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1. Einleitung

Die transrektale, systematische, sonographiegesteuerte Prostatastanzbiopsie
ist der Goldstandard zur histologischen Sicherung des Prostatakarzinoms (Chun
et al. 2010). Neben weiteren Co-Faktoren (klinische Symptomatik, PSA-Wert,
digital rektale Untersuchung, rektalsonographischer Befund,
Ausbreitungsdiagnostik) ist das Biopsieergebnis entscheidend fir die
Festlegung der weiteren Vorgehensweise (Graefen und Schlomm 2013). Hier
steht also nicht ausschliellich die Bestatigung der Verdachtsdiagnose
Prostatakarzinom im Vordergrund, sondern es werden dem Urologen weitere
Parameter zum individuellen Behandlungskonzept des Patienten erschlossen
(Rubin et al. 2004, Amin et al. 2005). Daher wurden im Rahmen der
kontinuierlichen Weiterentwicklung nicht nur Biopsietechniken, Biopsieanzahl,
immunhistochemische Marker und weitere bildgebende Techniken untersucht,
sondern auch Verfahren zur optimalen Konservierung von Prostatabiopsien.
Bereits 1993 wurden Moglichkeiten fur die  Konservierung von
Prostatabiopsaten direkt nach der Entnahme (,pre-embedding®) erwahnt
(Humphrey und Walther 1993), jedoch ohne weitere wissenschaftliche Analyse
hinsichtlich moglicher Vorteile. In mehreren Arbeiten wurde gezeigt, dass ,pre-
embedding® direkt nach der Entnahme und die dadurch bestimmte
Materialausbeute fur die weitere Diagnostik relevant ist (Galosi und Muzzonigro
2002, Rogatsch et al. 2000a, Shaw et al. 1996). Je mehr qualitativ hochwertiges
Prostatabiopsiegewebe dem Pathologen zur Untersuchung vorliegt, desto
hoher ist die Wahrscheinlichkeit, ein Prostatakarzinom zu entdecken (Oebek et
al. 2012, Fiset et al. 2013, Iczkowski et al. 2002). AulRerdem bietet eine optimale
Materialmenge gute Voraussetzungen fir weitere diagnostische Verfahren (zum
Beispiel genetische Untersuchungen) (Fukabori et al. 2006). Obwohl ein
standardisiertes Vorgehen die Materialausbeute verbessert (Bostwick et al.
2010), sind Biopsietechniken und Konservierungsmethoden bis dato kaum
standardisiert (Varma et al. 2013). Dies liegt vermutlich zum Einen an
unterschiedlichen technischen Voraussetzungen, zum Anderen an der
eingeschrankten Evidenz hinsichtlich der Vorteile der einzelnen Methoden.
In dieser Arbeit sollen daher zunachst die gangigen Methoden zur
Biopsatkonservierung in einer Umfrage durch den Pathologen beurteilt werden,
in einem weiteren Schritt soll prospektiv randomisiert ein Vergleich hinsichtlich
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der Materialausbeute der unterschiedlichen Verfahren, d.h. der real durch den
Pathologen beurteilbaren Gewebemenge, erfolgen.



2. Hintergrund und Stand der Forschung

2.1 Prostatabiopsietechniken

Ublicherweise wird fiir die Prostatabiopsie eine 18 Gauge Tru-Cut Nadel in
Kombination mit einer Front- oder Sidefire Fuhrungshilfe und transrektaler
Sonographiesonde verwendet (Cicione et al. 2012).

Zahlreiche technische Verbesserungen des normalen B-Mode-Ultraschalls
(Power-Doppler, Elastographie, C-TRUS/ANNA, Histoscanning, Fusion mit
MRT-Bildern etc.) kdnnen zusatzliche Hinweise auf tumorsuspekte Areale
geben und so die Karzinomdetektionsrate verbessern (Walz et al. 2013).

2.1.1 Sonographisch kontrollierte transrektale Prostatabiopsie

Entsprechend der aktuellen S3 — Leitlinie werden unter rektalsonographischer
Kontrolle nach einem Biopsieschema mindestens 10 Proben, jedoch nicht mehr
als 18 Proben aus der peripheren Zone beider Prostatalappen entnommen.
Palpatorisch oder sonographisch suspekte Areale sollten zusatzlich biopsiert
werden (Heidenreich et al. 2011, Wirth et al. 2011).

2.1.2 Perineale Prostatabiopsie

Bei Vorliegen besonderer anatomischer Situationen (Z.n. Rektumaputation) ist
eine transrektale Prostatabiopsie nicht mdglich. Hier ist die sonographisch
gesteuerte  perineale Biopsie eine gute Alternative.  Hinsichtlich
Karzinomdetektionsrate und Komplikationsprofil finden sich keine signifikanten
Unterschiede (Abdollah et al. 2011). Ebenfalls perineal erfolgt die MRT

gesteuerte Prostatabiopsie.

2.1.3 Digital kontrollierte transrektale Prostatabiopsie

Die transrektale Biopsie der Prostata unter ausschlie3lich digitaler Flihrung ist
mit zunehmender Verbreitung der transrektalen Ultraschallsonden in den
Hintergrund getreten und entspricht nicht mehr den aktuellen Leitlinien (Wirth et
al. 2011).



2.2 Konservierungsmethoden

In erster Linie sollten alle Konservierungsmethoden eine gute Fixierung und
Konservierung des jeweiligen Gewebes ohne Zerstorung der Gewebestruktur
gewahrleisten. Durch entsprechende Beschriftung der verwendeten Gefalie
muss eine genaue Zuordnung der einzelnen Biopsate zum Patienten und dem
anatomischen Entnahmeort moglich sein (van der Kwast et al. 2003). Im Rahmen
des Optimierungsprozesses sind mehrere Verfahren des ,pre-embeddings”
untersucht worden. Zunachst konnten durch ,pre-embedding® per Papier
Vorteile bei der planen Einbettung in den Paraffinblock erzielt werden (Shaw et
al. 1996). ROGATSCH et al. (2000) wies mit seinem Verfahren eine verbesserte
Biopsatform und Materialausbeute im Vergleich zur urspringlichen
Konservierung im formalingefullten Reagenzrohrchen nach (Rogatsch et al.
2000a). WULLICH et al. (2007) konnte durch eine Modifikation eine weitere
Verbesserung hinsichtlich Handhabung und Gewebequalitat erreichen (Wullich
et al. 2007). Daraus resultieren folgende am haufigsten angewandten ,pre-
embedding“ Verfahren.

2.2.1 Formalinrohrchen

Formalin ist eine ca. 35 prozentige wassrige Formaldehydlosung mit Zusatz von
Methanol. Gemald WHO ist es kanzerogen und kann bei unsachgemaler
Anwendung zu Allergien, Haut-, Atemwegs- oder Augenreizungen fuhren
(Cogliano et al. 2005). Fur die Konservierung von Prostatabiopsaten werden
sterile Plastikrohrchen verwendet, die mit einem Schraubverschluss versehen
und mit 5-10 ml einer 4-8 prozentigen Formalinlosung geflllt sind. Nach
entsprechender Beschriftung (Patientendaten und Lokalisation der Biopsie),
werden die entnommenen Prostatastanzzylinder durch Eintauchen der
Biopsienadel in die betreffenden Rohrchen abgeschuittelt. So konnen alle
erforderlichen Proben nacheinander entnommen und konserviert werden. Eine
Kontrolle auf Vollstandigkeit des Zylinders ist durch Betrachten des Rohrchens
im Gegenlicht moglich. Fur die Weiterverarbeitung muss der Stanzzylinder im

Pathologielabor mit einer Pinzette in eine Histokassette gelegt werden.



2.2.2 Histoschwammtechnik

Zur Aufnahme der Biopsien dienen bei der Histoschwammtechnik spezielle
grobporige Polyesterschaumstoffplattchen. Nach der Entnahme werden die
Biopsien durch Abstreifen der Biopsienadel auf den Histoschwamm
aufgetragen. Wahlweise konnen pro Histoschwamm eine oder mehrere
Biopsien aufgetragen werden. Eine makroskopische Kontrolle des
Stanzzylinders ist durch Inspektion der aufgetragenen Biopsiezylinder moglich.
Nach Beendigung der Probenentnahme wird jeder Histoschwamm einzeln in
eine Einbettungskassette gelegt. Um ein Verrutschen der Biopsate wahrend
des Transportes zu verhindern, werden die Proben vor dem VerschlielRen der
Einbettungskassette mit einem zweiten Schwamm bedeckt. AnschlielRend
werden die verschlossenen Histokassetten in ein mit Formalin gefllltes

Transportgefald gestellt (Rogatsch et al. 2000a).

2.2.3 Filterpapiertechnik

Analog zur Histoschwammtechnik werden die Biopsate bei der
Filterpapiertechnik auf formalingetrankte Filterpapierchen abgestreift. Diese
werden ebenfalls durch Auflegen eines zweiten Filterpapiers bzw. Knicken des
Filterpapiers gegen Verrutschen gesichert und in entsprechende Histokassetten
geordnet. Der Versand erfolgt ebenfalls in einem formalingeflllten Gefal}
(Wullich et al. 2007).



2.3 Umfrage

2.3.1 Ziel der Umfrage

Zur Abbildung der momentan vorwiegend verwendeten ,pre-embedding”
Methoden von Prostatabiopsaten in Deutschland wurde zunachst eine
Fragebogenumfrage an allen  Pathologischen Instituten  deutscher
Universitatskliniken sowie bei den Mitgliedern der DGP (Deutschen
Gesellschaft fir Pathologie) und mehreren Kliniken der Maximalversorgung
durchgefuhrt. Es erfolgte in diesem Rahmen eine Bewertung der jeweiligen

Methode bezuglich der Materialausbeute durch den Pathologen.

2.3.2 Material und Methoden

Ein eine Seite umfassender Fragebogen (s. Anhang 8.1) wurde entwickelt, in
welchem nach einer kurzen Schilderung des Themas, sowohl die vom
jeweiligen Institut angewandten Konservierungsmethoden (Versandmethoden)
angegeben, als auch hinsichtlich der Materialausbeute bewertet werden
konnten. Es bestand die Maglichkeit, die drei ,gangigsten®
Konservierungsmethoden (Formalinrdhrchen, Histoschwamm und Filterpapier)
auszuwahlen sowie mogliche Sonderverfahren unter ,Sonstiges” anzugeben.
Mehrfachnennungen waren moglich. Bewertet werden konnten alle Verfahren
auf einer Notenskala von 1 (sehr gut) bis 5 (schlecht) bzw. ohne Angabe einer
Note bei fehlender Erfahrung. Der Fragebogen wurde im Juli 2008 an die
Institute fur Pathologie auf dem Postweg und an die Mitglieder der Deutschen
Gesellschaft fur Pathologie per E-Mail Uber deren Sekretariat versandt. Eine
Ruckantwort konnte entweder per Fax, auf dem Postweg oder (bei den

Mitgliedern der DGP) per e-mail erfolgen.
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2.3.3 Ergebnisse

Von den insgesamt 35 per Post versandten Fragebogen wurden 23 per Fax
beantwortet zurlickgesandt (66%). Weitere Rickmeldungen erfolgten nicht. Die
Auswertung der Fragebogen zeigte, dass die Konservierung von
Prostatabiopsaten in formalingefullten Rohrchen die am haufigsten verwendete
Methode in den teilnehmenden Instituten fur Pathologie war (Abbildung 1). 96%
verwenden diese Methode zur Konservierung der Stanzzylinder nach Biopsie
der Prostata. Mit 57% folgt die Konservierung auf Histoschwdmmchen auf Platz
2, an dritter Stelle steht mit 43% die Konservierung mittels Filterpapier. Eine
Konservierung mittels anderer Verfahren wurde durch die rucksendenden

Institute nicht vermerkt.

Verteilung der verwendeten Konservierungsmethoden

120%

9%6%

100%

80% @ Formalinréhrchen

60% 57% | Histoschwammchen

43% O Filterpapier

40% O Sonstige

20%

0%

0%

verwendete Methoden

Abbildung 1: Verteilung der verwendeten ,,pre-embedding“ Methoden

39% der Institute verwenden alle drei genannten Methoden parallel, wobei
anhand des Fragebogens nicht nachzuvollziehen ist, bei welcher Indikation
diese oder jene Methode verwendet wird.

Ansonsten ist die parallele Verwendung von Formalinrbhrchen und
Histoschwammen mit 57% die haufigste. Es folgt mit 39% die ausschlielliche
Verwendung von Formalinréhrchen. Lediglich ein Institut (4%) verwendet
ausschlieBlich Filterpapier. Die Kombinationen nur Histoschwamm und
Filterpapier, nur Formalinrohrchen und Filterpapier sowie die ausschliel3liche

Verwendung von Histoschwdmmen kommen nicht vor (Abbildung 2).

11



Verwendete Kombinationen

0% %

39%

57%

0%

B Verwendung nur Histoschwdmmchen O Verwendung nur Filterpapier

O Verwendung nur Formalinréhrchenund Histoschwiamme B Verwendung nur FormalinréhrchenundFilterpapier

O Verwendung nur HistoschwdmmchenundFilterpapier O Verwendung nur Formalinréhrchen

Abbildung 2: Verwendete Kombinationen von ,,pre-embedding“ Verfahren

In der Bewertung der Materialausbeute (Abbildung 3) zeigten sich die
Formalinréhrchen mit dem hdchsten Anteil an Note 1 (30%) und Note 2 (44%).

Hierbei ist zu beachten, dass bei allen Instituten die meiste Erfahrung mit dieser

Methode vorliegt.

Lediglich eines der befragten Institute (4%) gab an, keine Erfahrung mit der

Verwendung von Formalinrohrchen zu haben.

(23 Institute)

0%4% 4%

44%

Bewertung der Materialausbeute bei Formalinréhrchen

O Note 1
B Note 2
O Note 3
O Note 4
B Note s

B keineE rfahrung

Abbildung 3: Bewertung der Materialsausbeute bei ,,pre-embedding“ in

Formalinréhrchen

Die Konservierung mittels Histoschwammen zeigte den zweithdchsten Anteil an
Note 1 (26%) und Note 2 (13%), wobei lediglich 56% (13 Institute) Erfahrung
mit der Verwendung von Histoschwdmmen angaben (Abbildung 4).
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Bewertung der Materialausbeute bei Histoschwammen
(23 Institute)

O Note 1

26%

B Note 2
O Note 3
O Note4

B Note 5
4% 9% 4% o keine E rfahrung

Abbildung 4: Bewertung der Materialausbeute bei ,,pre-embedding“ auf

Histoschwammen alle Institute

Betrachtet man ausschlie8lich die Gruppe der Institute, welche Erfahrung mit
Histoschwammen hat (13 Institute), so liegt der Anteil der Note 1 bei 46% und
Note 2 bei 23% (Abbildung 5).

Bewertung der Materialausbeute bei Erfahrung mit
Histoschwdammen (13 Institute)

8% o
15% Note 1

46% B Note 2
O Note 3

8% O Note 4

B Notes

23%

Abbildung 5: Bewertung der Materialausbeute mit ,,pre-embedding“ auf

Histoschwammen Institute mit Erfahrung in dieser Methode

Die Materialausbeute bei der Konservierung mittels Filterpapier wurde lediglich
von 9% aller befragten Institute mit der Note 1 und 17% mit der Note 2 bewertet
(Abbildung  6). Insgesamt liegt hier aber auch die wenigste
Erfahrung/Verwendung vor. Lediglich 48% der befragten Institute verwenden
diese Methode.
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B ewertung der Materialausbeute bei Filterpapieren
(23 Institute)

9% O Note1
B Note 2
O Note 3

52% O Note 4

B Note s
0% 9% B LeineErfahrung

Abbildung 6: Bewertung der Materialausbeute bei ,, pre-embedding” auf Filterpapier alle

Institute

Betrachtet man auch hier ausschlieBlich die Gruppe der Institute, welche
Erfahrung mit der Methode hat (11 Institute), so wird die Note 1 von 18% und
die Note 2 von 37% der Institute vergeben (Abbildung 7).

Bewertung der Materialausbheute bei Erfahrung mit Filterpapieren (11 Institute)

18% 18%

O Note 1
B Note 2

O Note 3

O Note s

Abbildung 7: Bewertung der Materialausbeute mit ,,pre-embedding“ auf Filterpapier

Institute mit Erfahrung in dieser Methode
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2.3.4 Diskussion

Neben der Entnahmetechnik und Anzahl der Biopsate, kann die unmittelbare
Konservierung (,pre-embedding“) nach der Biopsie und die Untersuchung durch
den Pathologen entscheidend fur die Entdeckung eines Prostatakarzinoms sein
(Rogatsch et al. 2000b). Je mehr Untersuchungsmaterial fir den Pathologen zur
Verfugung steht, desto hoher ist die Karzinomdetektionsrate (Oebek et al. 2012).
Um die Effizienz einer Konservierungsmethode zu beurteilen, ist also eine
moglichst grolRe, qualitativ hochwertige Materialausbeute erforderlich.

Zur Optimierung der Prostatabiopsie sind zahlreiche Studien zur Biopsietechnik
und Biopsieanzahl durchgefuhrt worden (Chun et al. 2010). Hinsichtlich der
Biopsatqualitat fur die histopathologische Untersuchung herrscht bei den
meisten Urologen Unklarheit, da diese nur durch den untersuchenden
Pathologen zu bewerten ist. Die oben genannten Ergebnisse geben Auskunft
uber die Anwendungshaufigkeit und die subjektive Bewertung der
teilnehmenden Pathologen.

Analog zu den europaweit erhobenen Daten von VARMA et al. (2013) zeigte
sich, dass ,pre-embedding® in mit Formalin geflllten Reagenzrohrchen
(Formalinréhrchen) die haufigste Anwendung findet. 96% der befragten Institute
verwenden diese Konservierungsmethode, 39% der Institute verwenden
ausschlieBlich Formalinréhrchen zur Konservierung (Abbildung 1 und Abbildung
2). Die Bewertung der Materialausbeute als Parameter fur die Effizienz der
Methode ist ebenfalls gut (30% bewerten sie mit Note 1, 44% mit Note 2).
Obwohl die Bewertung zum groRen Teil mit Note 2 oder besser erfolgt,
bestehen aus der klinischen Erfahrung auch Nachteile. So kann es zum
Beispiel bei frei schwebender Lagerung der Biopsate in Formalin zu einem
Schrumpfen des Praparates kommen (Schned et al. 1996), welches zu einer
Gewebereduktion fuhrt. Ebenso kann eine genaue Lokalisierung des
Stanzzylinders in der Prostata (rektale Seite vs. zentrale Seite) nicht
nachvollzogen werden. Durch eine suboptimale optische Kontrolle auf
Vollstandigkeit des Biopsates im Formalinrohrchen sowie durch mehrfaches
,dmlagern® der Biopsate in unterschiedliche Kassetten im Rahmen des
Einbettungsprozesses ist das Risiko einer Fragmentierung erhoht. Hierdurch
wird eine plane Paraffineinbettung erschwert. Dies kann zu Ungenauigkeiten
bei der Befundung der Praparate fuhren (Fajardo und Epstein 2010).
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Histoschwamme werden von 57% der befragten Institute zum ,pre-embedding®
verwendet. 43% der Institute gaben keine Bewertung wegen fehlender
Erfahrung mit der Methode an. Von den 57% der Institute, welche diese
Konservierungsmethode benutzen, wurde sie beziglich der Materialausbeute
am besten bewertet (Note 1 - 46%, Note 2 - 23%). Interessant ist, dass
dennoch keines der teilnehmenden Institute die Probenkonservierung
ausschlieBlich auf Histoschwammen durchfuihrt (Abbildung 2). Eine mdgliche
Erklarung sind der erhohte Zeitaufwand und die erhohten Materialkosten, die
durch die Vielzahl von Schwammen und Kassetten erforderlich sind. LANIADO
et al. (2003) konnte hier durch Verwendung einer Multikompartmentkassette
Zeitersparnisse bis zu 79% und Kostenersparnisse bis 83% nachweisen
(Laniado et al. 2003). Ein weiterer Faktor ist die Entstehung von Artefakten bei
der Konservierung auf Histoschwdmmen. FARELL et al. (1992) und KEPES
und OSWALD (1991) konnten zeigen, dass bei Nieren- und Leberbiopsien
sowie Thalamusgewebe die Beurteilungsmaoglichkeit durch diese Artefakte
beeintrachtigt wird (Farrell et al. 1992, Kepes und Oswald 1991). Ob dies auf
Prostatabiopsate ebenfalls zutrifft, wurde bis dato nicht untersucht.

Trotz offizieller Empfehlungen (Wullich et al. 2007) ist die Konservierung auf
Filterpapier mit 43% die bei den befragten Instituten am seltensten angewandte
Methode. Auch hier ist auffallig, dass lediglich ein Institut ausschlieflich
Filterpapier zur Konservierung verwendet (Abbildung 2). In allen anderen
Instituten werden die Proben auch in Formalinrohrchen konserviert. Die
Bewertung der Materialausbeute in der Gruppe der Anwender ist schlechter
(Note 1 - 18%, Note 2 - 37%) als bei den beiden anderen Methoden (Abbildung
7). Mdgliche Ursachen hierfur kdnnten aus unserer klinischen Erfahrung darin
liegen, dass die Biopsate beim Abstreifen auf das Filterpapier gequetscht
werden. Dies kann es erschweren, das Gewebe adaquat zu fixieren und zu
schneiden.

Trotz ihrer Schwachen ist die Konservierung von Prostatabiopsaten in
formalingefullten Rohrchen am weitesten verbreitet. Nur ca. ein Drittel der
befragten Institute bewertet die Materialausbeute dieser Methode mit der
Bestnote. Dies ist angesichts der Konsequenzen, welche aus den Ergebnissen
des histopathologischen Befundes gezogen werden, relativ wenig. Des
Weiteren ist allen hier genannten Verfahren die Verwendung mehr oder weniger
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grolRer Mengen an Formalin gemein. Dies bedeutet sowohl fur den Urologen,
als auch fur den Pathologen/MTA eine Exposition mit einer toxischen,
kanzerogenen Substanz. Es scheint zur Zeit kein adaquates Verfahren zur
Konservierung von Prostatabiopsien zu existieren, welches ohne Formalin
auskommt. Das deckt sich auch mit den europaweiten Ergebnissen von
VARMA et al. (Varma et al. 2013).

Das Ergebnis einer Prostatastanzbiopsie dient wie Eingangs bereits erwahnt
heutzutage nicht mehr nur der Diagnosesicherung, sondern ist mitentscheidend
fur die Festlegung der weiteren Therapiealternative. Diese kann von ,active
surveillance® und ,watchful waiting® Uber operative und strahlentherapeutische
Malinahmen bis hin zu chemotherapeutischen und anderen systemischen
Behandlungsansatzen reichen. Da es sich bei der durchgefuhrten Umfrage um
eine rein subjektive Einschatzung der jeweiligen Pathologen handelt, ist eine
weiterfUhrende Untersuchung zur Objektivierung der Umfrageergebnisse
erforderlich. Die weite Verbreitung der Formalinrohrchenmethode (Varma et al.
2013) lasst die in der Literatur empfohlene Verwendung der anderen
Konservierungsmethoden (Rogatsch et al. 2000a, Wullich et al. 2007) prufenswert
erscheinen. Daher soll die Effektivitat der verbesserten ,pre — embedding”
Verfahren durch die folgende prospektive, randomisierte Studie untersucht

werden.
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3. Ziel der Untersuchung

3.1 Hintergrund

Mehrere Publikationen beschreiben optimierte ,pre-embedding® Verfahren fur
Prostatabiopsate. Auf Grund der gestreckten und planen Lage der
Biopsiezylinder konnte eine Verbesserung des histopathologisch untersuchten
Materials nachgewiesen werden (Rogatsch et al. 2000a, van der Kwast et al. 2003).
Entsprechende Verfahren sind daher sowohl in den europaischen als auch in
den deutschen urologischen Leitlinien empfohlen (Heidenreich et al. 2011, Wirth et
al. 2011). Die von uns durchgefuhrte Umfrage zeichnet jedoch ein anderes Bild
der taglichen Praxis.

Durch die Anwendung eines ,pre-embedding” Verfahrens sollen die
Gewebeverluste im Rahmen des histopathologischen Verarbeitungsprozesses
minimiert werden. Mehrere Faktoren (z.B. Zahl der pro Paraffinblock
eingebetteten Biopsate (Bostwick und Kahane 2013), Anzahl der pro Block
angefertigten Schnitte (Lane et al. 1998) etc.) kdnnen dazu fuhren, dass ein nicht
unerheblicher Teil des initial gewonnen Prostatagewebes nicht durch den
Pathologen beurteilt werden kann. Daher wahlen wir die Materialausbeute, d. h.
die letztendlich durch den Pathologen mikroskopisch beurteilbare
Gewebemenge, als Grundlage unserer Untersuchung.

Mehrere Studien konnten zeigen, dass die Biopsatlange ein entscheidender
Parameter hinsichtlich Qualitat und Karzinomerkennungsrate ist (Iczkowski et al.
2002, Ficarra et al. 2006, Fiset et al. 2013). Ebenso wie bei ROGATSCH et al.
(Rogatsch et al. 2000b), MINARDI et al. (Minardi et al. 2002) und GALOSI et al.
(Galosi et al. 2001) wurde bei diesen Untersuchungen jedoch eine
makroskopische Messung der Biopsate vorgenommen. Aus unserer Sicht ist
die Verwendung der makroskopisch gemessenen Biopsatlangen kritisch zu
sehen, da sie samtliche Veranderungen, welche durch den histopathologischen
Verarbeitungsprozess entstehen konnen, vernachlassigt. Hier besteht jedoch
die Gefahr der Fragmentierungen und des Materialverlustes. Ebenso besteht
die Moglichkeit das Biopsat beim Aufbringen auf das Konservierungsmedium
kunstlich zu strecken und so die Materialausbeute zu steigern. Diese Faktoren
kénnen malgeblichen Einfluss auf die Qualitdt des endglltig befundbaren
Materials haben. KAO et al. (2002) konnte z.B. zeigen, dass durch eine
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geringfligige Anderung des Schnittwinkels von 10° beim Schneiden mit dem
Mikrotom bis zu 70% des Gewebes verloren gehen kdénnen (Kao et al. 2002).
Auch BOSTWICK und MEIERS (2006) und VAN DER KWAST et al. (2013)
erwahnen die Bedeutung der medizinisch technischen Laborassistenten beim
Anfertigen optimaler Praparate (Bostwick und Meiers 2006, van der Kwast et al.
2013). FAJARDO et al. (2010) beschreibt den Einfluss der Fragmentierung
(Fajardo et al. 2010).

Aus diesen Grunden entschieden wir uns fur die mikroskopische Messung der

Oberflache am endgdltigen histologischen Praparat.

3.2 Ziel

Zur Objektivierung der Umfrageergebnisse soll die Materialausbeute der
einzelnen Konservierungsmethoden miteinander verglichen werden. Dies soll
durch die mikroskopische Oberflachenmessung der endgultigen histologischen
Praparate erfolgen. Es wird die Nicht-Unterlegenheit der Materialausbeute bei
.pre-embedding® im Formalinréhrchen gegenuber ,pre-embedding” auf

Filterpapier und ,pre-embedding” auf Histoschwamm getestet.

19



4. Material und Methoden

4.1 Studiendesign

In einer prospektiven, randomisierten Datenerhebung wurde die
Materialausbeute des ,pre-embedding® im Formalinrohrchen mit der
Materialausbeute des ,pre—embedding” auf Histoschwamm und Filterpapier
verglichen. Zur Fallzahlplanung und zur Schulung der jeweiligen ,pre-
embedding“ Verfahren fuhrten wir zunachst eine Pilotstudie mit 12 Patienten
durch. Nach der im Rahmen der Pilotstudie durchgefuhrten Fallzahlberechnung
waren fur eine Power von 90% 57 Patienten in die Studie einzuschlief3en. Es

wurden 60 Patienten eingeschlossen.

4.1.1 Studienpopulation

Untersucht wurden die Prostatabiopsate von 60 Mannern, welche wegen eines
Prostatakarzinomverdachtes (erhdhter PSA-Wert, suspekter Ultraschall-
und/oder Tastbefund) einer transrektalen, sonographiegesteuerten 12-fach-
Prostatabiopsie unterzogen wurden. Tabelle 1 zeigt die ndheren Charakteristika
der Stichprobenpopulation.

Die Biopsien wurden alle ambulant in der Klinik fir Urologie und Uroonkologie
des Stadtischen Klinikums Braunschweig im Zeitraum November 2010 bis Juli

2011 von zwei Untersuchern durchgefuhrt.
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4.1.2 Biopsieprotokoll

Alle Biopsien wurden in Linksseitenlage mit einer kombinierten Lokalanasthesie
ambulant durchgefuhrt. Zunachst erfolgte die rektale Applikation von 11 ml
Instillagel® (Lidocainhydrochlorid, Chlorhexidindigluconat), welches im Rahmen
der digital rektalen Untersuchung ins Gewebe einmassiert wurde. Anschliel3end
wurden je 5 ml Carbostesin® 0,5 % (Bupivacainhydrochlorid) als peripherer
Nervenblock unter sonographischer Kontrolle in den Samenblasenwinkel
appliziert (Raber et al. 2008). Nach entsprechender Einwirkzeit erfolgte die 12-
fach-Probenentnahme mit einer Bard® Magnum® Biopsiepistole MG 1522 und
Bard®-Magnum®-MN1820-Nadel unter rektalsonographischer Kontrolle (Hitachi
Preirus Hi Vision mit TRUS-Schallkopf Hitachi 8-4 7,5 MHz) nach einem
standardisierten Schema. Mittels ,endfire Flihrungshilfe® wurden pro Seite
sechs Proben entnommen. Beginnend rechtsseitig basal peripher (1), dann
mittig peripher (2) und apikal peripher (3), Fortsetzung auf der linken Seite
basal peripher (4), mittig peripher (5) und apikal peripher (6). Nun Wiederholung
der Serie weiter medial: basal medial rechts (7), mittig (8), apikal (9) und basal
medial links (10), mittig (11), apikal (12) (Abbildung 8). Die Lokalisationen sind
auf dem zugehdrigen Untersuchungsprotokoll zusatzlich zu weiteren klinischen
Daten vermerkt (Abbildung 9).

Abbildung 8: Biopsieschema
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Abbildung 9: Untersuchungsprotokoll

4.1.3 Randomisierung

Um eine patientenabhangige Verfalschung der Untersuchungsergebnisse zu
vermeiden, wurden bei jedem Patienten alle drei ,pre—embedding” Verfahren
angewendet. Durch den Randomisierungsdienst des Institutes fur Biometrie der
Medizinischen Hochschule Hannover wurden per Umschlagrandomisierung drei
der zwoIf moglichen Biopsielokalisationen ausgewahlt und dem jeweiligen pre-
embedding Verfahren (Histoschwamm, Filterpapier, Formalinréhrchen)
zugeordnet. Die restlichen neun Biopsien wurden aus
Qualitatssicherungsgriinden im  Kklinikintern etablierten Formalinréhrchen

konserviert.
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4.2 Vorgehen beim ,,pre-embedding*

Vor Beginn der Biopsie wurden alle drei ,pre-embedding“ Verfahren vorbereitet.
Es standen pro Patient je ein Histoschwamm, ein Filterpapier und zehn
Formalinrohrchen zur Verfugung. Nach Applikation der Lokalanasthesie und
entsprechender Einwirkzeit wurde unmittelbar vor Beginn der Biopsie der
Randomisierungsumschlag geoffnet. Hierdurch erfolgte die Zuordnung der in
die Studie einbezogenen Biopsienummern zum jeweiligen ,pre-embedding”
Verfahren (z.B. Biopsie Nr. 2 Histoschwamm, Biopsie Nr. 7 Filterpapier, Biopsie
Nr. 11 Formalinréhrchen). Die restlichen Biopsien (z.B. 1,3,4,5,6,8,9,10,12)

wurden in Formalinrbhrchen konserviert.
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4.2.1 Technisches Vorgehen Formalinréhrchen

Direkt nach Entnahme der Biopsie erfolgte der Abwurf des Biopsiezylinders
durch Eintauchen der geoffneten Biopsienadel in das mit Formalin geflllte
Roéhrchen. Falls nicht bereits spontan erfolgt, fand die Losung des Biopsates
aus der Nadel durch eine leichte Rutttelbewegung der ins Rohrchen
eingetauchten Biopsienadel statt. Eine Erfolgssicherung fand durch optische
Kontrolle des im Rd&hrchen befindlichen Stanzzylinders statt. Im Anschluss
erfolgte die Beschriftung (Patientendaten und Biopsielokalisation). Es wurde nur
ein Biopsat pro Réhrchen konserviert

(Abbildung 10).

EERE RN

Abbildung 10: ,,pre-embedding“ im Formalinréhrchen
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4.2.2 Technisches Vorgehen Histoschwamm

Entsprechend der sog. ,Sandwich* Technik (Rogatsch et al. 2000a, Minardi et al.
2002) erfolgte direkt nach Entnahme der Biopsie das Abrollen der gedffneten
Biopsienadel auf einem mit Formalin benetzten Histologieschwamm (Fa.
BioOptica®) und so das Abstreichen des Biopsiezylinders. Weitere Schritte
waren die optische Kontrolle auf Vollstandigkeit des Biopsiezylinders und
gestreckte Lage, Sicherung mit einem zweiten Histoschwamm (Fa.
BioOptica®), im Folgenden Einbringen des Histoschwammes in eine
Konservierungskassette (Fa. BioOptica®), Verschluss derselben und
Verbringen in ein mit Formalin gefllites Plastikgefal, so dass
Konservierungskassette inklusive Praparat komplett mit Formalin bedeckt
waren. Im Anschluss erfolgte die Beschriftung (Patientendaten und
Biopsielokalisation). Es wurde nur ein Biopsat pro Kassette konserviert
(Abbildung 11).

Abbildung 11: ,,pre-embedding“ auf Histoschwamm
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4.2.3 Technisches Vorgehen Filterpapier
Entsprechend dem von WULLICH et al. (Wullich et al. 2007) empfohlenen

Verfahren erfolgte direkt nach der Entnahme der Biopsie das Abrollen der
gedffneten Biopsienadel auf einem mit Formalin benetzten Filterpapier (Fa.
Sartorius®) und so das Abstreichen des Biopsiezylinders. Analog zum
Vorgehen beim Histoschwamm erfolgte die optische Kontrolle auf
Vollstandigkeit des Biopsizylinders und gestreckte Lage, Sicherung mit einem
zweiten Filterpapier, im Folgenden Einbringen des Filterpapiers in eine
Konservierungsskasette (Fa. BioOptica®), Verschluss derselben und
Verbringen in ein mit Formalin gefulltes Plastikgefal, so dass
Konservierungskassette inklusive Praparat komplett mit Formalin bedeckt
waren. Im Anschluss erfolgte die Beschriftung (Patientendaten und
Biopsielokalisation). Es wurde nur ein Biopsat pro Kassette konserviert
(Abbildung 12).

Abbildung 12: ,,pre-embedding“ auf Filterpapier
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4.3 Histopathologische Aufarbeitung

Die histopathologische Aufarbeitung erfolgte gemal institutsinternem Standard
durch die MTA. Nach makroskopischer Messung der Biopsate (Abbildung 9)
wird zunachst eine Hamalaun Farbung zur besseren Identifikation durchgeflhrt.
Im Folgenden werden die Biopsate in Praparatkassetten verbracht und
entwassert (Tissue Tek VIP, Fa. Sakura). Nach Abschluss der Entwasserung
wird jedes Biopsat einzeln in einen Paraffinblock gegossen. Eine plane Lage
des Biopsates wird durch Ausrichtung und Andricken mit einer heilden Pinzette
im warmen Paraffin erreicht. Ein Stempel wie von VAN DER KWAST et al. (van
der Kwast et al. 2013) beschrieben wird nicht verwendet. Mit einem Leica Microm
HM 430 Mikrotom werden routinemaRig funf Stufen pro Block geschnitten (3x
HE, 2x Immunhistochemie). Zur optimalen Abbildung der tieferen Schichten
erfolgen die Schnitte im Wechsel. Nach Aufbringen auf Objekttrager und
Entparaffinierung erfolgt die Farbung der HE-Schnitte mit dem Farbeautomaten
(Tissue Stainer TST 44, Fa. MEDITE).
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4.4 Oberflachenmessung

Nach abgeschlossener histopathologischer Aufarbeitung und Beurteilung durch
unser Institut fur Pathologie wurden die studienrelevanten Patienten anhand der
Histologienummer identifizert. Die Identifikation der entsprechenden
Objekttrager fand durch die im Rahmen der histopathologischen Aufarbeitung
durchgefihrte Objekttragernummerierung statt. Fir die Oberflachenmessung
wurden die entsprechenden Objekttrager der ,Heidelberger Mappe®
entnommen. Bei standardmalliiger Anfertigung von drei Schnitten pro Biopsat
wurde jeweils der zweite Schnitt untersucht. Zur Ermittlung der
Materialausbeute erfolgte die Oberflachenmessung der endglltigen Praparate
mit dem Zeiss Axioskop 2 mit Diskus System ver. 4.60.2034. Es erfolge die
Photodokumentation und digitale Archivierung der Messungen.

4.4.1 Kalibrierung

Vor jeder Messung erfolgte die Kalibrierung des Systems per Mal3stab
(Abbildung 13).
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Abbildung 13: Eichmassstab Diskus System ver. 4.60.2034.
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4.4.2 Technische Schwierigkeiten

Die Oberflachenmessung wurde beim mittleren der drei angefertigten Schnitte
durchgefuhrt. Zur moglichst genauen Messung wurde eine 25 - fache
VergroRerung verwendet. Da eine exakte Messung des Praparates nicht in
einem Sichtfenster moglich war, erfolgte die Einteilung mittels Histolineal und
grinem Filzstift (Abbildung 14). Die Messung erfolgte jeweils bis zur grinen
Markierung am linken Rand des Gesichtsfeldes (Abbildung 15). Die Oberflache
der einzelnen Teile wurde durch die Oberflachenmessfunktion des Diskus
System ver. 4.60.2034 ermittelt. Hierzu ist ein mausgesteuertes Umfahren der
zu messenden Struktur erforderlich (schwarze Linie). Die Ermittlung der
Oberflache erfolgte dann durch das System in mm?. Die 180 Biopsate wurden
in insgesamt 814  Einzelbildern vermessen. Zur Ermittlung der
Gesamtoberflache des Biopsates wurden die gemessenen Einzeloberflachen
summiert. Es wurde die komplette Oberflache des mikroskopisch beurteilbaren
Gewebes gemessen. Bei fragmentiertem Biopsiezylinder wurden die einzelnen
Fragmente getrennt vermessen und die Einzelmessungen summiert um die

Gesamtoberflache zu erhalten.

Abbildung 14 Oberflichenmessung Biopsat komplett
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Abbildung 15: Oberflichenmessung Biopsat exakt
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4.5 Statistische Analyse

Daten zur Stichprobenbeschreibung sind in Tabelle 1 aufgefuhrt. Diese wurden
nach tabellarischer Werterfassung in einer Exceltabelle (Microsoft® Excel® fur
Mac 2011 Version 14.3.6) berechnet.

Unter Einbeziehung des Institutes fur Biometrie der Medizinischen Hochschule
Hannover (Herr R. Scherer) erfolgte die deskriptive Statistik und die statistische
Analyse. Es wurde der einseitige t-Test fur gepaarte Daten verwendet.
Berechnet wurden die zum Test zugehdrigen 95%igen Konfidenzintervalle fur
die Mittelwerte der Differenzen der Oberflachen: Zum Einen fur die Differenz
zwischen Formalinrohrchen und Histoschwamm, zum Anderen fur die Differenz
zwischen Formalinrdhrchen und Filterpapier (Tabelle 3). Als Nicht -
Unterlegenheitsgrenze wurde -1 mm? festgelegt. Nicht — Unterlegenheit wird
angenommen, wenn die untere Grenze der beiden Konfidenzintervalle groRRer
als die festgelegte Nicht — Unterlegenheitsgrenze von -1 mm? ist. Mit insgesamt
60 Patienten konnte die geplante statistische Aussagekraft von 90% erreicht
werden. Der einseitige p Wert von < 0,025 wurde als statistisch signifikant
interpretiert. Die statistische Auswertung erfolgte mit SAS Vers. 9.2.

4.6 Zulassung der Ethikkommission

Nach Anfrage bei der Ethikkommision der Arztekammer Niedersachsen kam die
Unterkommission zur Beurteilung medizinischer Forschung am Menschen bei
der Arztekammer Niedersachsen zu dem Schluss, dass die geplante
Untersuchung nicht nach § 15 der Berufsordnung der Arztekammer
Niedersachsen der Ethikkommission bei der Arztekammer Niedersachsen zur
Beratung vorgelegt werden muss (siehe Anhang 8.2).
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5. Ergebnisse

5.1 Patientencharakteristika

Das mittlere Alter zum Zeitpunkt der Biopsie lag bei 62 Jahren
(Standardabweichung 8), der mittlere PSA Wert bei 9,49 ng/ml
(Standardabweichung 6,79). Das mittlere Gesamtprostatavolumen betrug 66,75
ml (Standardabweichung 39,7), die mittlere Anzahl der Vorbiopsien 1,32
(Standardabweichung 1,07). Eine tabellarische Auflistung findet sich in
Tabelle 1.

Tabelle 1: Stichprobenbeschreibung

Variable Gesamt (n=60)
Alter bei Biopsie (in Jahren)

Mittelwert 62
Standardabweichung 8
PSA (ng/ml)

Mittelwert 9,49
Standardabweichung 6,79
Gesamtprostatavolumen (ml)

Mittelwert 66,75
Standardabweichung 39,7
Anzahl der Vorbiopsien

Mittelwert 1,32
Standardabweichung 1,07
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5.2 Deskriptive Statistik

Die mittlere Oberflache der Biopsate, welche im Formalinrdhrchen konserviert
wurden, lag bei 6,58 mm?. Die Standardabweichung betrug 2,62. Die mittlere
Obeflache der Biopsate, welche auf dem Histoschwamm konserviert wurden,
lag bei 6,76 mm?. Die Standardabweichung betrug 2,45. Die mittlere Oberflache
der Biopsate, welche auf Filterpapier konserviert wurden, lag bei 6,75 mm?. Die
Standardabweichung betrug 2,87.

Eine tabellarische Auflistung findet sich in Tabelle 2.

Tabelle 2: Deskriptive Statistik der Oberflichenmessung der untersuchten Biopsate in

allen drei Vergleichskollektiven

N Mittelwert Standardabweichung
Formalinrohrchen 60 6.58 mm? 2.62
Histoschwamm 60 6.76 mm? 2.45
Filterpapier 60 6.75 mm? 2.87
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Abbildung 16 stellt die Ergebnisse der Oberflichenmessung der Biopsate in
Abhangigkeit des jeweiligen ,pre-embedding” Verfahrens im Boxplot dar. Es
zeigten sich bei allen drei Verfahren ahnliche Oberflachen, wobei die
Oberflachen beim Formalinrdhrchen insgesamt am Kleinsten sind. Bei Patient
42 bestand ein Ausreil’er beim Formalinréhrchen, bei Patient 37 einer beim

Filterpapier.
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Formalin Histoschwamm Filterpapier
Verfahren

Abbildung 16: Boxplot der Ergebnisse der Oberflichenmessung in allen drei

Vergleichskollektiven
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5.3 Nicht — Unterlegenheitstest

Im Folgenden wurden die drei verschiedenen ,pre—embedding” Verfahren mit
dem t-Test fur gepaarte Daten und einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5%
verglichen. Bei der Testung Formalinrdhrchen gegen Histoschwamm lag die
untere Grenze des Konfidenzintervalls bei -0,933, die obere Grenze bei 0,557.
Bei der Testung Formalinrbhrchen gegen Filterpapier lag die untere Grenze des
Konfidenzintervalls bei -0,986, die obere Grenze bei 0,639. Dies zeigt die Nicht
— Unterlegenheit des ,pre-embedding” Verfahrens im Formalinrohrchen
gegenuber Histoschwamm und die Nicht - Unterlegenheit des
Formalinréhrchens gegenuber Filterpapier. Eine tabellarische Auflistung zeigt
Tabelle 3.

Tabelle 3: Statistische Auswertung der Unterschiede zwischen ,pre-embedding“

Verfahren mittels Nicht-Unterlegenheitstest

Mittelwert Untere Obere p - Wert
der Konfidenz - | Konfidenz -
Differenzen | intervallgrenze | intervallgrenze

Formalinrohrchen | -0.188 -0.933 0.557 0.616
— Histoschwamm

Formalinréhrchen | -0.173 -0.986 0.639 0.671
— Filterpapier
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6. Diskussion

Wegen ihrer hohen therapeutischen Relevanz (Ukimura et al. 2013) stellt die
Befundung einer Prostatastanzbiopsie hohe Anforderungen an den Pathologen
(Fine et al. 2012). Eine Vielzahl von Faktoren beeinflusst die Wahrscheinlichkeit
im Rahmen einer Prostatastanzbiopsie ein Prostatakarzinom zu erkennen und
dieses in seinem ,Charakter (Ausdehnung, Aggressivitat etc.) korrekt zu
beschreiben und dementsprechend einen optimalen Therapieplan entwerfen zu
konnen. Einige Faktoren, wie zum Beispiel Prostatavolumen, ethnische
Herkunft des Patienten oder PSA-Wert sind nicht beeinflussbar. Auf andere
Faktoren wiederum, wie zum Beispiel Entnahmelokalisation, Gewinnung
optimaler Stanzzylinder oder Zahl der pro Paraffinblock eingebetteten Biopsate,
kann der Urologe oder Pathologe maf3geblich Einfluss nehmen (Bostwick und
Meiers 2006).
,Pre-embedding® Verfahren sind eine Moglichkeit das Ergebnis einer
Prostatastanzbiopsie zu optimieren, indem sie die Menge und Qualitat des
histopathologisch untersuchbaren Gewebes erhohen.
Grundlage fur die Bewertung eines ,pre-embedding” Verfahrens ist die
Materialausbeute. MINARDI et al. (2000) und ROGATSCH et al. (2000) konnten
zeigen, dass mit einem verbesserten ,pre-embedding“ Verfahren eine erhohte
Menge an gut beurteilbarem Gewebe erreicht werden kann (Minardi et al. 2002,
Rogatsch et al. 2000a).
Die offensichtlich begrenzte Anwendung dieser Verfahren in der Praxis fuhrte
zu unserer Untersuchung.
Insgesamt ist die Datenlage zur Optimierung der Materialausbeute durch ein
verbessertes  ,pre-embedding” Verfahren bei Prostatastanzbiopsaten
ubersichtlich. Nur wenige Autoren haben sich direkt mit dem Zusammenhang
zwischen einem speziellen ,pre-embedding” Verfahren und der daraus
resultierenden Gewebemenge oder Karzinomdetektionsrate beschaftigt. Des
Weiteren wurde in diesen Untersuchungen meistens die makroskopisch
bestimmte Lange des Biopsiezylinders als Hauptparameter herangezogen. Um
die verschiedenen Verfahren moglichst exakt miteinander vergleichen zu
konnen entschieden wir uns aus den unter ,3. Ziel der Untersuchung® bereits
erlauterten  Grinden zur mikroskopischen Oberflaichenmessung des
endgultigen Biopsiepraparates. Somit ist ein unmittelbarer Vergleich unserer
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Ergebnisse mit den Daten von ROGATSCH et al. (2000), MINARDI et al.
(2002), FISET et al. (2013) und ICZKOWSKI und BOSTWICK (2000) wegen der
dort ausschlieRBlich makroskopisch durchgefuhrten Langenbestimmung der
Biopsate schwierig (Rogatsch et al. 2000a, Minardi et al. 2002, Fiset et al. 2013,
Iczkowski und Bostwick 2000). Dies ist unseres Wissens nach die erste Arbeit,
welche die verschiedenen ,pre-embedding® Verfahren in einer prospektiv
randomisierten Studie miteinander vergleicht.

In unserer Studie wurde das Material untersucht, an dem der Pathologe die
Diagnose stellt. Eine Verfalschung der Ergebnisse durch den
histopathologischen Verarbeitungsprozess sollte so minimiert werden.

Die von uns durchgefuhrte Untersuchung hat, bedingt durch die Fokussierung
auf die Materialausbeute, jedoch Grenzen. Im Vergleich zu den Arbeiten von
ROGATSCH et al. (2000) und ICZKOWSKI et al. (2002) (Rogatsch et al. 2000b,
Iczkowski et al. 2002) kann eine Aussage hinsichtlich der Karzinomdetektionsrate
der jeweiligen Verfahren nicht erfolgen. Hierzu hatten je Patient 12 Biopsien pro
.pre-embedding® Methode (also insgesamt 36 Biopsate pro Patient)
durchgefuhrt werden mussen. Dies ist medizinisch und ethisch nicht vertretbar.
Alternativ ware ein Vergleich in verschiedenen Patientenkollektiven gewesen,
welches jedoch zu Verfalschungen auf Grund der individuellen
Patientcharakteristika (zum Beispiel ProstatagrofRe, PSA-Wert etc.) hatte fuhren
konnen.

Um untersucherabhangige Verfalschungen zu reduzieren, erfolgte die
Durchfilhrung aller Biopsien ausschlieBlich durch zwei biopsierfahrene Arzte
(beide Untersucher flihren ca. 60 Prostatastanzbiopsien pro Jahr durch). Eine
Verfalschung durch den routinierteren Umgang der Untersucher mit der
hausintern etablierten Formalinréhrchenmethode versuchten wir u.a. durch eine
Pilotstudie mit 12 Patienten und allen drei ,pre-embedding® Verfahren zu
vermeiden. Hier konnten sich die Untersucher die notwendige Routine beim
Umgang mit den ,pre-embedding” Verfahren Histoschwamm und Filterpapier
aneignen.

Eventuell konnte der erhohte Aufwand bei den in die Studie eingeschlossenen
Biopsaten (Vorbereitung der ,pre-embedding“ Verfahren, Offnen der
Randomisierungsumschlage etc.) zu einer uberdurchschnittlichen
Aufmerksamkeit ~des  Biopseurs hinsichtlich der  makroskopischen
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Biopsatqualitat gefuhrt haben. Angesichts der ahnlichen Ergebnisse sollte dies
jedoch nicht zur Bevorzugung eines bestimmten Verfahrens gefuhrt haben.

Im Rahmen des von uns durchgefuhrten Vergleichs zeigte sich fur alle Biopsate
die mit der ,pre-embedding”® Methode Formalinrdhrchen konserviert worden
waren eine mittlere Oberflache von 6,58 mm?, fiir alle auf dem Histoschwamm
konservierten Biopsate 6,76 mm? und fiir alle auf Filterpapier konservierten 6,75
mm? . In der statistischen Auswertung zeigte sich trotz der geringfugig grof3eren
Oberflachen bei ,pre-embedding“ auf Histoschwamm oder Filterpapier keine
Unterlegenheit des ,pre-embeddings” im Formalinréhrchen.

Unter diesen Voraussetzungen konnen die Verfahren als gleichwertig
hinsichtlich der Materialausbeute betrachtet werden.

ROGATSCH et al. (2000) konnte in seiner Untersuchung an einem frischen
Prostatektomiepraparat durch sein verbessertes ,pre-embedding” eine erhohte
Materialausbeute nachweisen. Es wurden 24 Stanzbiopsien aus dem OP-
Praparat gewonnen. 12 wurden im Formalinrohrchen und 12 und zwischen zwei
Nylonschwammen gelagert. In einem relativ komplizierten Messverfahren
ermittelte er prozentual die beurteilbare Gewebemenge im Vergleich zum
gesamten Biopsat (Rogatsch et al. 2000a). Bei einer von ihm durchgefuhrten nicht
randomisierten  Folgestudie an 500 Patienten des Tiroler PSA-
Screeningprogrammes untersuchte er seine verbesserte ,pre-embedding” unter
realen  klinischen  Bedingungen. Hier konnte er eine erhohte
Karzinomdetektionsrate bei den 250 Patienten, welche mit der von ihm
entwickelten ,pre-embedding® Methode untersucht wurden, nachweisen. Zur
Beurteilung der Materialausbeute wahlte er hier allerdings die makroskopisch
gemessene Lange des Stanzzylinders (Rogatsch et al. 2000b). Aus den schon
genannten Grunden halten wir die makroskopische Lange der Biopsate fur
einen relativ ungenauen Wert. ROGATSCH et al. (2000) ermittelt
dementsprechend eine Uberlegenheit der ,Nylonschwammtechnik an 12
Biopsaten aus einem frischen Prostatektomiepraparat (Rogatsch et al. 2000a).

MINARDI et al. (2002) modifizierte die von ROGATSCH et al. (2000)

entwickelte Technik zur sogenannten “Sandwich-Technik®, indem er zwei
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formalinbenetzte Histoschwamme verwendete (Minardi et al. 2002, Rogatsch et al.
2000a). Er konnte hiermit makroskopische Biopsatlangen von 14 mm (min.
5mm, max.19mm) erreichen. Ein unmittelbarer Vergleich zu einem anderen
Verfahren erfolgte nicht

Im Rahmen unserer Arbeit wurden o.g. Verfahren prospektiv randomisiert an 60
Patienten untersucht. Als Vergleichsparameter wurde die mittlere Oberflache
des endgultigen histologischen Praparates gewahlt. Die von ROGATSCH et al.
(2000) gefundene Unterlegenheit des ,konventionellen pre-embeddings® im
Formalinrohrchen konnte dabei nicht nachvollzogen werden (Rogatsch et al.
2000a).

WULLICH et al. (2007) bezieht sich in seiner Arbeit ebenfalls auf die von
ROGATSCH et al. (2000) entwickelte Methode (Wullich et al. 2007, Rogatsch et al.
2000a). Statt Histoschwammen verwendet er mit Formalin getranktes
Filterpapier, um die Biopsate darauf abzurollen (Wullich et al. 2007). Eine
Objektivierung der Gewebemengen oder ein direkter Vergleich mit einem
anderen ,pre-embedding“ Verfahren erfolgt nicht.

Sowohl unsere Umfrageergebnisse als auch die von uns erhobenen Daten
bestatigen die von anderen Autoren (Rogatsch et al. 2000a, Minardi et al. 2002,
Waullich et al. 2007) beschriebenen Vorteile der verbesserten ,pre-embedding”
Methoden hinsichtlich der Materialausbeute nicht.

Auffallig war eine Diskrepanz zwischen den von uns gemessenen Oberflachen
aller Verfahren und den in der Literatur makroskopisch ermittelten
Biopsatlangen. FICARRA et al. (2006) konnte bei seiner Untersuchung zur
transperinalen Prostatabiopsie bei Verwendung einer identischen Biopsienadel
makroskopisch Biopsatlangen von ca. 14 mm erreichen (Ficarra et al. 2006).
FISET et al. (2013) konnte zeigen, das Biopsatlangen von 13 mm eine optimale
Sensivitat und Spezifitdt fur die Karzinomerkennung haben (Fiset et al. 2013).
OBECK et al. (2012) empfiehlt eine Biopsatlange von 11,9 mm um den
Qualitatsstandards zu entsprechen (Oebek et al. 2012). Analog zu unserer Studie
wurden die Biopsien alle mit einer 18 G Biopsienadel und einem LSN (Length of
sample notch) von 18-19 mm durchgefihrt. Der Langsschnitt eines idealen
Biopsiezylinders hatte eine Oberflache von 18 G/1,024 mm x 19 mm = 19,46
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mm? . Rechnet man die makroskopisch ermittelten Biopsatlangen entsprechend
um (Biopsatlange in mm x 18G/1,024 mm), erhalt man deutlich groflere
Oberflachen als die von uns bei allen Verfahren gemessenen
(Formalinrdhrchen: 6,58mm? +/- 2,62, Histoschwamm: 6,76mm? +/- 245,
Filterpapier: 6,75mm? +/- 2,87).

FUKABORI et al. (2006) hat in einer Untersuchung zur simultanen
Gewebegewinnung  fur  histopathologische und  molekularbiologische
Untersuchungen ebenfalls Prostatabiopsate vermessen. Auch er entschied sich
fur eine mikroskopische Messung und legte einen rechteckigen Langsschnitt
zugrunde. Die dort errechnete Oberflachen von 5,98 mm? bestitigen unsere
Messergebnissen. (Fukabori et al. 2006).

Wie schon diskutiert ware eine mogliche Ursache die erhebliche Beeinflussung
der Materialausbeute durch den histopathologischen Verarbeitungsprozess. Die
Arbeiten von KAO et al. (2002), BOSTWICK et al. (2006) und VAN DER
KWAST et al. (2013) starken eine solche Vermutung (Kao et al 2002, Bostwick
und Meiers 2006, van der Kwast et al. 2013) weshalb in dieser Arbeit die
mikroskopische Messung gewahlt wurde.

VARMA et al. (2013) konnte in seiner europaweiten Umfrage zeigen, dass
55,6% der befragten Institute die Biopsate im Formalinréhrchen (oder dhnlichen
Verfahren) konservieren, 22,8% auf Filterpapier und 21,2% auf
Histoschwammen (Varma et al. 2013). Dies lasst ebenso wie die Ergebnisse
unserer Umfrage vermuten, dass die Uberlegenheit der ,pre-embedding*
Methoden Histoschwamm und Filterpapier im Vergleich zur
Formalinréhrchenmethode nicht so grol3 ist, dass sie flachendeckend
angewandt werden.

Neben den zahlreichen in der Literatur genannten Vorteilen der untersuchten
.pre-embedding“ Verfahren, waren technische und organisatorische Probleme
mogliche Ursachen fur eine geringe Verbreitung.

Bei den im Folgenden geschilderten Schwierigkeiten handelt es sich um
subjektive Einschatzungen. Zur Objektivierung sind weitere Untersuchungen
(z.B. Messung von Untersuchungszeiten, Vergleich der Artefakt- bzw.
Fragmentzahl etc.) erforderlich.
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Nach unserer Erfahrung ist eine Prostatastanzbiopsie mit ,pre-embedding® im
Formalinrohrchen zeitsparend durch einen Untersucher und ohne
Assistenzpersonal  durchfuhrbar. Entgegen der Literatur war die
Untersuchungszeit im Rahmen dieser Arbeit bei ,pre-embedding” der Biopsate
auf Histoschwamm bzw. Filterpapier durch das aufwendigere Abstreichen der
Biopsate erhoht. Da fur viele Patienten der transrektale Ultraschallkopf im
Rektum trotz Lokalanasthesie sehr unangenehm ist, sollte die
Untersuchungszeit so kurz wie mdglich sein. FAVAZZA et al. (2002) publizierte
ein Verfahren, mit welchem die Untersuchungszeit deutlich verkurzt werden
konnte (Favazza et al. 2002). Das Praparat wird dabei durch ein erneutes
~<Abfeuern® der Biopsiepistole aus der Nadel ausgeworfen. Eine simultane
Anwendung mit den ,verbesserten pre-embedding” Verfahren erscheint
schwierig, da die Zeitersparnis durch das schnelle, aber unkontrollierte
Auswerfen des Biopsates erfolgt. Ein planes, gestrecktes Ablegen auf
Histoschwamm oder Filterpapier ist dabei nicht moglich. Naturlich kann dieser
Zeitverlust durch Assistenzpersonal, welches das Abstreichen Ubernimmt, oder
eine Verwendung von zwei Biopsiepistolen ausgeglichen werden. Hieraus

konnen aber u.U. erhohte Material- und Personalkosten resultieren.

Auch im weiteren histopathologischen Verarbeitungsprozess fanden wir
Nachteile im Vergleich zur Formalinrohrchenmethode.

Zum Teil gestaltete sich das Ablosen der Praparate vom formalingetrankten
Histoschwamm als schwierig, da die grobporige Struktur des Schwammes trotz
Formalintrankung eine starke Adharenz des Biopsates am Schwamm
verursachte. Daraus resultierte neben mikroskopisch nachweisbaren Artefakten
eine erhohte Anzahl von Fragmenten.

Welche Auswirkungen schwamminduzierte Artefakte auf die korrekte
Diagnosestellung eines Prostatakarzinoms haben st bis dato nicht
nachgewiesen. FARELL et al. (1992) und KEPES und OSWALD (1991)
konnten jedoch negative Einflisse bei anderen Geweben (z.B. Niere, Leber und
Thalamus) feststellen (Farrell et al 1992, Kepes und Oswald 1991). Bei der
Filterpapiermethode fanden sich z.T. Quetschartefakte, welche u.U. ahnlich
negative Einflisse haben konnten.
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Des Weiteren fuhrte ein Ablosen mit der Pinzette zu einer erhOhten
Fragmentierung. FAJARDO et al. (2010) konnte zeigen, dass dies negative
Auswirkungen auf die korrekte Karzinomdiagnostik hat (Fajardo et al. 2010).

Der langere Kontakt von Untersucher und Patient mit dem potentiell
gesundheitsschadlichen (Cogliano et al. 2005) Formalin durch die offenliegenden,
formalingetrankten Schwamme bzw. Filterpapiere ist aus unserer Sicht

ebenfalls ungunstig.
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7. Zusammenfassung

Mit dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass das in Deutschland am
haufigsten  (96%) angewandte ,pre-embedding® Verfahren  mittels
Formalinrbhrchen den aufwandigeren Alternativen (Histoschwamm und
Filterpapier) hinsichtlich der Materialausbeute in der Effektivitat gleichwertig ist.
Trotz der widerspruchlichen Datenlage in der Literatur, stellt aus unserer Sicht
die Verwendung des Formalinrhrchens als ,pre-embedding“ Verfahren eine
Alternative zu den in den Leitlinien empfohlenen Verfahren dar.

Eine Aquivalenz der genannten Verfahren hinsichtlich anderer Parameter (z.B.
Karzinomdetektionsrate) sollte, ebenso wie mdgliche Nachteile der einzelnen

Verfahren, weiter untersucht werden.
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8.2 Schreiben Ethikkommission
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Geschiftsstelle der Ethikkommission

Arztekammer Niedersachsen Postfach 3 07 30003 Hannover Geschaftsstelle:

Berliner Allee 20
30175 Hannover

Stadtisches Klinikum Braunschweig gGmbH

) Tel. (05 11)380 22 08
Urologie Fax. (05 11)3802119
. E-Mail: ethikkommissi kn.d
Herrn Alkuin Vandromme g Sl s
; Ansprechpartner/in
Freisestrale 9/10 : iEiB5es
38118 Braunschweig
Bitte in der Antwort angeben
Iir Zeicnen, Ihr Schreiben vom Unser Zeichen Datum
Bo 18. Mai 2010

Vergleich verschiedener Verfahren zur Untersuchung von Prostatabiopsieproben

Sehr geehrter Herr Vandromme,

hiermit bestatigen wir den Eingang lhrer E-Mail vom 10. Mai 2010 nebst den Angaben
zu lhrem Forschungsvorhaben. Wie diesen zu entnehmen ist, soll die Auswertung der
Forschungsdaten in anonymisierten Form erfolgen, so dass ein Rickschluss auf die
Patientendaten also nicht méglich ist.

Nach Durchsicht der Unterlagen teilen wir Ihnen daher mit, dass es sich bei lhrem
Forschungsvorhaben nach Ansicht der Unterkommission zur Beurteilung medizinischer
Forschung am Menschen der Ethikkommission bei der Arztekammer Niedersachsen
(AKN) nicht um biomedizinische Forschung am Menschen oder um epidemiologische
Forschung mit personenbezogenen Daten handelt. Das Vorhaben muss daher nicht
nach § 15 der Berufsordnung der AKN der Ethikkommission bei der AKN zur Beratung
vorgelegt werden.

Mit freundlichen GriiRen

W

i. A
Dipl ;OK. Kai Bag

Konten: Deutsche Apotheker- und Arztebank eG Hannover Dresdner Bank Hannover
Kto.-Nr. 010 1192124 (BLZ 250 906 08) Kto.-Nr. 7 383 800 00 (BLZ 250 800 20)
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