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1. Zusammenfassung

In die Routinediagnostik der Zytologischen Diagnostik (ZD) des Instituts fliir Gewebemedizin und Pathologie sollte eine p16/Ki67-Doppelfarbung eingefiihrt werden.
Diese immunhistochemische Farbung kann zur Bestatigung von hochgradigen Dysplasien des Zervixkarzinoms genutzt werden.

Ziel dieser Arbeit war es, durch einen Validierungsprozess ein optimales Farbeergebnis mit einer Farbstarke von +++ bei p16/Ki67-positiven Zellen und eine
maximale Hintergrundfarbung von +/- auf gyndkologischen Proben zu erreichen. Es wurden 14 auf eine hochgradige Dysplasie positive Abstriche der
«Portio/Cervix» untersucht, welche zu ThinPrep®- und/oder Zellblock-Praparaten verarbeitet wurden.

Die Resultate zeigten mit der endgultigen Farbung unter Verwendung einer H24095, einer 1:50-Antikorperverdinnung von p16 und einer 1:25-
Antikorperverdiinnung von Ki67 vorwiegend eine Farbstarke von ++ mit einer Hintergrundfarbung von +/- auf den Zellblock-Praparaten, sowie eine Farbstarke von

+++ mit einer Hintergrundfarbung von + auf den ThinPrep®-Praparaten.

Somit konnte kein optimales Farbeergebnis erreicht werden. Dennoch eignete sich das Farbeergebnis aufgrund des klar ersichtlichen Kontrastes zwischen positiven
Zellverbanden und dem unspezifischen Hintergrund fir die Diagnostik. Die Farbung wurde im Anschluss an diese Arbeit in die Routine der ZD eingeflhrt.

2. Einleitung

Zur den Untersuchungen der ZD gehort u.a. das Screening von gynakologischen
Proben flr einen Papanicolaou(PAP)-Test. Dieser dient der Friiherkennung des
Zervixkarzinoms und dessen Dysplasien. Daflir werden Zellen des Portioepithels
und der Endozervix, kurz «Portio/Cervix», gewonnen [1]. Die Entstehung von
Dysplasien wird stark mit Human-Papilloma-Virus (HPV)-Infektionen assoziiert
[2]. Die ZD befundet gynakologische Proben nach Bethesda 2014. Hier die
daraus zentralen Begriffe fur diese Arbeit:

Tabelle 1: relevante Nomenklatur nach Bethesda (Bubendorf, 2011, S. 102 -103)

LSIL | Niedriggradige intraepitheliale Lasion (low-grade squamous intraepithelial lesion)

HSIL |Hochgradige intraepitheliale Lasion (high-grade squamous intraepithelial lesion)

Die Diagnose wird in der Regel anhand des morphologischen Bilds in der
Papanicolaou-Farbung gestellt. Dabei gelten mehrere Malignitatskriterien [3].
Nicht immer ist eine eindeutige Unterscheidung von LSIL und HSIL moéglich. Dies
ist jedoch fur Prognose und Therapie unerlasslich.

Mit der p16/Ki67-Doppelfarbung lasst sich das Vorhandensein einer HSIL
bestatigen. Denn nur bei stark transformiertem Zellzyklus durch HPV kommt es
zur Uberexpression beider Proteine in derselben Zelle. Die Co-expression von
p16 und Ki67 ist physiologischer Weise und bis hin zum Stadium einer LSIL nicht
moglich [4].

3. Ziele und Fragestellungen

Ziel war es, ein optimales Farbeergebnis der p16/Ki67-Doppelfarbung zu
generieren. Um dies zu erreichen, wurden in einem Validierungsprozess
verschiedene Gewebevorbehandlungen und Antikorperverdinnungen
ausgetestet. Daraus abgeleitete Fragestellung:

* Wie mussen die verwendeten p16- und Ki67-Antikorperkonzentrate in der
p16/Ki67-Doppelfarbung verdiinnt werden und wie muss das Zellmaterial
vorbehandelt werden, um ein optimales Farbeergebnis fur gynakologische
Proben zu erzielen?

4. Material, Methodik, Vorgehen

Die p16/Ki67-Doppelfarbung basierte auf dem Prinzip einer indirekter
Immunhistochemie und wurde auf einem vollautomatischen Farbeautomaten,
dem BOND-III der Firma Leica, durchgefihrt.

Als Vorbehandlung wurde mit einem hitzeinduzierten Epitope Retrieval (HIER)
gearbeitet. Die verwendeten Antikorper wurden simultan mittels einem
«Cocktail» aus p16- und Ki67-Antikorperkonzentraten angeboten (s. Abb. 1).
Ausgewahlt wurde Probenmaterial, welches in der Farbung zwingend positiv
reagieren musste. Demnach wurden 14 auf eine hochgradige Dysplasie positive
Abstriche der «Portio/Cervix» untersucht, welche zu ThinPrep®- und/oder
Zellblock-Praparaten verarbeitet wurden. Jeder Abstrich entsprach einem Fall.
Flir ein optimales Farbeergebnis wurden eine Farbstarke von +++ bei p16/Ki67-
positiven Zellen und eine maximale Hintergrundfarbung von +/- festgelegt.

Das jeweilige Farbeergebnis wurde mittels Kreuzen entsprechend der erreichten
Farbstarke und der Hintergrundfarbung protokolliert:

Tabelle 2: Farbskala zur Einteilung der Farbstarke (Cordey, 2023)

Keine Positivitat festzustellen

+ Leichte Anfarbung ersichtlich
++ Mittelstarke Anfarbung ersichtlich
+++ Starke Anfarbung ersichtlich
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Abb. 1: Farbeprinzip der p16/Ki67-Doppelfarbung: 1. Behandlung der Probe mit Wasserstoffperoxid; 2. Der manuell verdiinnte Cocktail aus spezifischen
Maus- und Kaninchen-Primarantikorpern wird aufgetragen.; 3. Das Poly-HRP IgG-Reagenz lokalisiert Maus-Antikorper.; 4. Das Poly-AP IgG-Reagenz
lokalisiert Kaninchen-Antikorper.; 5. Das Substratchromogen DAB (Diaminobenizidintetrahydrochlorid-Hydrat) macht Maus-Antikdrper durch einen
braunen Niederschlag sichtbar. Das Substratchromogen Fast Red macht Kaninchen-Antikorper durch einen roten Niederschlag sichtbar.; 6. Himatoxylin
als Gegenfarbung (Cordey, 2023) — basierend auf Packungsbeileger, 2020.

5. Ergebnisse/ Resultate

Tabelle 3: Ergebnisprotokoll der Testdurchfiihrung 3 vom 07.02.2023 (Cordey, 2023)

p16 1:50, Ki67 1:25 H24095* ++ +/- Zellblock
p16 1:50, Ki67 1:25 H24095 ++ +/- Zellblock
p16 1:50, Ki67 1:25 H24095 ++ +/- Zellblock

*H = HIER, 2= alkalische EDTA-Pufferl6sung, 40 = Dauer der Vorbehandlung betragt 40 Minuten, 95 = Temperatur bei
der Vorbehandlung liegt bei 95° Celsius

Tabelle 4: Auszug aus dem Ergebnisprotokoll der Testdurchfiihrung 5 vom 24.02.2023 (Cordey, 2023)

- Keine Hintergrundfarbung festzustellen
+/- Minimale Hintergrundfirbung vorhanden

+ Massige unspezifische Hintergrundfarbung vorhanden

P16 1:50, Ki67 1:25 H24095 + + Zellblock
pl6 1:50, Ki67 1:25 H24095 ++ +/- Zellblock
P16 1:50, Ki67 1:25 H24095 ++ +/- Zellblock
p16 1:50, Ki67 1:25 H24095 +++ +/- Zellblock
p16 1:50, Ki67 1:25 H24095 +++ + ThinPrep®
p16 1:50, Ki67 1:25 H24095 +++ + ThinPrep®
p16 1:50, Ki67 1:25 H24095 +++ + ThinPrep®
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Abb. 2: Ausschnitt aus Fall 7, Zellblock, p16/Ki67-Doppelfarbung,
Testdurchfihrung 3, 10x Vergrosserung (Cordey, 2023)

Abb. 3: Ausschnitt aus Fall 10, ThinPrep®, Testdurchfliihrung 3, 20x
Vergrosserung (Cordey, 2023)

6. Diskussion

In dieser Arbeit konnte kein optimales Farbeergebnis erreicht werden.

Da nur 14 Falle untersucht wurden, busste der Validierungsprozess ausserdem
an Reprasentativitat ein.

Das bestmogliche Ergebnis wurde mit einer Vorbehandlung durch H24095,
einer 1:50-Antikorperverdinnung von p16 und einer 1:25-
Antikorperverdiunnung von Ki67 erzielt. Auf den Zellblock-Praparaten zeigte sich
eine Farbstarke von ++ mit einer Hintergrundfarbung von +/- und auf den
ThinPrep®-Praparaten eine Farbstarke von +++ mit einem Hintergrund von +.
Durch den klar ersichtlichen Kontrast von positiven Zellen zum unspezifischen
Hintergrund, konnte dennoch ein Farbeergebnis erzielt werden, welches fir die
Diagnhostik genutzt werden konnte.
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