenigen Fallen konnte der betreffende LK
aus anatomischen Griinden intraoperativ nicht entfernt werden. Zuletzt war in
einigen Fallen trotz im OP-Bericht vermerkter Entnahme eines SLN dem
histologischen Befund dann kein als SLN identifizierter LK zu entnehmen. Wenn
das SLN-Konzept perioperativ optimal funktioniert, konnten mit hoher

Wahrscheinlichkeit mehr Patientinnen eingeschlossen werden.

Der Vorteil unserer Methode ist, dass der gesamte LK in Schnittstufen abgebildet
wird und nicht unterschiedlich grof3e Anteile davon, da die LK in ihrer Grélie
variieren. Einige Ultrastaging-Protokolle farben erst dann mit Immunhistochemie,
wenn der korrespondierende HE-Schnitt einen negativen Befund zeigt (Euscher
et al., 2018, Ferraioli et al., 2015). Dieses Vorgehen spart in einigen Fallen eine
teure IHC-Farbung, andererseits mussten so im Kklinischen Alltag viele Falle
erneut herausgesucht, nachgefarbt und noch einmal mikroskopisch beurteilt
werden. Gerade das Anfertigen von sehr vielen Schnittpraparaten sowie die
aufwendige IHC-Farbung, sind in einem aul3eruniversitaren Setting nicht immer
umsetzbar. Es muss kritisch angemerkt werden, dass im Kontext knapper
gesundheitlicher Ressourcen auch in der Diagnostik 6konomische Faktoren nicht

aulRer Acht gelassen werden durfen.

Auch bei der Interpretation der IHC-Farbung gibt es bestimmte Aspekte zu
beachten. Sie kann zum Bespiel einen falsch-positiven Befund verursachen.
Panzytokeratin farbt nicht nur wie gewiinscht die abgesiedelten Tumorzellen des
Endometriumkarzinoms im LK, sondern auch andere epitheliale Strukturen wie
aufgelagerte Hautschuppen, Endosalpingeose (regelhaftes Tubengewebe, das
sich manchmal in den drainierenden LK findet), dendritische Zellen, Histiozyten
und Mesothelzellen (physiologische Zellen des Lymphknotens, die Zytokeratine
in Intermediarfilamenten produzieren). Abbildung 10 zeigt immunhistochemisch
gefarbte Strukturen, die am ehesten einer Verunreinigung durch aufgelagerte

Hautschuppen entsprechen. Unter dem Mikroskop ist erkennbar, dass die
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braunlichen Areale nicht in derselben Ebene liegen wie die Zellen im LK.

Trotzdem kdnnte man falschlicherweise von der Anfarbung isolierter Tumorzellen

ausgehen.
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Abbildung 10: Beispiel einer Verunreinigung
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Auch falsch-negative Befunde durch eine fehlerhafte Antikérperreaktion kénnen
mit sehr geringer Wahrscheinlichkeit auftreten.

Des Weiteren ist es mdglich, dass das SLN-Konzept nicht erwartungsgemar
funktioniert. In diesem Fall sind trotz negativem SLN-Befund, Metastasen in
anderen Lymphknoten vorhanden. Der SLN ist dann falsch-negativ.

Nicht alle Patientinnen des Studienkollektivs haben ergdnzend zur SNB eine
systematische LNE erhalten. Vor allem in der Gruppe von Patientinnen mit
Tumorstadium pTla (Tabelle 7) erhielt nur knapp die Halfte eine zusatzliche LNE
- die AWMF-S3-Leitlinie fur das Endometriumkarzinom empfiehlt in diesem Fall
keine systematische Lymphknotenentfernung (Leitlinienprogramm Onkologie,
2022). Das bedeutet, dass in der anderen Halfte mdglicherweise falsch-negative
SLN aufgetreten sind, was jedoch nicht Uberprift werden, da keine anderen
Lymphknoten auf3er dem SLN von den Patientinnen vorliegen.

Der Wunschgedanke ist, dass eine unzureichende LK-Aufarbeitung urséchlich

fur falsch-negative SLN-Befunde ist und das Ultrastaging dieses Problem
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beheben kann. Das Ultrastaging scheint jedoch nicht das Allheilmittel fir dieses
Phanomen zu sein: Mehrere Studien berichten von falsch-negativen SLN, auch
nach der Anwendung des Ultrastaging. In der Arbeit von Kim et al. war dies bei
1,2 % der Patientinnen der Fall, bei Euscher et al. sogar bei 3,5 % (Euscher et
al., 2018, Kim et al., 2013b). Generell liegt das Risiko paraaortal-positiver LK bei
pelvin-negativen LK bei circa 2-3 % (Mariani et al., 2004, Kumar et al., 2014).

4.5 Auswertung

In unserem Ultrastaging-Kollektiv wurden 6 von 154 Patientinnen identifiziert, die
zuvor mit einem negativen SLN dokumentiert waren und bei denen im
Ultrastaging Tumorzellen gefunden wurden. Das sind 6 Félle, die zuvor falsch-
negativ gewertet wurden. Im Verhaltnis zu primar 5 bekannten positiven Fallen,
hat sich damit die Sensitivitdit der LK-Aufarbeitung durch das Ultrastaging
deutlich verbessert und die Detektionsrate hat sich mehr als verdoppelt, von 3,14
% auf 6,92 %. Als erste Schlussfolgerung bleibt festzuhalten, dass das
zusatzliche Ultrastaging die Detektion positiver SLN erhoht.

Unter den 77 primar bereits gestuften Fallen (Gruppe A) gab es einen, bei dem
eine Makrometastase in den Schnittstufen identifiziert wurde. Durch den Verzicht
auf eine systematische feinere Stufung sowie IHC-Farbung ist daher
wahrscheinlich, dass in dieser Gruppe einige weitere positive SLN Ubersehen
wurden. In der gleichgrol3en Gruppe B, die nach dem Protokoll dieser
Doktorarbeit (2.2.1) bearbeitet wurde, fanden sich fiunfmal mehr positive Félle.
Allerdings handelt es sich dabei ausschlielllich um kleinvolumige
Metastasentypen (MM, ITC).

Mochte man die bestmogliche Detektion von Tumorzellen egal welchen
Metastasentyps erreichen, so ist das systematische Vorgehen mit feiner Stufung
und zuséatzlicher IHC-Farbung unverzichtbar. Viele andere Autoren wenden in
ihren Protokollen eine deutlich feinere Stufung an. Dennoch konnten auch sie
ihre Detektionsrate lediglich verdoppeln. Durch eine noch feinere

Stufenaufarbeitung als die unsere, wirden demnach unwahrscheinlich noch

45



mehr positive SLN entdeckt werden. Zudem war in unserem Kollektiv keine
einzige Metastase ausschlie3lich in den feinen 100-um-HE-Stufen sichtbar.
Daraus kann man schlie3en, dass dieser Teil des Protokolls nicht zwingend
erforderlich ist, um auch alle kleinvolumigen Metastasen zu finden. Das spricht
fur den Verzicht auf eine feine 100-um-HE-Stufung. Sie scheint keinen weiteren
Erkenntnisgewinn in der Diagnostik zu bringen.

Die gefundenen ITC hingegen waren nur in der IHC-Farbung zu erkennen. Diese
Ist somit notwendig, wenn das Ziel ist, moglichst alle ITC zu finden.

Der relative Anteil an Patientinnen mit positiven SLN variiert in anderen Arbeiten.
Trotzdem finden durch zusatzliches Ultrastaging auch andere in etwa doppelt so
viele positive SLN, wie es auch in dieser Studie der Fall ist. Kim et al.
dokumentierten initial 6,9 % positive SNB in ihrem Kollektiv. Durch Ultrastaging
wurde die Detektionsrate fast verdoppelt auf 11,4 % (Kim et al., 2013b). Ahnlich
verhalt es sich bei Holloway et al.: bei ihnen stieg die Detektion von initial 14,7%
auf 30,3 % (Holloway et al., 2016). Zum Grol3teil finden sich durch Ultrastaging
Mikrometastasen und ITC und nur selten Makrometastasen (Koskas et al., 2013).

Auch das bestatigt das Ergebnis dieser Arbeit.

Betrachtet man die Gesamtheit aller Félle mit primar und sekundéar positivem SLN
.in Bezug auf‘ deren klinische Parameter, fallt auf, dass vor allem prognostisch
gunstige Faktoren unter den neu diagnostizierten Féllen vertreten sind
(vergleiche Tabelle 11 und Tabelle 12). Der deutlichste Zuwachs ist dabei in
frihen Tumorstadien (pT1a/pT1b), einem Differenzierungsgrad von G3 und einer
Histologie vom endometrioiden Typ zu verzeichnen. Bei allen anderen
histologischen Typen und in T-Stadium pT3 hat sich die Anzahl der positiven SLN
nicht verandert. Durch das Ultrastaging wurden Uberdies zwei Falle mit positivem
SLN und sonst niedrigem Risikoprofil (low-risk) diagnostiziert.

Aus Klinischer Sicht drangt sich die Frage auf, welchen Stellenwert den
Ultrastaging-Befunden beizumessen ist und ob dies negative Konsequenzen fir
die Patientinnen haben kann. Es ware fatal, das Ultrastaging missbrauchlich als
Argument fir eine mdglicherweise nicht notwendige Therapieeskalation zu

verwenden. Fiur Makrometastasen ist das Prozedere unumstritten eindeutig: die
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Patientin profitiert von einer weiteren Therapie (Willis et al., 2011). Das
unterstreicht der Fall mit positiver SNB aus Gruppe A: der LK-Befall wurde
entgegen den schon damals gultigen Prinzipen nicht therapiert (3.3.1). Es ist
vorstellbar, dass bei dieser Patientin die adjuvante Therapie einen positiven
Beitrag geleistet hatte.

Die klinische Relevanz von im Ultrastaging gefundenen ITC betreffend, besteht
wesentliche Einigkeit, dass deren Existenz kein bedeutender Faktor fir den
Krankheitsverlauf ist (Kim et al., 2013a, St Clair et al., 2016, Bogani et al., 2019,
Eriksson et al.,, 2021, Gill et al., 2021). Auch in der Literatur flr das
Mammakarzinom gibt es einige Arbeiten, die zeigen, dass die Prasenz von ITC
nicht relevant fiir das Uberleben ist (siehe 1.3.1). Daher ist eine Aufarbeitung in
feine Stufen und das Anfertigen einer IHC-Farbung beim Mammakarzinom nicht
empfohlen (Leitlinienprogramm Onkologie, 2020).

Fraglich ist die Rolle der Mikrometastasen. Fir das Endometriumkarzinom
kommen einige Arbeiten zu dem Schluss, man misse auch ITC und MM in jedem
Fall therapieren (Erkanli et al., 2011, Garcia Pineda et al., 2020, Ignatov et al.,
2019, Piedimonte et al., 2018, Todo et al., 2016). Andere warnen vor einer nicht
notwendigen Ubertherapie und verweisen auf den deutlichen prognostischen
Unterschied zwischen der Prasenz von Makrometastasen im Gegensatz zu ITC
und MM (St Clair et al., 2016). Bei kleinvolumigem Nodalbefall sinkt das Risiko
fur weitere LK-Metastasen erheblich (Backes et al., 2019). Das spricht fur eine
nicht zwingend erforderliche Therapie der Mikrometastasen. Unsere klinischen
Verlaufe lassen nicht vermuten, dass durch die Unkenntnis der SLN-
Mikrometastasen ein Schaden fur die Patientinnen entstanden ist: der Grof3teil
lebt Jahre spater ohne Rezidiv und ohne adjuvante Therapie, trotz initial okkulter
Mikrometastasen. Plante et al. pladieren dafir, dass andere Tumoreigenschaften
fur die Therapieindikation bedeutsamer seien, wie zum Beispiel Tumorhistologie
und Myoinvasion (Plante et al., 2017).

Das Vorliegen einer substanziellen LVSI hat sich als relevanter prognostischer
Faktor etabliert und stellt die Indikation fur eine adjuvante Strahlen- bzw.

Chemotherapie (Bosse et al., 2015). Es ist eine Uberlegung wert, ob nicht anstatt
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auf die Detektion jeder isolierter Tumorzelle zu achten, eher Faktoren wie der
LVSI Beachtung geschenkt werden sollte (McCluggage et al., 2022).

Zu bedenken ist, dass samtliche Ergebnisse ohne Informationen zur molekularen
Klassifikation gewonnen wurden. Zukinftig bedarf es subtypspezifische Studien

zu Verhalten und klinischer Relevanz von Lymphknotenmetastasen.

4.6 Praktische Implikation

In Zusammenfassung der oben aufgefiihrten Uberlegungen ist festzuhalten, dass
nach aktuellem Kenntnisstand die Detektion aller Makrometastasen vorrangig ist.
Auf die IHC-Farbung kann aus unserer Sicht verzichtet werden. Damit soll in
hdochstmdglichem Malie diagnostische Genauigkeit erzielt werden und
andererseits eine mogliche Ubertherapie vermieden werden.

Fur den praktischen Alltag soll das Ultrastaging des SLN beim
Endometriumkarzinom durchgeftihrt werden mit dem Fokus, moglichst alle
Makrometastasen zu identifizieren, wie auch beim Mammakarzinom. Auf feine
100-uym-Stufen mit HE-Farbung kann verzichtet werden, denn es wurden
dadurch nicht mehr befallene LK identifiziert. Auf die teure und aufwandige IHC
kann ebenso verzichtet werden. Durch sie detektiert man zwar auch ITC, wir
glauben allerdings auf Grundlage der aktuellen Literatur und unserer klinischen
Verlaufe nicht, dass die Therapie dieser den entscheidenden Uberlebensvorteil
bringt. In Gruppe B sind fiinfmal mehr positive SNB gefunden worden als in
Gruppe A, was nach den Ergebnissen der klinischen Verlaufe fur die Prognose
nicht notwendig gewesen ware. Mit der in Gruppe A durch Stufenschnitte
detektierten Makrometastase kann angenommen werden, dass auch mit dieser
nicht-standardisierten, groben Aufarbeitung kein relevanter Nodalbefall verpasst
wurde.

Voraussetzung fur das Ultrastaging ist, dass das SLN-Konzept beim
Endometriumkarzinom sicher funktioniert. Ob und inwiefern diese Information fiir
die Indikation der adjuvanten Therapie eine Rolle spielt, kann zukunftig geklart

werden.
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Letztlich ist die Diagnostik der SLN ein weiterer Faktor in einem multimodalen
Behandlungsalgorithmus und das Ultrastaging ein wichtiger Beitrag zur sicheren

Bestimmung des Nodalstatus.
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5 Zusammenfassung

Fur die Stadieneinteilung, Prognose und Therapie des Endometriumkarzinoms
ist die Kenntnis des Nodalstatus eine wesentliche Information. In der
Vergangenheit wurde hierzu oftmals eine systematische pelvine und paraaortale
Lymphonodektomie mit potenziell nicht unerheblicher peri- und postoperativer
Morbiditat durchgefiihrt. Dieses Verfahren wurde in den meisten Fallen
zwischenzeitlich durch eine gezielte Entfernung der Wachterlymphknoten
(,Sentinel-Lymphknotenbiopsie®) ersetzt. Zum Umfang der histopathologischen
Aufarbeitung dieser speziellen Lymphknoten sind derzeit allerdings noch
verschiedene Protokolle und zum Teil divergierende Konzepte im Umlauf. Eine
abschlieBende Klarung und Empfehlung seitens Fachgesellschaften hierzu
stehen aktuell noch aus.

Ziel dieser Doktorarbeit war es daher an einem grol3en, retrospektiven Kollektiv
der Universitatsfrauenklinik Tubingen zu Uberprifen, inwiefern sich die
Detektionsrate positiver Sentinel-Lymphknoten (SLN) durch zuséatzliche,
standardisierte Untersuchungsschritte (,Ultrastaging“) verandern wirde.

Durch eine spezialisierte Zweitbegutachtung der urspriinglichen histologischen
Praparate, Anfertigung zuséatzlicher Stufenschnitte und immunhistochemischer
Zusatzuntersuchungen, konnte gezeigt werden, dass sich die Anzahl der
Patientinnen mit positivem Sentinel-Lymphknoten mehr als verdoppelt. Hierbei
wurden neben Makro- und Mikrometastasen auch Lymphknoten mit lediglich
isolierten Tumorzellen identifiziert. Die Ergebnisse dieser Doktorarbeit legen
somit nahe, dass eine erweiterte histopathologische Aufarbeitung mit einer
relevanten Erhéhung nodal-positiver Falle einhergeht und in Zukunft integrativer
Bestandteil entsprechender Protokolle sein sollte.

Kritisch zu hinterfragen bleibt allerdings die klinische Bedeutung der auf diesem
Wege zusatzlich identifizierten Lymphknotenmetastasen. Gemald bislang
verfligbarer Daten muss insbesondere der Stellenwert isolierter Tumorzellen
kritisch hinterfragt werden. Im ungunstigsten Falle kann sich fur betroffene
Patientinnen durch ein vermeintliches ,Upstaging® eine maoglicherweise

folgenschwere Eskalation adjuvanter Therapieverfahren ergeben.
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