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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie der Schilddriisenerkrankungen

Die Gesamtpravalenz von SchilddriisenvergréBerung mit oder ohne Knoten liegt in
Deutschland zwischen 18% - 50% - 2. In der 2010 durchgefiihrten Papillonstudie
wurden eine Struma oder Knoten bei jedem Dritten zwischen 18 und 65 Jahren in

Deutschland festgestellt. Manner und Frauen sind etwa gleichh&ufig betroffen.

Die Schilddriisentumoren stellen sich klinisch und morphologisch als ,Knoten® dar.
Knoten kdnnen solitdr oder multipel, mit oder ohne Struma auftreten [,

Der Uberwiegende Anteil der Knoten ist auf einen Jodmangel zurtickzufihren und
erweist sich als benigne. Autonomien sind meist auf follikulare Adenome zurlickzu-
fihren, wohingegen Schilddriisenkarzinome selten sind. Sie haben insgesamt einen
Anteil von ca. 1% an allen bosartigen Geschwdlsten ['- 41,

Die Schilddrisenmalignome weisen eine jahrliche Neuerkrankungsrate von
4,1/100.000 Einwohner bei Frauen und von 1,5/100.000 Einwohner bei Mannern
auf 1291, Insgesamt betragen die Schilddriisenkarzinome bei Mannern 0,5% und bei
Frauen 1,5 % aller malignen Tumoren 2. Das mittlere Erkrankungsalter ist mit 55
Jahren bei Mannern und Frauen identisch. Die héchste Inzidenz wird zwischen dem
60. und 70. Lebensjahr beobachtet. Unterhalb des 35. Lebensjahres ist das Schild-
drisenkarzinom relativ selten ['l. Insgesamt sind 90% der Schilddriisenkarzinome
differenzierte Schilddriisenkarzinome. Dazu gehdéren in erster Linie das papillare
Schilddrisenkarzinom (PTC) mit einer Haufigkeit von 75% - 80% gefolgt vom folli-

kularen Schilddriisenkarzinom (FTC), das etwa in 10% - 15% der Falle vorkommt [*
6]

Es gilt als gesichert, dass eine Strahlenexposition in geringer Dosis, sei es eine
Radiotherapie des Halses oder Strahlen, die aufgrund von Reaktorunfallen entste-
hen, die Entwicklung von Schilddriisenkarzinomen begtinstigen. Ein dramatischer
Anstieg der PTCs wird bei Kindern im Zusammenhang mit dem Reaktorunfall in
Tschernobyl beobachtet [l. Die Latenzzeit betragt hierbei zwischen 10 und 20



Jahren. Studien weisen in Regionen mit ausreichender Jodversorgung ein Uberwie-

gen des PTCs, in Jodmangelgebieten eine Haufung von FTCs und ATCs nach 28
9

Histologisch, werden nach der WHO Kilassifikation von 2004, die Schilddriisentu-
moren entsprechend der Abbildung 1 eingeteilt [,

1.Schilddriisenadenome und ahnliche Tumoren
1.1. follikulares Adenom
1.2. hyalinisierter trabekularer Tumor

2. Schilddriisenkarzinome
2.1. follikulares Karzinom
2.2. papillares Karzinom
2.3. medullares Karzinom
2.4. undifferenziertes (anaplastisches) Karzinom
2.5. gering differenziertes Karzinom
2.6. Mucoepidermoidkarzinom
2.7. sklerosierendes Mucoepidermoidkarzinom mit Eosinophilie
2.8. muzindses Karzinom
2.9. gemischt medullares und follikulares Karzinom
2.10. Spindelzelltumor mit thymusahnlicher Differenzierung
2.11. Karzinom mit thymusahnlicher Differenzierung

3. Andere Schilddriisentumoren
3.1. Teratom
3.2. primares Lymphom und Plasmozytom
3.3. ektopes Thymom
3.4. Angiosarkom
3.5. glattmuskulare Tumoren
3.6. peripherer Nervenscheidentumor
3.7. Paragangliom
3.8. solitarer fibréser Tumor
3.9. follikular-dendritischer Tumor
3.10. Langerhanszell Histiozytose
3.11. Sekundare Tumoren

Abbildung 1: WHO-KIassifikation der Schilddriisentumoren (nach [10])

Nach der UICC von 2017 werden fir die papilléaren, follikularen (differenzierten),
medullaren und anaplastischen (undifferenzierten) Karzinome unter Bertcksichti-
gung der TNM unterschiedliche Stadien definiert (Tabelle 1) (111,

-0



Tabelle 1: Stadieneinteilung der Schilddriisenkarzinome nach UICC 2017 []

Papillar oder follikular — unter 55 Jahre
Stadium | Jedes T Jedes N MO
Stadium Il Jedes T Jedes N M1
Papillar und follikular — 55 Jahre und mehr
Stadium | T1a,T1 b, T2 NO MO
Stadium Il T3 NO MO
T1,T2, T3 N1 MO
Stadium 1l T4a Jedes N MO
Stadium IVA T4b Jedes N MO
Stadium IVB Jedes T Jedes N M1
Medullar
Stadium | T1a, T1b NO MO
Stadium | T2, T3 NO MO
Stadium I T1,T2, T3 N1a MO
Stadium IVA T1,T2, T3, N1b MO
T4a Jedes N
Stadium IVB T4b Jedes N MO
Stadium IVC Jedes T Jedes N M1
Anaplastische (undifferenzierte) Karzinome
Stadium IVA T1,T2,T3a NO MO
Stadium I1VB T1,T2, T3a N1 MO
Stadium IVB T3b, T4a, T4b NO, N1 MO
Stadium IVC Jedes T Jedes N M1




1.2 Benigne Schilddriisenveranderungen
1.2.1 Nodulare Hyperplasien

Unter Jodmangel kommt es kompensatorisch zu einer teils diffusen, manchmal kno-
tigen Proliferation der Follikelepithelzellen, wobei letztere durch ein unterschiedli-
ches Zellwachstum der Follikelzellen bedingt ist. In den ebenfalls in der GréBe vari-
ierenden Follikeln kénnen sich innerhalb der Makrofollikel papillare Strukturen
entwickeln, die einem papillaren Schilddriisenkarzinom &hneln und somit eine wich-
tige Differenzialdiagnose darstellen. Durch die Ahnlichkeit der Papillen kann die his-
tologische Unterscheidung zwischen einer papillaren Hyperplasie und PTC schwie-
rig sein ['2. 131 (fir weitere diagnostische Kriterien des PTC siehe unten Punkt 1.3.1).
Gelegentlich entwickeln nodulare Hyperplasien eine Kapsel, so dass histologisch

auch die Unterscheidung von einem Adenom erschwert sein kann ['4],

1.2.2 Follikulare Adenome

Der am haufigsten vorkommende benigne Tumor der Schilddrise ist das follikulare
Adenom, das sich in Sektionsstudien in 3% - 20% aller untersuchten Schilddriisen
(151 und im Operationsgut in 15% - 40% der hypofunktionellen Knoten nachweisen
lasst. Am haufigsten sind hier Frauen im hoheren Lebensalter betroffen [21,

Das Adenom ist ein gekapselter vom Follikelepithel ausgehender Tumor, der solitéar
oder seltener multipel vorkommt. Makroskopisch handelt es sich um Epithelprolife-
rationen, die von einer bindegewebigen Kapsel umgeben sind. Sie sind in der Regel
1-3 cm, kdnnen im Einzelfall jedoch auch Uber 10 cm grol3 werden. Mikroskopisch
ist die MindestgréBe von 5 mm notwendig, damit sie eine vollstdndige Bindege-
webskapsel aufweisen und somit differenzialdiagnostisch vom hyperplastischen
Knoten zu unterscheiden sind ['4. Histologisch kann zwischen onkozytdren und
nicht-onkozytaren Adenomen unterschieden werden, die im Mitochondriengehalt

variieren.



1.2.3 (Autoimmunologisch bedingte) Entziindungen der Schilddriise

Zu den (autoimmunologisch bedingten) Entzindungen gehéren der Morbus Base-
dow und die Autoimmunthyreoiditis Hashimoto. In der deutschen Bevdlkerung sind
ca. 1% der Menschen von einer Hashimoto Thyreoiditis oder Morbus Basedow be-
troffen. Bei der granulomatdsen Thyreoiditis de Quervain wird eine postvirale zyto-

kinvermittelte Entziindungsreaktion postuliert 1€,

Die meisten Formen der chronischen Thyreoiditis stellen eine Autoimmunerkran-
kung mit Entwicklung autoreaktiver B- und T-Lymphozyten sowie Antikdrpern gegen
verschiedene Bestandteile des Schilddriisengewebes dar.

Bei dem Morbus Basedow handelt es sich um eine Autoimmunerkrankung mit Au-
toantikdrpern gegen den TSH-Rezeptor, Thyreoglobulin und Schilddriisenperoxi-
dase. Klinisch kann es zu einer Hyperthyreose, einer diffusen VergréB3erung der

Schilddrlise und einer infiltrativen Ophthalmopathie kommen.

Bei der Autoimmunthyreoiditis vom Typ Hashimoto handelt es sich um eine chro-
nisch lymphozytare Thyreoiditis bei der Antikérper gegen Thyreoglobulin und Schild-
driisenperoxidase gebildet werden. Dieser Autoimmunprozess geht mit Zerstérung
des Schilddriisengewebes einher. Klinisch fallen Symptome einer Hypothyreose
auf. Sie hat eine Pravalenz von ca. 3% und ist die haufigste Ursache fir eine Hypo-
thyreose ['6l. Frauen sind h&ufiger von der Erkrankung betroffen ['7l. Die granulo-
matdse Thyreoiditis de Quervain macht ca. 0,5% - 3% aller Schilddriisenerkrankun-
gen aus. Das haufigste Manifestationsalter ist die 2.- 5. Lebensdekade, wobei
Frauen ebenfalls haufiger betroffen sind [3 161,

1.3 Maligne Schilddrisentumoren

In der neuen TNM Kiassifikation von 2017 werden die vier wichtigsten histopatholo-
gischen Typen berlcksichtigt: papillare, follikulare (incl. Hlrthelzellkarzinom), ana-

plastische und medullare Karzinome (11,



1.3.1 Papillares Schilddriisenkarzinom (PTC)

Das papillare Schilddriisenkarzinom ist ein von den Follikelzellen ausgehender ma-
ligner Tumor mit papillaren und /oder follikularen Strukturen sowie charakteristi-
schen zytologischen Kernverdnderungen wie Milchglaskernen, dachziegelartiges
Uberlappen der Kerne und Kerneinkerbungen. Haufig zeichnen sich PTCs durch die
Anwesenheit charakteristischer Psammomkérper, die Verkalkungsherden entspre-

chen, aus ['8l,

Makroskopisch findet man in der Mehrzahl der Falle einen solitaren, nicht umkap-
selten Tumor mit grau-weiBer Schnittflache. Mehr als 80% der PTCs liegen intrathy-

reoidal und ca. 10% - 20% Uberschreiten die Schilddriisenkapsel [,

Der Metastasierungsweg ist in der Regel lymphogen ['9. Selten kann jedoch auch
eine hamatogene Metastasierung vorliegen. Dies wurde in Lunge, Knochen und
Gehirn von an papillaren Schilddrisenkarzinomen verstorbenen Patienten festge-

stellt.

Neben den ,konventionellen, klassischen“ PTCs werden nach WHO insgesamt 16
Varianten unterschieden, wobei die drei haufigsten (,konventionelle®, ,groBzellige*
und ,follikulare®) Varianten zusammen mehr als 90% ausmachen %, Eine Ubersicht
hierzu gibt Abbildung 2. Der Einteilung in die verschiedenen Varianten liegen unter-

schiedliche Kriterien wie GréBe oder morphologische Besonderheiten zugrunde.

Die klinische Manifestation und Prognose der verschiedenen Varianten sind unter-
schiedlich. Deshalb ist die Identifizierung der verschiedenen Varianten wichtig ['2l.



I.  Papillares Mikrokarzinom

[I. Onkozytare Variante

[ll. Follikulare Variante (Lindsay-Tumor)

IV. Diffus sklerosierendes (multizentrisches) Karzinom
V. ,Tall-cell- (groBzellige) Variante®

VI. ,Columnar-cell- (kolumnéare) Variante*

VII. Klarzellige Variante

VIII. Mikrofollikulare Variante

IX. Solide Variante

X. Kribiforme Variante

Xl. PTC mit fasziitis-&hnlichem Stoma

XlIl. PTC mit insularer Komponente

XIlll. PTC mit squamdser Komponente/mukoepidermoiden Anteilen
XIV. PTC mit Spindelzellen

XV. PTC mit Riesenzellen

XVI. Kombiniertes PTC und MTC

Abbildung 2: Varianten des papillaren Schilddriisenkarzinoms (nach ['%)

1.3.2 Follikulares Schilddriisenkarzinom (FTC)

Das follikulare Schilddriisenkarzinom zeigt eine Follikelzelldifferenzierung ohne his-

tologische (Papillen) und ohne zytologische Merkmale (Milchglaskerne) des papilla-

ren Karzinoms 2. Das FTC kommt vor allem in Kropfendemiegebieten vor [20- 211,

Charakteristisch ist, dass es hamatogen in Lunge, Skelettsystem und Gehirn meta-

stasiert, wahrend eine lymphogene Ausbreitung viel seltener ist [,

Die WHO-Einteilung unterscheidet nach Morphologie und biologischem Verhalten

zwei Formen des follikularen Karzinoms: das minimal-invasive Karzinom, das diffe-

renzialdiagnostisch von einem follikularen Adenom abgegrenzt werden muss, und

das grob-invasive Karzinom.



a) Minimal-invasives follikulares Karzinom: Es ist ein seltenes follikulares Schild-
driisenkarzinom (37% - 50% aller follikularen Karzinome) [? 1922 Makroskopisch
ist dieser Tumor, im Gegensatz zum Adenom, von einer verbreiterten bindege-
webigen Kapsel umgeben. Mikroskopisch Iasst sich das minimal-invasive Karzi-
nom vom Adenom anhand einzelner Einbriiche in die GefaRe und/oder den Kap-
seldurchbruch unterscheiden.

b) Grob-invasives follikuldres Karzinom: Durch die multiplen GefaBBein- oder Kap-
seldurchbriche ist das Karzinom nicht mehr als minimal-invasiv anzusehen son-
dern als grob-invasiv zu klassifizieren ['8l, Makroskopisch imponiert ein grau-wei-
Ber Tumor. Mikroskopisch erstreckt sich das Spektrum vom hochdifferenzierten,
follikelbildenden mit multiplen GefaBeinbriichen und /oder Kapseldurchbriichen

bis zum solid-trabekularen Strukturmuster mit relativ wenigen Mitosen [,

1.3.3 Gering differenziertes Schilddriisenkarzinom (PDTC)

Es handelt sich um einen epithelialen Tumor der Schilddriise, der makroskopisch
als grau-weiBer, unscharf begrenzter Tumor mit angedeutet lobularer Schnittflache

imponiert.

Mikroskopisch besteht der Tumor aus Follikelepithelzellen in solider, trabekularer

oder insularer Anordnung mit erhéhter Mitosefrequenz und /oder Nekrosearealen
[23],

Dieser aggressive und haufig letale Tumortyp steht morphologisch und biologisch

zwischen den differenzierten und undifferenzierten (anaplastischen) Karzinomen
[24]

1.3.4 Anaplastisches (undifferenziertes) Schilddriisenkarzinom (ATC)

Das ATC ist ein hochmalignes Schilddriisenkarzinom mit infauster Prognose. Es
entwickelt sich meist aus einem lange bestehenden Knotenkropf. Es kommt in ca.
2% - 15% aller Schilddriisenmalignome vor [,

-8-



Makroskopisch ist meist ein groBer Teil der Schilddriise wei3-grau tumords durch-

setzt.

Mikroskopisch handelt es sich Uberwiegend um Tumoren mit polymorphen Zellen,
massenhaft Mitosen sowie ausgedehnten Nekrosen und Einblutungen. In kompak-
teren Tumorabschnitten tberwiegen spindelige Zellen. Ein Teil dieser Tumoren ist
durch den Reichtum an osteoklastenartigen Riesenzellen charakterisiert. Immun-
histochemisch exprimieren anaplastische Tumore kein Thyreoglobulin.

1.3.5 Medullares Schilddriisenkarzinom (MTC)

Das medullare Schilddriisenkarzinom ist ein maligner Tumor mit Zeichen der C-Zell-
differenzierung, das heif3t, er leitet sich von den parafollikularen Calcitonin-produ-

zierenden C-Zellen ab.

Der Anteil der MTC an allen Schilddriisenkarzinomen betragt ca. 1% - 12% 2l Ein
Teil der MTC sind genetisch bedingt (ca. 20% - 50%) [? 2% und entstehen in Zusam-
menhang mit einem familidren MTC oder mit einem MEN-2A oder MEN-2B-
Syndrom. Man unterscheidet zwischen sporadischem MTC (50% - 80%) und fami-

lidrem MTC mit autosomal-dominantem Erbgang.



1.4 Proteine als immunhistochemische Marker
1.4.1 Lektine

Lektine sind zellulédre Proteine, die spezifische Kohlenhydratstrukturen erkennen
und binden koénnen, sogenannte B-Galaktosid-bindende Proteine [26-281. | ektine
kommen in verschiedenen Zellen vor. Sie sind sowohl intrazellular (im Zellkern als
auch im Zytoplasma) als auch extrazellular detektiert worden [ 30, Verschiedene
Lektine zeigen immunmodulierende Effekte wie z. B. die Aktivierung von T-Helfer-

zellen. Somit haben sie eine besondere Bedeutung fir die immunologische Abwehr
[31]

“ — | CDSTcell
/ NK cell

. Macrophage
— 0 W | Eosinophil

\ Th? Bcell
Naive CD4+ o Mast cell

Teell —
Tissue immunity

(a) {b)

Lectin
hlff:wepmr 4

Mitogenic

activation
—

Teell

Abbildung 3: (a) Lektine aktivieren in vitro die T-Helferzellen und

(b) stimulieren in vivo Th1, Th2, und Th17. (nach B")

In den Untersuchungen von Savin wurde Galektin-3 extrazellular im lediglich fetalen
Schilddriisengewebe nachgewiesen #2l, Die entsprechenden Kohlenhydrate befin-
den sich an Zelloberflachen sowie in der extrazellularen Matrix. In den letzten zwei

Jahrzehnten sind mehr als 100 Lektine in ihren Strukturen beschrieben worden 33,

-10 -



Serum amyloid
Human galectin—7 protein (SAP)

- ‘ %

Ricin Amaranthus lectin Cys—rich domain of Man receptor C—type lectin domain

Concanavalin A

Lentil lectin Human galectin—1 Peanut agglutinin Serum amyloid
protein (SAP)

Abbildung 4: Struktur verschiedener Lektine

A) als Band-Diagramme. Die obere Reihe zeigt Monomere von Lektinen aus verschiedenen Quellen,
die die Lektin-Faltung teilen. Die ersten drei Lektine von links in der mittleren Reihe weisen alle die
beta-férmige Faltung auf (aus 34).

B) als SAP Diagramme. Variation in quartaren Lektinstrukturen; die grauen Kugeln stellen metallio-
nengebundene Kohlenhydrate dar (aus 13%).

Zu den Lektinen gehoren die Galektine. Derzeit sind etwa 14 Galektinformen in Sau-
getieren identifiziert worden [26. 35361, Davon befindet sich ein groRer Teil intrazellu-
lar. Die Subtypisierung erfolgt anhand der Aminosauresequenz der Polypeptide und
der Kohlenhydrat-Erkennungs-Doméane ,Carbohydrate Recognition Domain® (CRD)
371, Die Kohlenhydrat-Erkennungs-Domane beinhaltet ca. 130 Aminosauren, die
durch die unterschiedliche Anordnung der Sequenzen die Galektine unterscheiden.

- 11 -



Dabei werden die Galektine in drei Gruppen eingeteilt [251:

a) Galektin-Prototypen mit einer CRD, die auch als Homodimer existieren kénnen.
Dazu gehéren die Galektine-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14 und -15;

b) Galektine mit zwei CRDs (tandem-repeat type): Dazu gehéren die Galektine-4,
-6, -8,-9und-12

c) Galektin, das nur eine an eine prolin-, glyzin-, und tyrosinreiche Polypeptidkette
(130 Aminosauren) gebundene CRD enthalt. Dazu gehdrt das Galektin-3, aus

der Gruppe der chimaren Galektine.

Prototype L . T
[Gal-1, -2, -5, -7, -10,-11, -13 and -14} \ﬁ s & E
monemer dimer
Tandem-repeat type - Y | o
(Gal-4, -6, -8, -9, and -12) y 9 y 3R
MOREMER 'i dimer "
{with linker} [with linker)
‘ ‘:bl
= '.'-._.‘ )
Chimeric type — S— \./ @
{Gal-3) \*— ‘?/ \ (
manomer 4
(with a non-lectin N-terminal domain] # f"'-ﬁ:‘
oligomer
{with non-lectin N-terminal domains)

Abbildung 5: Struktur der Galektine unterteilt in drei Typen (nach [38))

Viele Regulatoren des Zellwachstums und der Apoptose wirken auch bei der Kon-
trolle des Zellzyklus. So wurde die Bedeutung der Galektine unter anderem im Zu-
sammenhang mit der Regulation und dem Wachstum der Zellen (Galektin-3, Ga-
lektin-7 und Galektin-12) sowie im Zusammenhang mit dem Zellzyklus beobachtet
(Galektin-3 und Galektin-12) 331, Frihere Studien haben den Einfluss der Galektin-
3 Expression auf den Zellzyklus gezeigt. Galektin-3 besitzt die Fahigkeit sowohl die

spate G1 als auch die G2/M Phase des Zellzyklus zu blockieren [39:49],
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Als intrazellulare Proteine kénnen diese mit zytosolischen und nuklearen Proteinen
interagieren und somit verschiedene Signaltransduktionswege und Genexpressi-
onsvorgange beeinflussen. Die am intensivsten untersuchten Galektine sind das
Galektin-1 und Galektin-3 301,

1.4.2 Galektin-3

Das Galektin-3 gehért zur Gruppe der endogenen Lektine. Es wird physiologisch
von Makrophagen, Endothelzellen und verschiedenen epithelialen Zellen (in Darm,
Niere, Mamma) gebildet [%. Es ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von
30 kDa 4143 und ein chiméres Protein mit drei Doménen. Das Galektin definierende
C-Ende ist die Kohlenhydrat-Bindende-Doméane bestehend aus 135 Aminosauren.
Das kurze N-Ende beinhaltet 20 Aminos&urereste und eine zusatzliche verbindende
Doméne aus neun Aminosauren. Die Verbindungsdoméane weist wiederkehrende
Prolin-, Glycin- und Tyrosin-Sequenzen auf und ist flir die RNA-Bindung zustandig
(die eigene Assoziation)36: 39 44 AuBerdem dient diese spezifische Domane als
Substrat flr die in der extrazellularen Matrix vorkommenden und den Stromaabbau
verantwortlichen Metalloproteinasen 2 und 9. Aus Tumorzellen werden diese En-
zyme vermehrt freigesetzt. Somit kann diese Verbindung eine mégliche Ursache fiir
eine herabgesetzte Regulation der Zelladhasion und damit einen Einfluss auf die

Tumorinvasion und Tumorzellmigration sein 2,
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Abbildung 6: Galektin-3 in der Angiogenese und Metastase (nach 1431)

In Studien wird das Vorkommen von Galektin-3 sowohl im Zellkern, als auch im
Zytoplasma und /oder an der Zelloberflache verschiedener Zellen beobachtet [27: 461,
Abhéangig von der Lokalisation werden verschiedene physiologische oder patholo-
gische Funktionen des Galektin-3 beschrieben 471,

Die intrazellulare Lokalisation des Galektin-3 ist vereinbar mit verschiedenen Ligan-
den des Proteins, die intrazellular identifiziert worden sind. Zu diesen Liganden ge-
hort das Bcl-2 (antiapoptotisches Protein) (48], Gemin 4 491, CBP 70 5% und das Zy-
tokeratin [5'l. Die ersten drei genannten Liganden sind wesentliche Faktoren bei der
Apoptose der Zellen.

Biochemische Untersuchungen haben gezeigt, dass Galektin-3 in zwei isoelektri-
schen Varianten vorkommt 52;

a) Im Zellkern lokalisiert als nichtphosphoryliertes Polypeptid.

b) Als phosphoryliertes Polypeptid (welches im Bereich des N-Endes, an der Ami-
nosaure Serin bindet). Dieses erscheint dann sowohl im Kern als auch im Zyto-
plasma 331,

-14 -



Die Phosphorylierung scheint eine wichtige Voraussetzung fur den Transport des
Proteins vom Kern in Richtung Zytoplasma zu sein. Fir die Phosphorylierung ist
das Enzym Casein Kinase | zustandig [*%.. Eine weitere wichtige Funktion der Phos-
phorylierung ist die Blockierung der G1 Phase des Zellzyklus [54].

In mehreren Studien wurde gezeigt, dass Galektin-3 eine wichtige Rolle in verschie-
denen biologischen Vorgangen spielt, wie beispielsweise bei der Zelladhasion, der
Zellproliferation und der Apoptose 5%, Es hat sowohl eine hemmende als auch eine
férdernde Wirkung auf die Zelladhasion. Der genaue Mechanismus ist allerdings

nicht bekannt.

Besondere Bedeutung haben diese Lektine im Zusammenhang mit malignen Tumo-
ren gewonnen. Eine pathologische Galektin-3 Expression wird im Zusammenhang
mit verschiedenen Tumorarten beschrieben. Dazu zahlen Melanome, Kolonkarzi-
nome, Mammakarzinome sowie Schilddriisenkarzinome 39 %6571 Lju et al. fanden
heraus, dass Galektin-3 die T-Zell Apoptose verhindern kann 351, Nach biochemi-
schen Studien ist die Phosphorylierung des Galektin-3 fiir die antiapoptotische Wir-
kung von Bedeutung. Der genaue Mechanismus ist auch hier unbekannt.

Sicher ist, dass das Bcl-2 Protein, welches in den Aminosdurensequenzen Ahnlich-
keit mit denen des Galektin-3 aufweist, an der Antiapoptose mitwirkt [°8l. Beide Pro-
teine weisen eine hohe Sequenz der Aminosauren Prolin, Glycin und Alanin am N-
Terminus, sowie ein NWGR Quartett am C-Terminus ®8l. Durch Anderung dieser

Aminosauresequenz am C-Terminus ist die antiapoptotische Wirkung aufgehoben
[39]

Zur Diagnostik der Schilddrisentumoren werden immunhistochemischen Untersu-
chungen zur Dignitatsbeurteilung herangezogen. Eines dieser Verfahren ist die Ga-
lektin-3 Immunhistochemie. Allerdings gibt es in den bisherigen Studien, die kleinere
Stichproben der unterschiedlichen Schilddriisenldsionen untersucht haben, wider-
sprichliche Ergebnisse. In unseren Untersuchungen wurde die Wertigkeit der Ga-
lektin-3 Expression an einem groBen Kollektiv aus 283 Lasionen der Schilddriise

untersucht.
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1.5 Zielstellung der Arbeit

In dieser Arbeit soll an einer insgesamt sehr groBBen Stichprobe von 283 Patienten
Galektin-3 als geeigneter immunhistochemischer Marker flir die Differenzierung von
malignen und benignen Schilddriisentumoren identifiziert werden. Folgende Fragen

sollen beantwortet werden:

a) Besitzt die Galektin-3 Expression eine ausreichende Spezifitat zur Unterschei-
dung zwischen malignen und benignen Schilddriisenlasionen?

b) Liefert die Galektin-3 Immunhistochemie zusatzliche Informationen zur Unter-
scheidung differenzierter und entdifferenzierter Schilddriisenkarzinome?

c) Kann die Galektin-3 Expressionsverteilung geeignet sein, um zwischen in der
Befundung schwierigen grenzwertig benignen und potentiell malignen Verande-
rungen zu unterscheiden?

d) Liefert ein Intensitatsscore der Galektin-3 Immunhistochemie zusétzliche Infor-

mationen und ist er zur Auswertung geeignet?
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2 Patienten, Materialien und Methoden

2.1 Patienten

Die vorliegende Studie umfasste 283 Patienten, die zwischen 1999 und 2002 ope-
riert wurden und dem Institut fir Pathologie und Neuropathologie des Universitats-
klinikums Essen zur konsiliarischen Begutachtung vorlagen. Im Kollektiv einge-
schlossen waren 216 Frauen und 67 Manner zwischen 9 und 89 Jahren (Mittelwert
48,7 Jahre). Diese umfassten 101 (35,7%) benigne Lasionen/Tumoren und 182
(64,3%) maligne Schilddriisentumoren. Fir die immunhistochemische Untersu-
chung lagen von allen Patienten Paraffinblécke vor. Eine Ubersicht liber Diagnosen
mit epidemiologischen Daten gibt Tabelle 2.

Tabelle 2: Epidemiologische Daten des Studienkollektives

Studienkollektiv [n] 283

m:w (m:f Ratio) 67:216 (1:3,2)

Lebensalter (MW SD) 48,7+ 15,4 Jahre

Benigne Schilddriisenlasionen/Tumoren [n] (%) 101 (35,7)

Maligne Schilddriisentumoren [n] (%) 182 (64,3)

TNM-Klassifikation [n] (%)

pT1 43 (23,6)
pT2 95 (52,2)
pT3 14 (7,7)
pT4 24 (13,2)
pTXx 6 (3,3)
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2.2 Materialien
2.2.1 Lésungen

Folgende Lésungen wurden zum immunhistochemischen Nachweis verwendet:

Tabelle 3: Verwendete Lésungen

Lésung Hersteller
DAKO Target Retrieval Solution pH 6,1 | Fa. DAKO  (Deutschland), Nr.
S1700/S1699
Protein Block Fa. Biogenex (Deutschland), Nr. HK
112-9K
Monoclonal PowerVision/AP Fa. ImmunoVision Techn. Co/ (Nieder-
lande)

NL Nr.DPVM-110 AP

DAKO-Waschpuffer Fa. DAKO (Deutschland)

Mayer's Hamalaun Fa. Merck  (Deutschland), Nr.
1.09249.2500

Immu-Mount Fa. Shandon (Deutschland) Cat.Nr.
9990402

Xylol

Alkoholarten:

* 100% Ethanol
*  90% Ethylalkohol
» 70% Ethylalkohol

2.2.2 Antikorper

FUr die immunhistochemische Untersuchung wurde der monoklonale Maus Antikdr-
per Galektin-3 (Klon 9C4; Fa. Novocastra, Nr. NCL-Gal-3 (GroBbritannien), Verdin-
nung 1:200; Verdinnungsmedium 0,5M NaCl) verwendet.
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2.2.3 Nachweissystem
Das Nachweissystem bestand aus

a) Monoclonaler PowerVision: Fa. ImmunoVision Techn. Co/NL, Nr. DPVM-10 AP

b) AP (manueller Ansatz):

Lésung 1:
18ml Aminomethylpropandiol-Puffer, 0,2mol | Fa. Merck Nr. 8.01464.0250
50ml Tris-Puffer pH 9,7 0,05 mol Fa. Merck Nr. 1.08382.1000
0,6g NaCl (0,15 mol) Fa. Merck Nr. 1.06404.1000
28mg Levamisole Fa. Sigma Nr. L-9756
Lésung 2:

35mg Naphthol AS-Bi-Phosphat (Sub- | Fa. Sigma Nr. N-2250
strat)

0,5mI DMF (Dimethylformamid) Fa. Merck Nr. 8.22275.1000
Lésung 3:

8 Tr. Neufuchsinlésung, 5% Fa. Chroma Nr. 1B467

20 Tr. Natriumnitritiésung 4% Fa. Sigma Nr. S-2252

Jede einzelne Lésung wurde manuell hergestellt. Dabei wurde Lésung 1 mit Lésung
3 gemischt und die Mischung mit Lésung 2 versetzt. Der pH-Wert des Lésungsge-
misches wurde auf pH=9,6 (Toleranzgrenze 0,01) eingestellt. Zur Einhaltung des
pH-Wertes erfolgte gegebenenfalls eine Titration mit HCI bzw. NaOH.
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2.3 Methoden
2.3.1 Herstellung der Schnittpraparate

Zunachst wurden von den Paraffinblécken 6 um dicke Leerschnitte mit Hilfe eines
Schlittenmikrotoms hergestellt und auf beschichtete Objekitrager aufgezogen. Die
Schnitte wurden anschlieBend im Warmeschrank flr eine halbe Stunde getrocknet.
Die Herstellung der Leerschnitte aus dem Paraffinblécken erfolgte von Mitarbeitern
der Pathologie des Universitatsklinikums Essen. Die Nachfolgenden Schritte zur Im-
munhistochemischen Aufarbeitung der Proben und die weiteren Analysen wurden

von mir durchgefihrt.

2.3.2 Entparaffinierung und Bewasserung

Zur Vorbereitung auf die Inkubation mit dem Primarantikérper erfolgte nach Entpa-
raffinierung (Inkubation der Schnitte fir mindestens 30 Minuten in Xylol) eine Be-
wasserung in einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 90%, 70%) flir jeweils eine

Minute. Die Schnitte wurden anschlieBend mit DAKO- Waschpuffer gesplilt.

2.3.3 Vorbehandlung (Hydrierung)

Eine hitzeinduzierte Vorbehandlung im Wasserbad erfolgte bei 97,5°C flir 40 Minu-
ten mit DAKO Target Retrieval Solution (pH=6,1). Bei Raumtemperatur kiihlten die
Schnitte 20 Minuten ab.

2.3.4 Inkubation mit Primarantikérper/enzymatische Reaktion

Im folgenden Schritt erfolgte die Antigendemaskierung und, um Stérfaktoren zu ver-
meiden, die Blockierung der endogenen Peroxidase mit H202 sowie die Inkubation

mit dem Primarantikdrper.
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Die Schnitte wurden nach einem intensiven Waschschritt (in frischem Puffer ca. 7
Minuten) in feuchte Kammern (Petrischalen mit Aqua dest. getranktem Filterpapier)
gelegt und 24 Stunden bei 4°C mit dem Galektin-3 Antikérper (Verdinnung 1:200)
inkubiert. Wichtig dabei war, dass die Schnitte nicht austrocknen, weder bei der Vor-

bereitung noch wahrend der Inkubation.

Bei Raumtemperatur fir 60 Minuten erfolgte dann die Inkubation mit dem Nach-
weissystem, zunachst mit dem PowerVision, dann fir weitere 20 Minuten im AP-
Ansatz. Nach entsprechenden Spulschritten erfolgte eine Kernfarbung mit Mayer's
Hamalaun einschlieBlich Blauung mit warmen Leitungswasser. Die Abstoppung der
Reaktion erfolgte durch erneutes Spllen mit kaltem Leitungswasser, worin die
Schnitte bis zur Eindeckung verblieben. Die Schnitte wurden abschlieBend mit Im-

muMount luftblasenfrei eingedeckt.

2.3.5 Prinzip der Immunhistochemie

Die Grundlage der Immunhistochemie ist die Antigen-Antikdrperreaktion. Es wird
die Spezifitat von Antikérpern genutzt, um die Verteilung der Antigene z. B. am his-
tologischen Schnitt sichtbar zu machen. Dazu werden spezielle, an den Antikdrper
gekoppelte Farbstoffe verwendet. Die Antikérper sind EiweiBkérper, die zur Immun-
globulinfraktion gehéren und mit den Antigenen Immunkomplexe bilden. Zu unter-
scheiden ist zwischen monoklonalen (eine bestimmte Plasmazell-Linie produziert
Antikérper, die nur mit einem bestimmten Epitop des Antigens reagieren) und po-
lyklonale Antikérper (Antikérper verschiedener Plasmazellen binden an verschie-

dene Epitope eines Antigens).

Die immunhistochemischen Untersuchungen der Paraffinschnitte umfassen a) die
Entparaffinierung (mindestens 20 Minuten in Xylol), b) die Rehydrierung in der ab-
steigenden Alkoholreihe und c) die enzymatische Vorbehandlung (hitzeinduziert,
durch Enzyme sowie die kombinierte Methode). Die Vorbehandlung dient der Iden-
tifizierung des Antigens durch den Antikérper. Wahrend der Fixierung der Praparate,
die meistens mit Formalin durchgefiihrt wird, entstehen Aldehydvernetzungen, die
die Bindung des Antikérpers verhindern. Durch die Fixierung kann die Struktur des
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Antikérpers verandert werden. Die endogene Enzymaktivitat, die trotz Fixierung und
Einbettung nicht véllig zerstort ist, muss ebenfalls ausgeschaltet werden. Als Bei-
spiel sind die Peroxidase und die alkalische Phosphatase zu nennen. Diese kénnen
durch Hitzedemaskierung (alkalische Phosphatase) und Inkubation des Praparates
mit Wasserstoffperoxid (Peroxidase) eliminiert werden. Im nachsten Schritt wird der
Primarantikdrper aufgetragen, gegebenenfalls erfolgt anschlieBend das Auftragen

des Sekundérantikérpers.

Die Antigen-Antikdrper-Reaktion wird durch spezielle, an den Antikérper gekoppelte
Farbstoffe sichtbar gemacht. Dabei unterscheidet man drei verschiedene Metho-

den:

a) Direkte Methode: der spezifische Antikérper ist chemisch direkt mit einem Flu-
orochrom oder Markerenzym verbunden.

b) Indirekte Methode: ein spezifischer jedoch unkonjugierter Primarantikérper
bindet an das Antigen der Probe. Im n&chsten Schritt gibt man einen an ein
Enzym gekoppelten, so genannten Sekundarantikbrper zum bereits gebunde-
nen Primarantikdrper hinzu. Dieser richtet sich gegen den Priméarantikbrper
und nach Zugabe eines Substrates wird die Reaktion sichtbar gemacht.

c) Doppeltindirekte Methode: ein zuséatzlicher konjugierter Antikbper (Tertiar), der
gegen den Sekundarantikdrper gerichtet ist, wird eingesetzt. Diese Methode
wird zur Signalverstarkung genutzt (PAP/APAAP Methode). Diese Methode
hat ihren Namen vom Peroxidase-Anti-Peroxidase bzw. Alkalische-Phospha-
tase-Anti-Alkalische-Phosphatase-Komplex, der hier nach dem Sekundaranti-
kérper aufgetragen wird. Hier bindet der Primarantikbrper an das Antigen, ge-
folgt von einem Brlckenantikérper und PAP-Komplex. Diese Methode zeigt
eine erhdhte Sensitivitat und geringere Hintergrundfarbung. Es muss jedoch
bei dieser Methode sichergestellt sein, dass die endogene Peroxidase der

Probe vollstandig unterdrickt wird.

Das Antigen wurde in dieser Arbeit mittels der indirekten Methode nachgewiesen.
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2.3.6 Auswertung der Schnittpraparate

Bezlglich der Auswertung von IHC - Studien existieren so gut wie keine Scoring-
systeme. Bartolazzi et al. beschrieben einen Score, der sich jedoch in der wissen-
schaftlichen Literatur nicht durchgesetzt hat %l Dieser ist insgesamt sehr Komplex
und in der Praxis zu aufwandig einsetzbar. Wir modifizierten einen von Weber und

Herrmann beschriebenen Score, der wesentlich gréber in seiner Detektion aber in

der Praxis leichter anwendbar ist [60. 611,

Bei der Auswertung der immunhistochemischen Praparate wurde ein Score von 0

bis 3 verwendet.

Tabelle 4 Immunhistochemischer Auswertungsscore

Score Galektin-3 Expression in drei mikroskopischen Blickfeldern [Pro-
zentualer Anteil positiver Zellen]
0 Keine
1 5% - 30%
2 31% - 80%
3 > 80%

Zur Bestimmung der Scores wurden jeweils drei mikroskopische Blickfelder ausge-
wertet. Beurteilt wurde die Anfarbung des Cytoplasmas der Zelle. Die Auswertung

erfolgte am Lichtmikroskop (Olympus BX50) bei 400-facher VergréBerung.
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Abbildung 7: Galektin-3-Expression im Zytoplasma der Tumorzelle eines papillaren
Schilddriisenkarzinom (Beispielabbildung)

2.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms SPSS Statistics for
Windows, Version 19 (IBM Corp, Armonk NY, USA) und des freien Programms R (R
Core Team, A language and environment for statistical computing (2018); R Foun-
dation for Statistical Computing Vienna, Austria, URL https://www.R-projekt.org/).

Bei der Arbeit handelt es sich um eine explorative diagnostische Beobachtungsstu-
die. Das Testergebnis der Galektin-3 Expression wurde dichotom in negativ (Score
0) und in positiv (Score 1-3) unterteilt. Im Fokus steht eine Unterscheidung von be-
nignen und malignen Schilddriisenknoten anhand der Galektin-3 Expression.

Die Ergebnisse werden deskriptiv in Tabellen (Haufigkeiten/Anteile) und graphisch
in Mosaikplots wiedergegeben. Die Darstellung in Mosaikplots wurde genutzt, da
sie die Zusammenhange von Kontingenztafeln besser unterstitzten und wissen-

schaftlich mittlerweile anerkannt sind(62. 631,
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Eine entsprechende Assoziation wird mit der Chiquadrat-Statistik (bei geringen Fall-
zahlen auch mit einem exakten Test) bewertet. Ein p-Wert <0,05 wird als statistisch

signifikanter Hinweis auf einen Zusammenhang gewertet.

Die Giite einer diagnostischen Differenzierung verschiedener Faktoren mit Hilfe der
Galektin-3 Expression wird durch die Schatzung von Sensitivitat und Spezifitat (in-
klusive des 95%-Konfidenzintervalls) untersucht, das hei3t den Anteil richtig positi-
ver oder richtig negativer Zuordnungen. Zusammenfassend wird auch der posi-
tive/negative Likelihood Quotient (LR*/ LR’) bestimmt, der einen jeweiligen
Informationsgewinn durch die Galektin-3 Expression/Nichtexpression erfasst. Ein
signifikantes Ergebnis liegt vor, wenn das 95%-Konfidenzintervall den Wert 1 nicht

enthalt.

2.5 Ethikvotum

Die Ethikkommission der Universitat zu Libeck hat flr die Arbeit ein nachtragliches
Unbedenklichkeitsvotum ausgestellt. Angesichts der Entstehungsgeschichte dieser
Dissertation war dies nicht anders méglich. Die Dissertation wurde bereits am Uni-
versitatsklinikum Essen angefertigt und beendet. Der damalige Doktorvater hat je-
doch kein weiteres Interesse an der Arbeit und am Abschluss des Promotionsver-
fahrens gezeigt. Sodass nach Einholung der Freigabe die Suche nach einem
anderen Doktorvater erfolgen konnte. Da die Dissertation jedoch schon fertiggestellt
war und ein Ethikvotum nicht méglich ist, wurde ein Unbedenklichkeitsvotum aus-

gestellt.
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3 Ergebnisse

In einer Vielzahl der ausgewerteten Untergruppen findet sich nur eine sehr kleine
StichprobengréBe. Deren statistische Auswertung ist nur begrenzt sinnvoll, da
selbst aus signifikanten Unterschieden nur mit gréBter Zurlckhaltung klinische
Rlckschlisse gezogen werden sollten. Diese kleinen Gruppen werden somit nur
deskriptiv ausgewertet. Zur Reduzierung der Redundanzen zwischen Mosaikgra-
phiken und Tabellen aber auch, um die Lesbarkeit der Auswertung zu erleichtern,
wird ein Tabellenanhang eingeflhrt. Hier werden tabellarisch sowohl die ausgewer-
teten Kleingruppen als auch die zu den jeweiligen Mosaikgraphiken gehérenden
zahlenmaBigen Ergebnisse detailliert aufgefihrt.

3.1 Galektin-3 Expression im Gesamtkollektiv

Das ausgewertete Studienkollektiv umfasst 283 Schilddriisentumoren, von denen
101/283 (35,7%) benigne Lasionen/Schilddrisentumoren und 182/283 (64,3%) den
malignen Tumoren zuzuordnen sind. Eine Ubersicht der Entitaten mit Ergebnissen
der Galektin-3 Expression gibt Tabelle 5.
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Tabelle 5: Galektin-3 Expression der Schilddriisentumore (n=283)

L . Galektin-3 Galektin-3
Dignitat Entitat . ]
positiv negativ 2
Adenom 29 55
benigne Hyperplast. Knoten 11
Tumoren M. Basedow 1
[n=101] Hashimoto-Thyreoiditis 1
Thyreoiditis de Quervain 1
[n] 32 69
PTC
76 26
FTC
26 28
MTC
maligne 3 3
PDTC
Tumoren 8 3
ATC
[n=182] _ 4 2
Angiosarkom 1 0
Mukoepidermoidkar- 0 0
zinom
[n] 120 62
Gesamt [n]
) n=283 (100) 152 (53.7) 131 (46.3)

' alle positive Galektin-3 Expressionen unabhangig vom Score 1-3 ; 2 alle Tumore ohne Galektin-3 Expression (Score 0)

3.2 Galektin-3 Expression in Adenomen

Die Adenome bilden mit 84/101 Tumoren (83,2%) den gréBten Anteil der benignen
Lasionen der Schilddrise. Es folgen hyperplastische Knoten (14/101; 13,9%) und
Entzindungen (M. Basedow, Autoimmunthyreoiditis vom Typ Hashimoto und Thy-
reoiditis de Quervain) mit lediglich 3/101 (3%).

Zunachst erfolgt die Beurteilung der Adenome ohne Berlicksichtigung der verschie-
denen Wachstumsformen. In den 84 untersuchten Adenomen sind 55 (65,5%) Ga-
lektin-3 negativ. Weitere 16 (19,0%) zeigen eine leichte Anfarbung (Score von 1),
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10 Adenome (11,9%) lassen sich mit einem Score von 2 beurteilen. Lediglich drei
Adenome (3,6%) reagieren deutlich auf Galektin-3 mit einem Score von 3.

AnschlieBend wird das Farbeverhalten der Adenome auf Galektin-3 unter Berlick-
sichtigung der histologischen Wachstumsformen bewertet. Hier kdnnen 56/84
(66,7%) nicht-oxyphile (nicht onkozytare) bzw. 28/84 (33,3%) oxyphile (onkozytare)

Tumoren unterschieden werden (Abbildung 8).

Gal 3 + Gal_3 -

oxyphil

nicht oxyphil

Abbildung 8: Galektin-3 Expression in den oxyphilen (n=28) und nicht oxyphilen (n=56) Adenomen

Von den 28 oxyphilen (onkozytéaren) Adenomen zeigen 17 Falle (60,7%) kein Anféar-
bung auf Galektin-3. Weitere 6 Falle (21,4%) weisen einen Score von 1 und 5 Falle

(17,9%) haben eine Positivitat mit einem Score von 2.
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Von den 56 nicht-oxyphilen (nicht onkozytaren) Adenomen sind 38 (67,9%) negativ
auf Galektin-3. Weitere Sieben (12,5%) zeigen einen Score von 1. Ein Score von 2
wird bei acht Adenomen bestimmt (14,2%) und ein Score von 3 lediglich bei drei
Adenomen (5,4%).

Stellt man die oxyphilen den nicht-oxyphilen Adenomen gegenulber, dann findet sich
kein signifikanter Unterschied der Galektin-3 Expression (p=0,685). Die Sensitivitat
betragt 0,39 (95% Konfidenzintervall: 0,22-0,39). Dies bedeutet, dass nur 39% der
oxyphilen (onkozytéren) Adenome Uber die Galektin-3 Immunhistochemie richtig er-
kannt werden. Die Spezifitat betragt 0,68 (95%-Konfidenzintervall: 0,54-0,80). Das
bedeutet, dass nur 68% der nicht-oxyphilen Adenome richtig erkannt werden. Damit
ist kein diagnostischer Gewinn durch die Galektin-3 Immunhistochemie gegeben
(LR*=1,22; 95%-Konfidenzintervall 0,67-2,22) (Tabelle 1 im Tabellenanhang).

3.3 Expressionsscore von Galektin-3 im Vergleich von differenzierten und

sonstigen Karzinomen

Das PTC stellt die Gruppe mit den am haufigsten Galektin-3 positiven Tumoren
(76/102; 74,5%) gefolgt von PDTC (72,7%) und ATC (66,7%) dar. In MTC wird Ga-
lektin-3 zu 50% exprimiert. Bei den FTC wird Galektin-3 in 26/54 (48,1%) exprimiert.

Die seltenen Tumoren zeigen eine 100%ige Positivitat fir Galektin-3. Aufgrund der
geringen Anzahl ist keine valide Aussage mdglich. Sie werden hier nur zur Vollstan-
digkeit erwahnt.

PTC

Bei den papillaren Schilddrisenkarzinomen zeigen 47/102 (46,1%) eine ausge-
pragte Reaktion auf Galektin-3 mit einem Score von 3. In 25/102 (24,5%) werden
die Expression mit dem Score 2 bewertet. Weitere 4/102 (3,9%) zeigen nur noch

eine leichte Expression (Score=1).

-29



FTC

Insgesamt sind 26/54 FTC als Galektin-3 positiv beurteilt. Die Galektin-3 positiven
Reaktionen der follikularen Schilddriisenkarzinome teilt sich wie folgt auf: 16/26
(61,5%) Score von 1, 8/26 (30,8%) Score von 2 und nur 2/26 (7,7%) mit einem
Score von 3.

Gering differenzierte/undifferenzierte Karzinome

Insgesamt 17 Karzinome fallen in diese Gruppe. Zu dieser Gruppe der Karzinome
gehdren die insuldren und anaplastischen Schilddriisenkarzinome. In der Auswer-
tung zeigt sich in einem GroBteil der Tumorzellen in PDTC (8/11; 72,7%) und ATC
(4/6; 66,7%) eine nicht signifikante positive Galektin-3 Expression.

Von den 11 untersuchten insularen Karzinome reagieren 8/11 (72,7%) positiv auf
Galektin-3. Darunter 1/8 (12,5%) mit leichter Reaktion und somit einem Score von
1 und 7/8 (87,5%) mit einem Score von 2.

In der geringen Zahl anaplastischer Karzinome zeigt 1/4 (25%) eine Reaktion mit
einem Score von 1. Ein weiteres (25%) einen Score von 2 und 2/4 (50%) einen

Score von 3.

MTC

Die Studie umfasst sechs sporadische MTC. Hier zeigen 50% der Zellen eine Ga-

lektin-3 Positivitat mit einem Score von 2.
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3.4 Vergleich der Galektin-3 Expression zwischen differenzierten und sonsti-
gen Karzinomen

Aus den 156 differenzierten Schilddriisenkarzinomen (PTC und FTC) sind 54 Falle
Galektin-3 negativ (34,6%) und 102 Falle Galektin-3 positiv (65,4%). Von den 26
dbrigen/sonstigen untersuchten Karzinomen, sind acht (30,8%) Galektin-3 negativ
und 18 (69,2%) mit leichter Reaktion auf Galektin-3. Somit besteht keine Signifikanz
(p=0.873) bezlglich Galektin-3 Expression in differenzierte vs. sonstige Karzinome
(Abbildung 9; Tabelle 3 im Tabellenanhang).

Gal_3+ Gal_3-

PTC/FTC

andere

Abbildung 9: Vergleich der Galektin-3 Expression in differenzierten (n=156) und sonstigen Kar-

zinomen (n=26)
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3.5 Vergleich der Expression Gelektin-3 in PTC im Vergleich zu anderen
Schilddriisenkarzinomen

Die papillaren Karzinome stellen mit 102/182 in der Untergruppe der malignen Tu-
moren die gréBte Entitat dar. Von den 102 papillaren Schilddriisenkarzinomen aus
dem Untersuchungsgut, sind 76/102 (74,5%) positiv auf Galektin-3, wahrend bei
den sonstigen malignen Karzinomen 44/80 (55%) Galektin-3 positiv sind. Dieser
Unterschied ist mit p=0,009 signifikant. Daraus ergibt sich fir eine Galektin-3 posi-
tive Probe ein positiver pradiktiver Wert von 0.63 (95% Konfidenzintervall 0,54-0,72)
fir ein PTC (Abbildung 10).

Gal_3 + Gal_3 -

PTC

sonst. maligne

Abbildung 10: Vergleich der Galektin-3 Expression zwischen PTC (n=102) und den anderen
malignen Schilddriisentumoren (n=80)
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3.6 Galektin-3 Expression in den verschiedenen Varianten des PTC

Die drei haufigsten histomorphologischen Varianten (klassische bzw. konventio-
nelle, follikulare und groBzellige Variante) entfallen auf 97/102 PTCs. Dabei zeigt
die groBzellige gefolgt von klassischer und dann follikularer Variante den gréi3ten
Anteil Galektin-3 positiver Zellen (88,0%, 75,0%, 65,9%). Von der diffus sklerosie-
renden Variante und columnaren Variante werden lediglich finf Proben untersucht.
Hier exprimieren beide diffus sklerosierende Varianten Galektin-3. Wahrend in der
columnaren Variante zwei Galektin-3 positiv sind (Tabelle 6). Aufgrund der geringen

Fallzahlen ist eine statistische Auswertung wenig aussagekraftig.

Tabelle 6: Galektin-3 Expression in den unterschiedlichen Varianten des PTC

Variante
diffus
klassisch | follikular | groBzellig | sklerosie- | columnar | Gesamt
rend
negativ | Anzahl [n] 7 15 3 1 26
% innerhalb
25,0 34,1 12,0 33,4 25,5

der Variante

positiv Anzahl [n] 21 29 22 2 2 76

% innerhalb

] 75,0 65,9 88,0 100,0 66,6 74,5
der Variante
Anzahl [n] 28 44 25 2 3 102
Gesamt
% innerhalb
100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

der Variante
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3.7 Expression von Galektin-3 in den unterschiedlichen Tumorstadien des
PTC

Im Hinblick auf die Expression in Zusammenhang zum Tumorstadium des PTC zeigt
sich eine Positivitat zwischen 67,4% flir pT2- und 100% flr pT4-Tumoren ohne Sig-
nifikanz far fortgeschrittene Tumorstadien (Tabelle 5 im Tabellenanhang). Die tber-
wiegende Anzahl (7/12; 58,3%) der organiberschreitenden Tumoren (nach der
TNM-Klassifikation von 1997) entspricht der groB3zelligen Variante in pT4-Tumoren
(Abbildung 11 und Tabelle 5 im Tabellenanhang).

Auch hier muss auf der Basis der geringen Fallzahlen je Tumorstadium darauf hin-
gewiesen werden, dass eine weitere statistische Auswertung mit der notwendigen

Kritik bewertet werden.

Tabelle 7: Paarweiser Vergleich der einzelnen Tumorstadien (p-Werte)

pT1 pT2 pT3 pT4
pT2 0,605 - . .
pT3 1,000 1,000 - -
pT4 0,131 0,056 0,551 -
pTX 1,000 1,000 1,000 0,438
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Abbildung 11: Expression von Galektin-3 in den unterschiedlichen Tumorstadien des PTC
(n=102)
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3.8 Expression von Galektin-3 im FTC

Die zweitgréBte Gruppe (n=54) der untersuchten Malignome sind follikulare Schild-
drisenkarzinome. Unter den insgesamt 54 FTCs erflllen 43 (79,6%) die Kriterien
eines minimal- und 11 (20,4%) die eines breit-invasiven FTC. Die Galektin-3 Ex-
pression zeigt in beiden Gruppen jedoch keinen signifikanten Unterschied (Abbil-
dung 12). Auch hinsichtlich der histomorphologischen Einteilung in onkozytére bzw.
nicht-onkozytare Tumoren ist kein signifikanter Unterschied in der Proteinexpres-
sion zu erkennen, allerdings sind die onkozytaren Tumoren zu einem gréBeren An-
teil Galektin-3 positiv als die nicht-onkozytaren Tumoren (66,7% gegenlber 38,9%).
Von den 54 FTCs sind 18 oxyphil und 36 nicht-oxyphil. Von den 18 oxyphilen sind
12 (66,7%) Galektin-3 positiv und von den 36 nicht oxyphilen sind 14 (38,9%) Ga-
lektin-3 positiv (siehe Tabelle 7 im Tabellenanhang).
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Abbildung 12: Expression von Galektin-3 im minimal-invasiven und breit-invasiven FTC
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3.9 Expression von Galektin-3 in Abhéngigkeit vom Tumorstadium des FTC

Die Expression von Galektin-3 ist in den Tumorstadien sehr uniform. Durchschnitt-
lich 50% der FTC exprimieren in den einzelnen TNM-Stadien Galektin-3 (Tabelle 8).
Somit lasst sich keine Abhangigkeit der Expression vom Tumorstadium nachweisen.
Einschrankend muss auch hier erwahnt werden, dass eine weitere statistische Aus-
wertung aufgrund der kleinen StichprobengréBe vor allem in den héheren Tumorsta-

dien keinen Zugewinn bringt.

Tabelle 8: Expression von Galektin-3 in Abhangigkeit vom Tumorstadium des FTC

Tumorstadium
Ge-
pT1 pT2 pT3 pT4
samt
Score negativ | Anzahl [n] 1 22 3 2 28
% innerhalb des
50,0 52,4 50,0 50,0
Stadiums
Anzahl [n] 1 20 3 2 26
positiv | % innerhalb des
50,0 47,6 50,0 50,0
Stadiums
Gesamt Anzahl [n] 2 42 6 4 54
% innerhalb des
. 100,0 100,0 100,0 | 100,0
Stadiums

Eine wesentliche Bedeutung kdme der Galektin-3 Expression in der Unterscheidung
zwischen benignen und grenzwertig malignen L&sionen der Schilddrise zu. Hier
bestehen bei der Beurteilung von Biopsien der Schilddriise die gréBten Unsicher-

heiten.
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3.10 Vergleich der Galektin-3 Expression zwischen Adenomen und differen-
zierten Karzinomen der Schilddriise

Von den 156 differenzierten Schilddriisenkarzinomen sind 102 positiv auf Galektin-
3 (65,4%) wohingegen von den 84 Adenomen lediglich 29 (34,5%) eine Galektin-3
Positivitat aufweisen. Eine Signifikanz, mit p<0,001, ist bei dem Vergleich der 156
differenzierten Schilddriisenkarzinomen (PTC und FTC) und 84 Adenome, zu er-
kennen (Abbildung 13). Die Sensitivitat betragt 0,65 (95% Konfidenzintervall 0,57-
0,73). Die Spezifitat betragt ebenfalls 0,65 (95% Konfidenzintervall 0,54-0,76). Der
positive pradiktive Wert, dass ein Galektin-3 positiver Befund ein differenziertes Kar-
zinom ist, betragt 0,78 (95% Konfidenzintervall 0,70-0,85).
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Abbildung 13: Vergleich der Expression von Galektin-3 in Adenomen und differenzierten Schild-

drisenkarzinomen
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3.11 Vergleich der Galektin-3 Expression zur Unterscheidung der follikuldren
Variante des PTC zum follikularen Adenom

Ausgesprochen schwierig kann die histologische Unterscheidung zwischen der fol-
likularen Variante eines PTC und einem follikularen Adenom sein 4. Von den 44
follikularen PTCs sind 29 (65,9%) Galektin-3 positiv. Im Vergleich dazu zeigen je-
doch nur 29/84 follikularen Adenomen eine Galektin-3 Positivitat (43,5%) (Abbildung
14). Hier findet sich somit ein signifikanter Unterschied in der Expression von Ga-
lektin-3 (p=0,0014). Die Sensitivitat ware 0,35 (95% Konfidenzintervall 0,24-0,46).
Die Spezifitat 1age bei 0,34 (95% Konfidenzintervall 0,20-0,50). Somit besteht bei
einer Galektin-3 positiven Probe eine klinische Wahrscheinlichkeit (positiver pradik-
tiver Wert), dass es sich um ein follikulares PTC handelt von 0,5 (95% Konfidenzin-
tervall 0,37-0,63) (Tabelle 11 im Tabellenanhang).

Gal_3 + Gal_3-
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Abbildung 14: Vergleich der Expression von Galektin-3 in der follikuldren Variante des PTC

zum follikularen Adenom
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3.12 Vergleich der Galektin-3 Expression von klassischem PTC versus
papillarer Hyperplasie

Die differenzialdiagnostische Abgrenzung von PTC und Knoten mit prominenter pa-
pillarer Hyperplasie oder komplett hyperplastischen Knoten kann in der konventio-
nellen Histologie insbesondere fiir die klassische Variante eines PTC schwierig sein
(121, Von den 28 untersuchten klassischen Varianten des PTC zeigen 21 (87,5%)
eine Galektin-3 Expression. Im Vergleich dazu sind von 14 papillaren Hyperplasien
nur drei Galektin-3 positiv (21,4%, p=0,0022) (Abbildung 15). Hieraus ergibt sich
eine Sensitivitat von 0,75 (95% Konfidenzintervall 0,55-0,89) und eine Spezifitat von
0,79 (95% Konfidenzintervall 0,49-0,95). Das bedeutet, dass nur 75% der Galektin-
3 positiven Proben als papillares PTC erkannt werden. Ein Galektin-3 positiver Be-
fund ist mit einer Wahrscheinlichkeit von 88% ein klassisches PTC. Ein Galektin
negativer Befund ist mit 61% Wahrscheinlichkeit eine papillare Hyperplasie. Der po-
sitive pradiktive Wert betragt somit 0,88 (95% Konfidenzintervall 0,68-0,97) (Tabelle
12 im Tabellenanhang).
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Abbildung 15: Vergleich der Expression von Galektin-3 im klassischen PTC versus papillarer Hyper-
plasie
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3.13 Galektin-3 Expression in FTCs im Vergleich zu Adenomen

Von insgesamt 84 Adenomen zeigen 29 (34,5%) eine Galektin-3 Expression, wah-
rend in der Gruppe der FTC 26/54 (48,1%) positiv sind (Abbildung 16). Hier lasst
sich kein signifikanter Unterschied nachweisen (p=0,1534). Auch in der Unterteilung
onkozytare — nicht onkozytare Tumoren zeigt die Galektin-3 Proteinexpression im
Vergleich zwischen Adenomen und FTC kein signifikantes Ergebnis. Der positiv pra-
diktive Wert betragt 0,47 (95% Konfidenzintervall 0,34-0,61). Somit bringt die Im-
munhistochemie mit Galektin-3 fiir die Unterscheidung dieser Entitdten keine zu-
satzliche Sicherheit (Tabelle 13 im Tabellenanhang).
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Abbildung 16: Vergleich der Expression von Galektin-3 im FTC versus Adenom
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3.14 Galektin-3 Expression in follikularen Schilddrisentumoren mit
zunehmender Entdifferenzierung

Bei von den Follikelepithelzellen ausgehenden Tumoren (n=277) nimmt der Antell
Galektin-3 positiver Zellen mit zunehmender Dedifferenzierung zu. In den benignen
Lasionen betragt der Anteil 32/101 (31,7%), in den differenzierten Schilddriisenkar-
zinomen (PTC und FTC) 102/156 (65,4%) und ein gering differenzierten bzw. ana-
plastischen Schilddriisenkarzinomen bereits 12/17 (70,6%) (Abbildung 17). Es be-
stehen signifikante Unterschiede in der Expression zwischen benignen und
differenzierten Lasionen (p<0,001) und zwischen benignen und undifferenzierten
differenzierten Lasionen (p=0,0051). Ein signifikanter Unterschied in der Galektin-3
Expression zwischen differenzierten und undifferenzierten Karzinomen Iasst sich

nicht nachweisen (p=0,8726) (Tabelle 15 im Tabellenanhang).
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Abbildung 17: Vergleich der Galektin-3 Expression zwischen benignen, differenzierten und undiffe-
renzierten Karzinomen
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4 Diskussion

Die hohe Inzidenz von Schilddriisenknoten in der adulten Bevdlkerung (19% - 65%)
und die relative geringe Pravalenz von Schilddrisenmalignomen (10% - 15%) er-
schweren die praoperative Diagnostik von Schilddriisenkarzinomen sehr 5], Eine
sichere praoperative Diagnostik ist wichtig, um unnétige operative Eingriffe zu ver-
meiden, aber auch maligne Tumoren friihzeitig zu detektieren (66671,

Die praoperative Charakterisierung von Schilddriisenknoten umfasst: klinische Pa-
rameter, den Schilddriisenultraschall, die Szintigraphie und - letztlich am wichtigsten
- die Feinnadelbiopsie (FNA) [68l. Letztere hat jedoch zwei wesentliche Limitierun-

gen:

a) Die Gewinnung reprasentativen Materials. Dies kann durch einen versierten Zy-
tologen, der die FNA sonographiegestitzt durchflihrt, optimiert werden.

b) Die Unterscheidung zwischen benignen follikularen Schilddrisenknoten (Hyper-
plasie und Adenom) und einem Malignom mit einer follikularen Architektur (folli-
kullares Karzinom, onkozystisches follikulares Karzinom oder die follikulare Va-
riante eines papillaren Karzinoms (relevant in 15% - 30% der Falle) 69 70],

Bedingt durch die Gberlappende Morphologie der follikularen Schilddriisenknoten ist

diese Aufgabe zytologisch in der Praxis faktisch nicht Iosbar [/,

Als ein Ergebnis dieser Situation wird Patienten mit einem zytologisch unsicheren
Befund die Operation der Schilddriise empfohlen. Dies geschieht mehr fir die Si-
cherung der Diagnose denn aus wirklich therapeutischer Notwendigkeit. In der end-
gultigen Histologie werden zwischen 85% und 90% dieser Lasionen als benigne
Tumoren klassifiziert, so dass eine groBe Anzahl an Patienten Ubertherapiert wird

[72-74]  Dies ist auch in Deutschland ein nicht zu unterschatzendes Problem [73],

Immunhistochemische Untersuchungen oder molekulare Marker in vitro sind ein
mdgliches diagnostisches Instrument. Unter den immunhistochemischen Markern
ist Galektin-3 gegenwartig mit am meisten untersucht und hat méglicherweise mit
das groBte diagnostische Potential [76 771,
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Die biologische Relevanz der Galektin-3 Expression in maligne transformierten

Schilddriisenzellen wurde bereits bewiesen 711, Der préoperative Einsatz in der Di-

agnostik von Schilddrisenknoten folgt der biologischen Rationale:

a)

Galektin-3 wird physiologischerweise nicht im Zytoplasma von Follikelzellen der
Schilddrise exprimiert [7: 78], Galektin-3 ist vorwiegend im Zellkern nachweisbar.
Der gesteigerte Nachweis von Galektin-3 im Zytoplasma ist vergesellschaftet mit
einem gesteigerten Zellwachstum und einer erhéhten Invasivitat der Zellen. Der
zytosolische Nachweis der Galektin-3 Expression hat eine kritische Bedeutung
fur die gesamte Galektin-3 Testmethode 36 711,

Die gesteigerte Expression von Galektin-3 z.B. Uber Galektin-3 cDNA Transfek-
tion hat einen transformierten Phanotyp zur Folge. Umgekehrt flihrt die Inhibie-
rung der Galektin-3 zu einer Umkehrung dieses Phanotyps in verschiedenen Tu-

mormodellen in vitro 5% 791,

Aberante Expression von Galektin-3 in thyreoidalen Zellen blockiert das Apopto-
seprogramm. Die blockierte Apoptose ist ein Mechanismus, der die Entstehung

von Malignomen fordert [48 771,

Galektin-3 ist ein physiologisches Ziel der p53-Transkriptionsaktivitat. Die p53
getriggerte Herunterregulierung von Galektin-3 ist fir die p53-induzierte
Apoptose notwendig [89,

Die wissenschaftliche Literatur hat gezeigt, dass gut differenzierte Schilddriisen-
karzinome unterschiedlich Galektin-3 exprimieren; gesundes Schilddriisenge-

webe bzw. gutartige proliferative Veranderungen der Schilddriise eher selten 1811,

In den existierenden Studien zeigt die Galektin-3 Expression einen weiten Schwan-

kungsbereich bei der Expression. Bartolazzi et al. hatten in einer groBen Multizen-

terstudie eine Sensitivitat von 99% und eine Spezifitat von 98% fir die Galektin-3

Expression Uber alle Schilddriisenkarzinome berechnet 5%, Diese hohen Werte wur-

den bisher in keiner weiteren Studie bestatigt.

In der hier vorliegenden Untersuchung werden 283 Gewebeproben von der gleichen

Anzahl von Patienten von Schilddriisengewebe histologisch untersucht. Dabei
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handelt es sich um 101 benigne und 182 maligne Gewebsveranderungen. Das ist
nach dem gegenwartigen Stand der Literatur die gréBte im deutschsprachigen

Raum untersuchte Stichprobe.

Eine sichere Unterscheidung zwischen benigne und maligne transformierten thy-
reoidalen Zellen wirde voraussetzen, dass im Zytoplasma der Ersteren kein Nach-
weis von Galektin-3 mdglich ist. In unserer Studie zeigen von den reinen Adenomen
jedoch 29 von 84 untersuchten Adenomen eine zytoplasmatische Positivitat auf Ga-
lektin-3. Diese Rate von 34,5% ist fir eine Unterscheidung zwischen benigner und
maligner Lasion recht hoch. Sie korreliert jedoch mit anderen Studien, in der Ade-
nome in histologischen Schnitten eine Galektin-3 Positivitat von 25% - 30% nach-
weisen [57:82.83] Die Positivitat des Zytoplasmas in unseren Farbungen wurde sicher
Uberprift, so dass eine falsch-positive Beurteilung Uber zellkernnahe Expression
des Galektin-3 ausgeschlossen werden kann. Auch falsch-positive Reaktionen Uiber
Fehler im Detektionssystem scheiden mit hoher Wahrscheinlichkeit aus.

Zytologische Praparate des oxyphilen (onkozytaren) Adenoms sind oft zellreich und
enthalten mehr als 90% Onkozyten. Oxyphile Adenome besitzen groBe Zellen mit
volumindésem Zytoplasma. Man findet haufig eine Mehrkernigkeit und grof3e promi-
nente Nucleolen. Die Beurteilung der Malignitét ist sowohl histologisch als auch zy-
tologisch schwierig. Einerseits kdnnen die Tumoren mit und ohne Zellatypien einen
malignen Verlauf zeigen. Auf der anderen Seite sind starke Zellatypien nicht bewei-
send fur einen malignen Tumor. In der Unterscheidung von oxyphilen und nicht oxy-
philen Adenomen liefert die Galektin-3 Immunhistochemie keinen Zugewinn an In-
formationen. Nur 68% der oxyphilen Adenome werden richtig erkannt. Der
Unterschied im Anteil der Galektin-3 positiven Zellen ist nicht signifikant unter-
schiedlich. Da es im Untersuchungsgut keine oxyphilen Karzinome gibt, kénnen
keine Aussagen zur Unterscheidung oxyphiles Karzinom versus oxyphiles Adenom

getroffen werden.

Far das PTC existieren wenige Ergebnisse bezliglich der Galektin-3 Expression. Es
scheint so zu sein, dass in Asien mit 0,9% - 2,0% die Rate an Galektin negativen
PTCs deutlich niedriger ist als in der europaischen Population. Hier liegt die Rate
negativer PTCs zwischen 10% und 50%. Fir Deutschland kann hier mit 102 unter-

suchten PTCs die erste gréBere Auswertung vorgelegt werden. Der Anteil von
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Galektin-3 negativen PTCs (Uber alle Subentitaten) liegt hier bei 25,5% und damit
im Mittelfeld aller bisher publizierten Studienl’l.

Untergliedert man die PTC in klassische (n=28), follikulare (n=44) und groB3zellige
(n=25) Varianten, dann findet sich die héchste Expression von Galektin-3 in der
groBzelligen Variante (88% positiv), gefolgt von der klassischen Variante (75% po-
sitiv). Bei der follikularen Variante fallt der Anteil der positiven Proben schon auf 66%
ab. Die wissenschaftliche Literatur ist fir diese ausfihrliche Untergruppenbildung
sehr rar. In den wenigen Studien, die einzelne Untergruppen untersucht haben, liegt
die Galektin-3 Positivitat fir die klassische Variante des PTC zwischen 82% und
100%. Fr die follikulare Variante des PTC liegt der Schwankungsbereich noch wei-
ter zwischen 33% und 100%. Somit stimmen die hier gemessenen Haufigkeiten fir

das PTC mit denen der wissenschaftlichen Literatur Gberein [84],

Bezliglich der Galektin-3 Expression und Tumorstadium beim PTC lasst sich in der
hier vorgelegten Untersuchung nur ein Trend ablesen: so sind 75% (30/40) der
Mikrokarzinome (pT1- Stadium), 67,4% (29/43) im pT2-Stadium, 75% (3/4) im pT3-
Stadium und 100% (12/12) im pT4-Stadium Galektin-3 positiv. Diese Ergebnisse
sind etwa Ubereinstimmend mit den Untersuchungen von Cvejic et al., wobei auch
hier eine geringe Expressionsvariabilitat zwischen den einzelnen Tumorstadien fest-
stellbar war: 78,3% (47/60) im Tumorstadium pT1 und nur 71,4% (10/14) im Tu-
morstadium pT3. Weiterhin reagierten 36 PTCs mit positivem Lymphknotenbefall
positiv auf Galektin-3 und somit mit einer Sensitivitat von 100%. Auch in den PTCs
ohne Lymphknotenbefall, waren 133 (78,7%) von 169 positiv auf Galektin-3 4., Die-
ser Trend wirde mit der Zunahme von Invasivitat und Metastasierung der differen-
zierten Tumoren bei erhdhter Expression von Galektin-3 Ubereinstimmen, der be-
reits gezeigt wurde 1. Fiir eine statistische Auswertung ist die Probenzahl in den
einzelnen Tumorstadien (insbesondere im pT3-Stadium) sicher zu gering. Dieser
Tumorstadienzusammenhang ist noch nicht als gesichert anzusehen, da es eben-
falls Studien gibt, die eine abnehmende Galektin-3 Expression in héheren Tu-
morstadien des PTC beschreiben. Weiterhin wird Uber eine ausgepragte Expression
von Galektin-3 in den frihen Stadien des PTC (ohne Lymphknotenmetastasierung)
sowie eine abnehmende Expression in hdheren Stadien (bei Lymphknotenmetasta-

sierung) berichtet 5%,
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Die FTCs sind mit 54 die zweitgroBte Stichprobe der untersuchten Schilddriisenkar-
zinome. Hier sind schon 52% der untersuchten Proben negativ fir die Galektin-3
Expression 143 61,821 Diese Werte entsprechen der internationalen Literatur, wobei
die publizierten Fallzahlen eher klein sind und somit die Vergleichbarkeit einge-
schrankt bleibt. Unabhangig davon unterteilen viele Studien nur in PTC und non-
PTC [881, Fur die klinische Beurteilung ware die Erkennung zwischen einem minimal-
invasiven und einem breit invasiven FTC sinnvoll. Auch hier lassen sich Uber die
Galektin-3 Expression keine signifikanten Unterschiede in den beiden Entitaten

nachweisen. Ein Vergleich zu bisherigen Untersuchungen ist nicht méglich.

Eine Abhangigkeit der Galektin-3 Expression der FTCs vom Tumorstadium I&sst
sich ebenfalls nicht nachweisen. Uber alle Stadien sind ca. 50% der FTCs Galektin-

3 negativ.

Von groBBem Interesse ware in unsicheren Fallen sicher die Unterscheidung zwi-
schen benigner Veranderung und Schilddriisenkarzinom. Das kann vor allem fiir die
verschiedenen Entitaten der differenzierten Schilddriisenkarzinome schwierig sein.
Von den 156 untersuchten differenzierten Karzinomen waren 65,4% Galektin-3 po-
sitiv. Das stellt einen signifikanten Unterschied zu den 84 untersuchten Adenomen,

von denen nur 34% positiv waren, dar.

Die besondere Problematik liegt in der histologischen Unterscheidung der follikul&-
ren Variante des PTC zu einem follikularen Adenom ['2l. Von unseren untersuchten
44 follikularen PTCs waren 69,5% Galektin-3 positiv, wahrend die follikularen Ade-
nomen mit 43,5% signifikant seltener eine positive Reaktion zeigten. Somit besteht
bei einer Galektin-3 positiven follikuldren Veranderung die klinische Wahrscheinlich-
keit von 66%, dass es sich um ein Karzinom handelt.

Einen ahnlichen signifikanten Unterschied kénnen wir in der Unterscheidung zwi-
schen der klassischen Variante des PTC im Vergleich zur papillaren Hyperplasie
nachweisen. In den 28 untersuchten klassischen Varianten den PTC sind 87,5%
Galektin-3 positiv. Dem stehen nur 21,5% Galektin-3 positive Proben papillarer Hy-
perplasie gegeniber. Daraus ergibt sich, dass eine Galektin-3 positive Veranderung
mit einer klinischen Wahrscheinlichkeit von 88% ein Karzinom ist. Mit diesen Werten
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stellt die Galektin-3 Immunhistochemie eine gute Erganzungsuntersuchung zur Un-
terscheidung maligner oder benigner Prozesse dar.

Schwieriger ist die Unterscheidung zwischen FTCs und Adenomen. Hier gibt die
Galektin-3 Immunhistochemie keine zusatzliche Sicherheit bei der Unterscheidung
in einen benignen oder malignen Prozess. Es findet sich allenfalls eine Untersu-
chung von Saggiorato et al. 71, Dort zeigt er eine starke Korrelation zwischen Ga-
lektin-3 Expression und der malignen Entartung bei follikularen Adenomen und mi-
nimalinvasiven follikularen Karzinomen. Diese strenge Korrelation zwischen
Adenom und FTC lasst sich in unserer Untersuchung nicht einmal ansatzweise
nachvollziehen. Letztlich kann man weder innerhalb der FTC (47,3% positive Pro-
ben) noch im Vergleich mit den Adenomen (34,5% Positivitat fir Galektin-3) einen

Zugewinn fur die Differenzialdiagnostik postulieren.

Die entdifferenzierten Karzinome der Schilddriise zeigten in unseren Untersuchun-
gen durchgéngig eine héhere Positivitat fir Galektin-3. Diese Ergebnisse muss man
jedoch grundsatzlich im Kontext der geringen Fallzahlen kritisch sehen. Aus ande-
ren Untersuchungen ist dieses Verhalten der entdifferenzierten Tumoren bekannt.
Die publizierten Fallzahlen gerade fir das anaplastische Karzinom sind insgesamt
gering. Auch der Anteil Galektin-3 positiver ATCs schwankt zwischen 75% und
100% (88 81, Es entspricht auch der Beobachtung, dass das Invasions- und Metas-
tasierungspotential dieser Karzinome héher ist und mit der zytoplasmatischen Ex-
pression des Galektin-3 korreliert.

Eine &hnliche Aussage muss man sicher auch zu den untersuchten entziindlichen
Veranderungen der Schilddrise tatigen. Die geringe Fallzahl wirde hier jede statis-
tische Aussage konterkarieren. Aus diesem Grund wurden diese seltenen Entitaten
nur histologisch ausgewertet ohne eine klinische Empfehlung abzuleiten.

Der urspriingliche Ansatz dieser Arbeit, Uber einen Score der Farbeintensitat zu-
satzliche auswertbare Informationen zu generieren, musste aufgegeben werden. Es
wurde zwar mit 283 Proben eine erhebliche Zahl an Proben ausgewertet; unter Be-
rcksichtigung der vielen Subgruppen/Entitaten werden die Fallzahlen der jeweili-
gen Gruppe doch sehr klein. Eine weitere Unterteilung in den generierten Score 1-
3 wirde zu so kleinen Stichproben fuhren, deren statistische Auswertung wenig
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sinnvoll ware. Auch in der wissenschaftlichen Literatur zum Thema ist die Anwen-

dung eines Intensitatsscores nur sehr sporadisch zu finden(6% 611,

Die Ergebnisse dieser Arbeit stehen hinsichtlich Sensitivitat und Spezifitat der Ga-
lektin-3 Expression in teilweise deutlichem Widerspruch zu den euphorischen Er-
gebnissen der bisher publizierten Literatur. Zu den Griinden hat sich bereits Barto-
lazzi mehrfach zuletzt 2018 geauBert [77],

Vier prinzipielle Probleme flhren zu einer fehlerhaften Interpretation der Ergebnisse
in den Publikationen und treiben die Diskussion zu Sensitivitdt und Spezifitat der
Galektin-3 Expression:

a) Das eine Problem ist die Verwendung von Biotin-basierten Detektionssystemen
in der Immunhistochemie. Eine erhebliche Anzahl der Schilddrisenveranderun-
gen zeigte eine endogene biotindhnliche Aktivitat. Diese kann zu Interpretations-

fehlern bei der Verwendung von Biotin-basierten Detektionssystemen fiihren [7":
90]

b) Es existieren verschiedene Antikérper zur Detektion des Galektin-3. Diese er-
kennen verschiedene Isotypen oder Komponenten des Galektin-3. Es existieren
keine Untersuchungen Uber eine Superioritat eines Antikdrpers Uber einem an-

derenl],

c) Galektin-3 wird physiologischerweise im Zellkern exprimiert. Der fir das maligne
Geschehen relevante Anteil liegt im Zytoplasma. Somit wére hier schon ein In-
terpretationsspielraum fir die Bewertung einer immunhistochemischen Farbung
gegeben. Damit scheiden auch zusatzliche Untersuchungen, wie die PCR aus
(siehe d).

d) Galektin-3 wird wesentlich im Zytoplasma von Makrophagen, in einigen endothe-
lialen Zellen und gelegentlich in den Zellkernen von Follikelzellen exprimiert. Aus
diesen Griinden ist die RT-PCR zur Unterscheidung zwischen malignen und be-
nignen Schilddriisenknoten nicht geeignet 911,

In dieser Untersuchung haben wir aus diesem Grunde ein Biotin-freies Detektions-

system in der Immunhistochemie verwendet. Die Proben wurden allein nach der
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Positivitdt des Zytoplasmas nach dem Vier-Augen-Prinzip beurteilt. Somit wirden
die Griinde a) und c) fir die Abweichung ausscheiden. Auch der verwendete Anti-
kérper wurde breit eingesetzt und hat seine hohe Spezifitat unter Beweis gestellt.
Méglicherweise bleibt doch die Beobachtung entscheidend, dass die Positivitat auf

Galektin-3 in den einzelnen Regionen der Welt schwankt (€61,

In der aktuelleren wissenschaftlichen Literatur fUhrt die limitierte Sensitivitat und
Spezifitat der Galektin-3 Expression dazu, dass Uber die Kombination mit anderen
Markern versucht wird, eine héhere Sicherheit zu erreichen. Hier seien vor allem
HBM-1 und Zytokeratin-19 genannt ['2 92931 Bei der Verwendung mehrerer Markern
scheint es eine hdhere Sicherheit fir die Unterscheidung von benignen und malig-
nen Veranderungen in der Schilddriise zu geben.

Unsere Ergebnisse stellen die bislang umfangreichste Auswertung zur Expression
des Galektin-3 in gutartigen und bdésartigen Schilddriisentumoren im deutschspra-
chigen Raum dar. Der Anteil Galektin-3 positiven Proben ist bei malignen Tumoren
deutlich héher als bei benignen Veranderungen. Sensitivitat und Spezifitat der Ga-
lektin-3 Expression reichen jedoch nicht aus, um in unklaren Fallen eine héhere
Sicherheit bei der Unterscheidung benigne versus maligne Verénderung zu errei-
chen. Einzig fir die Unterscheidung zwischen differenzierten Schilddriisenkarzino-
men und Adenomen, zwischen der follikularen Variante des PTC und dem follikul&-
ren Adenom sowie der Unterscheidung zwischen klassischem PTC und der
papillaren Hyperplasie bringt die singulare Immunhistochemie mit Galektin-3 einen

Zugewinn.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurde die Galektin-3 Proteinexpression mittels Immun-
histochemie in 283 malignen und benignen Schilddrisentumoren untersucht.

Dabei zeigten insbesondere papillare, gering differenzierte und anaplastische
Schilddrisenkarzinome gegeniber benignen Lasionen eine signifikante Expres-
sion, wahrend in follikuldren Schilddriisenkarzinomen keine Signifikanz zu verzeich-

nen war.

Gerade in der nicht seltenen schwierigen histomorphologischen Abgrenzung zwi-
schen papillaren Schilddriisenkarzinomen (PTC) und einer benignen papillaren Hy-
perplasie bzw. follikularen Adenomen und der follikularen Variante eines PTC
scheint die Galektin-3 Proteinexpression ein zusatzlich einsetzbarer und nitzlicher

Marker zu sein.

Auch nahm der Anteil der positiven Expression mit zunehmender Dedifferenzierung
der 0. g. Tumoren zu, was Galektin-3 als mdglichen ,Differenzierungsmarker® ins-
besondere in der erst kirzlich definierten Entitéat der gering differenzierten Schild-
drisenkarzinome (PDTC) auszeichnen kénnte. Deren Wertigkeit sollte jedoch in ei-

nem gréBeren Kollektiv untersucht werden.

Als sicheres Unterscheidungsmerkmal zwischen einzelnen (benignen und malig-

nen) Tumorentitaten eignet sich die Galektin-3 Untersuchung definitiv nicht.

FUr die Beurteilung der Galektin-3 Expression Gber einen Expressionsscore sind die
StichprobengréBen wesentlich zu klein.
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6 Tabellenanhang

Tabelle 1: Galektin-3 Expression in oxyphilen versus nicht oxyphilen Adenomen

Entitat
oxyphil nicht oxyphil Gesamt
Score negativ Anzahl [n] 17 38 55
% innerhalb von oxy-
60,7 67,9 65,5
phil/nicht oxyphil
positiv Anzahl [n] 11 18 29
% innerhalb von oxyphil/
39,3 32,1 34,5
nicht oxyphil
Gesamt Anzahl [n] 28 56 84
% innerhalb von oxy-
100,0 100,0 100,0
phil/nicht oxyphil

Tabelle 2: Expression von Galektin-3 in malignen Schilddriisentumoren

Sonstige (An-
FTC | PTC | PDTC | ATC | MTC glosarkome,
Mukoepider-
moidkarzinom)
Score negativ Anzahl [n] 28 26 3 2 3
(%) 51,9 | 25,5 27,3 33,3 | 50,0
positiv Anzahl [n] 26 76 8 4 3 3
(%) 48,1 | 745 72,7 66,7 | 50,0 100,0
Gesamt Anzahl [n] 54 102 11 6 6 3
(%) 29,7 | 56,0 6,0 3,3 3,3 100,0
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Tabelle 3: Vergleich der Galektin-3 Expression zwischen differenzierten und sonsti-

gen Karzinomen

Entitat
Sonstige Karzi-
PTC und FTC Gesamt

nome

Score negativ Anzahl [n] 54 8 62
% 34,6 30,8

positiv Anzahl [n] 102 18 120
% 65,4 69,2

Gesamt Anzahl [n] 156 26 182
% 100,0 100,0

Tabelle 4: Vergleich der Galektin-3 Expression in PTC gegen alle anderen malignen
Schilddriisentumoren

Entitat
PTC Sonstige ma- Gesamt
ligne Tumore

Score negativ Anzahl [n] 26 36 62
% 25,5 45,0

positiv Anzahl [n] 76 44 120
% 74,5 55,0

Gesamt Anzahl [n] 102 80 182
% 100,0 100,0
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Tabelle 5: Galektin-3 Expression in den unterschiedlichen Tumorstadien des PTC

Tumorstadium

pT1 pT2 oT3 | pTa | pTx | OF
samt
Score negativ | Anzahl [n] 10 14 1 1 26
% innerhalb des
Stadiums 25,0 32,6 25,0 33,3
positiv. | Anzahl [n] 30 29 3 12 2 76
% innerhalb des
Stadiums 75,0 67,4 75,0 | 100,0 | 66,7
Gesamt Anzahl [n] 40 43 4 2 3 102
% innerhalb des
Stadiums 100,0 100,0 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0
Tabelle 6: Galektin-3 Expression im FTC
Entitat
minimal invasiv breit invasiv Gesamt
Score negativ Anzahl [n] 22 6 28
% 51,2 54,5
positiv Anzahl [n] 21 5 26
% 48,8 45,5
Gesamt Anzahl [n] 43 11 54
% 100,0 100,0
Tabelle 7: Galektin-3 Expression in oxyphilen versus nicht-oxyphilen FTC
Entitat
oxyphil nicht-oxyphil Gesamt
Score negativ Anzahl [n] 6 22 28
% 33,3 61,1
positiv Anzahl [n] 12 14 26
% 66,7 38,9
Gesamt Anzahl [n] 18 36 54
% 100,0 100,0
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Tabelle 8: Galektin-3 Expression in FTCs versus sonstige maligne Karzinome

Entitat
FTC sonstige maligne | Gesamt

Score negativ Anzahl [n] 28 34 62
% 51,9 26,6

positiv Anzahl [n] 26 94 120
% 48,1 73,4

Gesamt Anzahl [n] 54 128 182
% 100,0 100,0

Tabelle 9: Galektin-3 Expression in gering-/undifferenzierten Schilddriisenkarzino-

men
Entitat
PDTC ATC Gesamt

Score negativ | Anzahl [n] 3 2 5
% innerhalb der Entitat 27,3 33,3 29,4

positiv | Anzahl [n] 8 4 12
% innerhalb der Entitat 72,7 66,6 70,6

Gesamt Anzahl [n] 11 6 17
% innerhalb der Entitat 100,0 100,0 100,0

Tabelle 10: Galektin-3 Expression zwischen differenzierten Karzinomen und
Adenomen der Schilddriise

Entitat
FTC und PTC Adenome Gesamt

Score negativ Anzahl [n] 54 55 109
% 34,6 65,5

positiv Anzahl [n] 102 29 131
% 65,4 34,5

Gesamt Anzahl [n] 156 84 240
% 100,0 100,0
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Tabelle 11: Vergleich der Galektin-3 Expression zwischen follikularem PTC und A-

denom
Entitat
Adenom Foll. PTC | Gesamt
Score negativ Anzahl [n] 55 15 70
% innerhalb der Entit&t 65,5 34,1
positiv Anzahl [n] 29 29 58
% innerhalb der Entitat 34,5 65,9
Gesamt Anzahl [n] 84 44 128
% innerhalb der Entitat 100,0 100,0

Tabelle 12: Vergleich der Galektin-3 Expression in der klassischen Variante des PTC

zur papillaren Hyperplasie

Entitat
Klass. PTC Pap. Hyperplasie Gesamt

Score negativ | Anzahl [n] 7 11 18
% der Entitat 25,0 78,6

positiv | Anzahl [n] 21 3 24
% der Entitat 75,0 21,4

Gesamt Anzahl [n] 28 14 42
% der Entitat 100,0 100,0

Tabelle 13: Unterschiede in der Galektin-3 Expression von FTC und Adenomen

Entitat
FTC Adenome Gesamt

Score negativ | Anzahl [n] 28 55 83
% innerhalb der Entitat 51,9 65,5

positiv | Anzahl [n] 26 29 55
% innerhalb der Entitat 48,1 34,5

Gesamt Anzahl [n] 54 84 138
% innerhalb der Entitat 100,0 100,0
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Tabelle 14: Vergleich der Galketin-3 Expression zwischen Adenomen und sonstigen

Malignomen (auBBer differenzierte Karzinome)

Entitat
Adenome Sonstige Gesamt

Score negativ Anzahl [n] 55 8 63
% 65,5 30,8

positiv Anzahl [n] 29 18 47
% 34,5 69,2

Gesamt Anzahl [n] 84 26 110
% 100,0 100,0

Tabelle 15: Unterschiede in der Galektin-3 Expression in Abhéngigkeit von der

Entdifferenzierung der Tumoren

Entitat
Benigne Differenzierte Entdifferenzierte

Score negativ Anzahl [n] 69 54 5
% 68,3 34,6 29,4

positiv Anzahl [n] 32 102 12
% 31,7 65,4 70,6

Gesamt Anzahl [n] 101 156 17
% 100,0 100,0 100,0
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