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Zusammenfassung

v

Die Aufarbeitung von Sentinel-Lymphknoten
beim malignen Melanom beinhaltet einen Kom-
promiss zwischen Effizienz und Arbeitsaufwand,
der sich in unterschiedlichen Vorgehensweisen
bzw. Protokollen wiederspiegelt. Die Herausfor-

derung fiir den Befunder besteht in der Detektion
von Mikrometastasen und Einzelzellen durch
Verwendung mehrerer immunhistochemischer
Antikorper. Die prognostische Bedeutung noda-
ler Metastasierungsmuster und minimaler Tu-
morlast wird zukiinftigen multizentrischer Stu-
dien mit Langzeitverldufen tiberlassen bleiben.

Einleitung

v

Die Sentinel-Lymphonodektomie (SLNE) gilt
mittlerweile als Standard-Untersuchung beim
primdren malignen Melanom. Die Indikation zur
SLNE wird meist ab einer Tumoreindringtiefe
(Breslow-Index) des Primdrtumors von >1 mm
gestellt, beim Vorliegen weiterer Risikofaktoren
wie Clark IV, Ulzeration oder vielen Mitosen
kann die SLNE auch schon ab einer Tumordicke
von 0,76 mm erwogen werden. Der pathologische
Status der Sentinel Lymphknoten (SLKs) wurde in
vielen Studien als wichtigster prognostischer
Faktor fiir das Uberleben von Patienten der klini-
schen Stadien I und II etabliert [2-4]. Bei
15-34% der Patienten in diesem Stadium sind
Metastasen im SLK nachweisbar [1-8]. Die De-
tektionsraten sind deshalb so heterogen, weil sie
zum einen durch die Prognosefaktoren des Pri-
mdrmelanoms (Breslow, Ulzeration), zum ande-
ren aber auch durch die Art und Weise der histo-
pathologischen Aufarbeitung beeinflusst wer-
den.

Die ideale pathologische Aufarbeitung von SLKs
sollte darauf ausgelegt sein, so viele Metastasen
wie moglich zu finden. Der Anspruch einer kom-
pletten Aufarbeitung eines SLNs erweist sich in
der tdglichen Praxis jedoch als nahezu unmog-
lich. Eine komplette Aufarbeitung wiirde bei-
spielsweise fiir 1cm Lymphknoten(LK)-Gewebe
mehr als 3000 Serienschnitte erfordern, was ei-
nen unermesslichen Arbeitsaufwand und hohe
Kosten nach sich ziehen wiirde. Verschiedene

publizierte Protokolle der histopathologischen
Aufarbeitung von SLKs versuchen daher einen
Kompromiss zwischen einer moglichst hohen Ef-
fizienz beim Auffinden der (Mikro-)Metastasen
und einem vertretbaren Arbeitsaufwand fiir das
pathologische Labor herzustellen.

Verfahren zur Aufarbeitung des SLKs

v

Das Erkennen von mit bloRem Auge sichtbaren
Metastasierungen im SLK diirfte kein Problem
darstellen. Andererseits ist der Begriff der ,Mi-
krometastase“ beim Melanom nicht genau defi-
niert. Kleine Gruppen von wenigen Melanomzel-
len, die bereits Ausdruck einer intranodalen Pro-
liferation sein kénnten, lassen sich jedoch nur bei
subtiler Durchmusterung moglichst des gesam-
ten SLKs finden. Mehrere Vorgehensweisen sind
in der Literatur beschrieben und werden nachfol-
gend aufgefiihrt.

Nach einer Hypothese von Cochran et al. [9] fin-
det sich die Mehrzahl der Mikrometastasen im
SLK in dessen zentralen Ebene, also an den
Schnittebenen eines entlang der Lingsachse
durch den Hilus mittig halbierten SLKs. Die Ana-
tomie eines mittig durch seine grofSte Zirkum-
ferenz geteilten LK ist in © Abb.1 schematisch
dargestellt. Cochran schlug die Durchfiihrung
von je 10 Serienschnitten ausgehend von beiden
Oberflichen des mittig geteilten Lymphknotens
vor. Dabei kamen H&E sowie der immunhisto-
chemischen Marker S100 und HMB45 zur An-
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Abb.1 Schematische Darstellung des anatomischen Aufbaus eines
entlang der Langsachse halbierten Lymphknotens.

Abb.2 Histologische
Aufarbeitung des
Sentinel-Lymphkno-
tens, modifizierte
Darstellung nach
Cochran.
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wendung [9] (© Abb. 2) [10]. Dieses Protokoll wurde wegen sei-
ner relativ niedrigen Sensitivitit (Detektionsraten im Durch-
schnitt etwa 18%) kritisiert [11].

Eine alternative Moglichkeit der histologischen Aufarbeitung
des SLK bietet die von Starz et al. empfohlene Vorgehensweise
[12], die den Fokus beim makroskopischen Zuschnitt nicht auf
die Medianebene des Lymphknotens legt und in approximativ
1-2 mm dicke Gewebescheiben parallel zur Lingsachse aufge-
schnitten wird. Dieses Vorgehen gewdhrleistet eine bessere Be-
urteilung der auBerhalb der Mittelebenen gelegenen LK-Anteile
und gewadhrleistet somit die Diagnose zusdtzlicher, nicht in der
mittleren Schnittebene sichtbarer Metastasen [12 - 14]. Starz et
al. haben eine Detektionsrate von 27,5% beschrieben. Mit einem
dhnlichen Protokoll konnten wir eine Mikrometastasen-Detekti-
onsrate in der gleichen GréBenordnung erzielen [15].

Basierend auf dem Konzept der Halbierung des Lymphknotens
und paramedianer Aufarbeitung haben Cook et al. das gegen-
wadrtige EORTC-Protokoll entwickelt, bei dem je 20 Mikrotom-
schnitte jeder LK-Hailfte untersucht werden. Um tiefer in den
SLN einzudringen, wurden in bestimmten Abstinden (,,gaps“)
von 50 um zwischen die zu firbenden Schnitte eingefiigt, sodass
letztlich eine maximal 0,8 mm breite Scheibe aus Lymphgewebe
der Mittelebene relativ intensiv durchgemustert wird. Fiir dieses
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Protokoll wurden Mikrometastasen-Detektionsraten von 33,8%
[2,11] berichtet. Ein Nachteil dieser Vorgehensweise ist aller-
dings, dass die nachtrdgliche Beurteilung fragwiirdiger Zellen
die Anfertigung und Lagerung von Leerschnitten erforderlich
macht.

In Gottingen kommen gewohnlich 1 -3 SLKs pro Patient zur Auf-
arbeitung (Median 2, Mittelwert 1,8 +0,9). Wir haben ein den
EORTC-Richtlinen entsprechendes, aber leicht modifiziertes
Sentinel-Protokoll eingefiihrt, bei dem der Zuschnitt der glei-
chen ebenfalls mit der Halbierung des SLNs entlang der Langs-
achse begonnen wurde. Von jeder LK-Hilfte wurden 5 Serien
von Paraffinschnitten von der Oberfliche beider Halften angefer-
tigt, mit H&E gefarbt und mit immunhistochemischen Antikor-
pern (S100, MART-1, HMB45, Pan Melanoma plus) inkubiert
und auch jeweils entsprechende Leerrdume (,gaps“) zwischen
den einzelnen Serien eingehalten. Im Vergleich zum Original-
EORTC Protokoll wurde im Gottinger Protokoll zusatzlich der
Antikérper MART-1 eingesetzt und die Anzahl der mit HMB45
inkubierten Schnitte erhéht. Um eine Eingrenzung des mit der
Durchsicht der Objekttrager verbundenen Arbeitsaufwands und
der Kosten zu gewdhrleisten, wurden jeweils nur 5 Serien (an-
statt 6) von Schnitten zur Auswertung angefertigt. Mit diesem,
auf 42 Objekttrdager pro Patient begrenzten Sentinel-Protokoll
wurde bei einer Anzahl von 128 SLNs eine Detektionsrate von
27 % erreicht.

Wertigkeit der immunhistochemischen Farbungen
v

Im Gegensatz zu nodalen Metastasen von anderen malignen Tu-
moren sind Melanomzellen im lymphatischen Gewebe hdufig in
kleinen Gruppen, aber auch als Einzelzellen anzutreffen, die
meist nur durch den Einsatz immunnhistochemischer Antikor-
per (AK) entdeckt werden und deren Einfithrung die Detektions-
raten um mindestens 10% gesteigert haben diirfte [16]. Der
S-100 Antikorper weist eine hohe Sensitivitdt beim Auffinden
von Melanomzellen im Lymphknotengewebe auf, firbt jedoch
auch dendritische Zellen an, die in kleinen Haufen gelagert, von
Melanozyten abgegrenzt werden miissen. Zum Nachweis von
Einzelzellen und kleinen Zellhaufen hat sich in unserem Labor
der Einsatz des Antikdrpers MART-1 bewahrt, der unserer Erfah-
rung nach eine etwas geringere Sensitivitat als der AK gegen das
S-100 Protein aufweist, im SLK aber spezifischer zur Detektion
von Melanomzellen ist. HMB45 hat eine Sensitivitdt von nur
etwa 70%, kann aber bei der Diagnose von intranodalen Navi
hilfreich sein, deren Zellen fiir gewdhnlich HMB45 negativ sind,
bzw. nur eine duRerst schwache zytoplasmatische Positivitat
zeigen. Navuszellen finden sich in bis zu 14% der SLKs [17] und
sind meist durch ihre Lokalisation in der fibrosen Kapsel und/
oder bindegewebigen Trabekel erkennbar. Die gréfSte Herausfor-
derung fiir den Befunder ist bei ausschlieSlich HMB45 zytoplas-
matisch positiven Einzelzellen gegeben. Diese sind zytomorpho-
logisch auf immunhistochemischen Schnitten nur eingeschrankt
von Melanophagen zu differenzieren und auf nachfolgenden
oder vorangehenden Schnittstufen haufig nicht (mehr) erfasst.
Bei der von uns verwendeten Kombination an Antikérpern hat
der AK Pan Melanoma plus keinen diagnostischen Zugewinn ge-
zeigt.
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Mikroanatomische Lokalisation der Metastasen
im SLK

v

Verschiedene Arbeitsgruppen haben versucht, unterschiedliche
Kriterien der Metastasierung und ihre Ausbreitung im Lymph-
knoten herauszustellen um prognostische Faktoren herauszuar-
beiten. In der auf Starz zuriickgehenden S-Klassifikation wird die
Eindringtiefe der Melanomzellen von der Innenseite der Kapsel,
analog dem Breslow-Index beim Primdrtumor, bestimmt [12].
Diese Einteilung (SI-SIII) erlaubt eine Voraussage beziiglich wei-
terer befallener Lymphknoten der gleichen Region und korreliert
mit der des Gesamt-Uberlebens. Dewar et al. [ 18] konnten einen
klaren Zusammenhang zwischen der mikroanatomischen Loka-
lisation der Metastasen im SLK und dem Auffinden von zusatzli-
chen Metastasen bei der nachfolgenden kompletten Lymphkno-
tendissektion (CLND) aufzeigen. Bei Patienten mit rein subkap-
suldrer Lokalisation der Metastasen konnten keine weiteren LK-
Metastasen in der CLND gefunden werden. In einer neueren Ar-
beit von Akkooi et al. [19] konnten bei Metastasen mit einer Aus-
dehnung <0,1 mm im SLK keine zusatzlichen Absiedlungen in
nachgeschalteten Non-Sentinel-Lymphknoten detektiert wer-
den. Dieser Sachverhalt wirft verstindlicherweise die Frage der
Notwendigkeit einer CLND bei Patienten mit ausschlielich sub-
kapsuldrer Lokalisation, bzw. Eindringtiefe < 0,1 mm der Metas-
tasen im SLK auf. Die Rolle von Einzelzellen [20], die sich mitun-
ter nur schwer von normalerweise ortsstandigen Zellen unter-
scheiden lassen, bleibt unklar und erfordert wohl sehr lange
Nachbeobachtungszeiten.

Status quo

v

Die subtile pathologische Aufarbeitung der SLNs ist kostspielig
und verlangt ausreichende Erfahrung vom Befunder. Sie ist in
Zeiten zuriickgehender Ressourcen nur schwer mit in den Routi-
nebetrieb eines pathologischen Labors integrierbar. Die Frage
der prognostischen Aussagekraft von bestimmten Metastasie-
rungsmustern im SLK verlangt die Korrelation zur komplettie-
renden regionalen LK-Dissektion (CLND) und zu den klinischen
Verldufen. Die prognostische Bedeutung von einer minimalen
Tumorlast im SLK ldsst sich wahrscheinlich nur in multizentri-
schen Studien mit Langzeitverldufen beurteilen.

Our Approach in Goettingen to Pathology of Sentinel
Lymph Nodes for Melanoma

v

The pathological assessment of sentinel lymph nodes for mela-
noma contents a compromise between efficacy and expenditure
of work, reflecting the existence of different protocols. The chal-
lenge for the pathologist is the detection of intranodal micro-
metastases and single cells by using a cocktail of antibodies.
The prognostically impact of nodal metastatic patterns and
minimal tumorload will have to be proved in multicentre trials.
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