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Kolorektaalse kartsinoomi
operatsioonipreparaatide ex vivo
varvimine metileensinisega limfi-
solmede tuvastamise parandamiseks

Heigo Reima?, Helgi Saar?, Jaan Soplepmann3*

Taust. Regionaalsete limfisdlmede haaratus on kolorektaalse vahi oluline prognostiline
tegur. Sellest sdltub ka edasine ravitaktika. Rahvusvahelise konsensusotsusena on mini-
maalne soovituslik operatsioonipreparaadist uuritud liimfisélmede arv 12. Kirjanduse
andmed néditavad, et sellise limfisdlmede hulga leidmine on sageli raskendatud.

Eesmark. Hinnata metiileensinisega virvimise meetodi tdhusust onkoloogilises mahus
resetseeritud kolorektaalse vahi operatsioonipreparaatides olevate liimfisdlmede arvu
ja suuruse selgitamisel, samuti limfisdlmede metastaasidega patsientide arvu ning
limfisélmede metastaaside olemasolu ja limfisdlmede suuruse seose kindlakstegemisel.

Materjal ja meetodid. Analiitsiti TU Kliinikumi kirurgilise onkoloogia osakonnas 60
jarjestikust ex vivo intraarteriaalselt manustatud metiileensinisega varvitud operatsioo-
nipreparaati. Hinnati leitud liimfisélmede arv, suurus ja mikroskoopiliselt metastaaside
esinemine nendes.

Tulemused. Metiileensinisega varvimise abil oli véimalik kolorektaalse vahi preparaadis
tuvastada 12 ja enam liimfis6lme 53 juhul (88%) ning keskmiselt leiti seal 27,4 limfisélme.
Peaaegu pooltel juhtudel (47%) esines kasvajast haaratud limfisélmi. Koigist leitud
limfis6lmedest oli 75% ja metastaatilistest liimfis6lmedest 50% véikesed, diameetriga
alla 4 mm. N-positiivsetest juhtudest olid 18%-1 metastaasid leitavad ainult vdikestes
limfisdlmedes.

Jareldused. Metiileensinisega varvimine on lihtne, odav ja vihe aega ndudev meetod,
mis voimaldab valdaval osal kolorektaalse vahi operatsioonipreparaatidest leida 12 voi
enam limfisélme.

Kolorektaalse vdahi (KRV) kirurgilise ravi
standard on kasvajalise soolesegmendi
eemaldamine koos regionaalse limfibas-
seiniga. Selleks ligeeritakse ldhtekohast
vastava segmendi verevarustus ja haara-
takse preparaati kogu resetseeritava soole
kinnisti koos regionaalse limfikoestikuga.

Regionaalsete lumfisélmede (LS) prepa-
raatide uurimine on oluline haiguse staa-
diumi méadramiseks. Metastaaside olemasolu
LSides on iiks tihtsamaid KRV prognostilisi
tegureid. Haiguse Il staadiumis, kui LSides
metastaasid puuduvad, on 5 aasta elulemus
83% ja Il staadiumis (metastaatiliste LSide
esinemise korral) juba 60% (1). Samuti

maédrab LSide staatus edasise ravitaktika.
Regionaalsete LSide metastaaside olemasolu
korral parandab patsiendi elulemust oluliselt
adjuvantne keemiaravi, samas ei vaja I ja II
staadiumi haiged enamasti adjuvantravi (2).

KRV staadiumi adekvaatseks hinda-
miseks on rahvusvaheline vihitorjetihing
(UICC), Ameerika tihine vihikomitee (AJCC)
ja USA riiklik vahiinstituut (NCI) 2000.
aastal kinnitanud rahvusvahelise konsen-
susdokumendi, mille jirgi on soovitatav
viahemalt 12 LSi histoloogiline hindamine
operatsioonipreparaadis (3). Siiski jadb prak-
tikas uuritud LSide arv sageli sellest arvust
vaiksemaks. Esitatud kliinilises kontekstis
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on eriti oluline, et uuritud LSide arv on
iseseisev prognostiline tegur, mis mojutab
otseselt patsientide ravi ja elulemust (4, 5).

LSe otsitakse preparaadist tavaliselt
vaatluse ja palpatsiooni meetodil. Mitte-
suurenenud LSide leidmine soolekinnisti
rasvkoes on patoloogile keeruline tilesanne,
kuna need on rasvkoega iisna sarnase
konsistentsi ja virvusega. LSide leidmist
mojutavad mitmed tegurid, sh patsiendi
vanus ja kehamassi indeks, eelnev neoad-
juvantravi, operatsiooni maht ja operat-
sioonipreparaadi kvaliteet ning patoloogi
oskused. Uuringud on ndidatud, et dpeta-
vates ja spetsialiseeritud keskustes leitakse
operatsioonipreparaatides LSe enam kui
teistes haiglates (6, 7). LSide uurimise
parandamiseks on kasutatud erinevaid
tehnikaid, sh mesenteriaalset rasva lahus-
tavaid meetodeid ja vahimeeslimfisdlme
biopsiat. Nimetatud meetodid on aja- ja
ressursimahukad ning kiisitava tulemus-
likkusega. Seetdttu on nende rakendamine
igapdevases praktikas piiratud (8-10).
2007. aastal kirjeldati esimest korda
operatsioonipreparaadi intraarteriaal-
selt metiileensinisega varvimist (MSV)
kui lihtsat ja efektiivset voimalust LSide
leidmise parandamiseks (11, 12). Sellisel
viisil varvuvad ka védikesed LSid intensiiv-
selt siniseks ja on histi eristatavad kolla-
kasrohelise rasvkoe foonil. Lisaks aitab
preparaadi virvimine makroskoopiliselt
hinnata kasvaja infiltratsiooni siigavust
ning mesorektumi terviklikkust parasoole
operatsioonipreparaatides. 2010. aasta
septembrist votsime MSV kasutusele ka
TU Kliinikumi hematoloogia-onkoloogia
kliiniku kirurgilise onkoloogia osakonnas.

EESMARK

Katseprojekti eesmérgiks on hinnata MSV
kasutamise tdhusust onkoloogilises mahus
resetseeritud KRV operatsioonipreparaa-
tides olevate LSide arvu ja suuruse selgita-
misel, samuti LSi metastaasidega patsientide
arvu ning LSi metastaaside olemasolu ja
LSide suuruse seose kindlakstegemisel.

MATERJAL JA MEETOODID

Alates 2010. aasta septembrist teostati poole
aasta viltel TU Kliinikumi hematoloogia-
onkoloogia kliiniku kirurgilise onkoloogia
osakonnas kodigi onkoloogilises mahus
resetseeritud KRV operatsioonipreparaatide
MSV. Kokku varviti edukalt 60 patsiendi

operatsioonimaterjal. Operatsiooniprepa-
raadi varvimine ebadnnestus 6 juhul ning
neid patsiente uuringusse ei kaasatud.
Ebadnnestumise pdhjuseks oli arterisse
kantiiili paigaldamise ebadnnestumine voi
virvaine leke sulgemata arteriharudest.

Kui Mirkli ja tema kolleegide kirjeldatud
originaaluuringus toimus MSV-protseduur
patoloogiaosakonnas (12), siis meie tegime
MSV operatsioonitoas vahetult parast prepa-
raadi eemaldamist. Jimesoole preparaadi
arteri(te)sse viidi veenikaniiiil 20 G. Kaniiiil
fikseeriti ja hermetiseeriti ligatuuriga.
Siistlasse lahustati 20 ml-s 50 mg metiileen-
sinist (5 ml varvaine ampull {ihes 15 ml
fiisioloogilise lahusega). Arteri(te)sse siistiti
10-20 ml lahust ning protseduuri edukust
kinnitas vaskulaarse vorgustiku ja soole
serooskelme kohene viarvumine siniseks.
Preparaat toimetati haigla patoloogiatee-
nistusse, kus patoloog fikseeris selle parast
preparaadi osalist avamist 24 tunniks 10%
formaliinilahuses.

Koéikide histoloogilises preparaadis
leitud LSide diameeter moddeti ning jagati
6 rihma: 0-2 mm, 2-4 mm, 4-6 mm, 6-8
mm, 8-10 mm ja > 10 mm. Kéiki soolekin-
nistis leitud varvunud LSe (vt foto 1) uuriti
histoloogiliselt ja kirjeldati metastaatilised
LSid suuruse jargi. N-positiivsust ehk kasvaja
metastaaside esinemist regionaalsetes
liimfisdlmedes uuriti algkolde erineva suuru-
sega (T1-T4) riihmades. Samuti hinnati LSide

UURIMUS

Foto 1. Kaks metiileensinisega varvunud liimfis6lme (diameeter
iile 5 mm) jamesoole operatsioonipreparaadis.
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arvu eraldi neoadjuvantravi saanud ja mitte
saanud rektumikartsinoomiga patsientidel
ning vaadeldi ka LSide arvu erineva algkolde
lokalisatsiooniga rithmades.

Uuringuks saadi TU inimuuringute
eetika komiteelt luba (nr 198/T-23, vilja
antud 22.11.2010).

TULEMUSED

Keskmine uuritud LSide arv MSV-preparaa-
tides oli 27,4, kusjuures minimaalne LSide
arv preparaadis oli 0 ja maksimaalne 80.
Soovituslikud 12 ja enam LSi leiti 88%-1
(53/60) juhtudest.

Metastaatilised LSid v&i tuumori depo-
siidid esinesid 47%-s (28/60) uuritud operat-
sioonipreparaatidest. Kdigist uuritud LSidest
75% olid véiksed, diameetriga < 4mm (vt
joonis 1). Metastaatilistest LSidest 50%
olid véiksed (vt joonis 2). N-positiivsetest
juhtudest olid omakorda 18%-1 (5/28)
metastaasid leitavad ainuiiksi védikestes
LSides. Suuremates LSides oli metastaaside
leidmise tdendosus suurem (vt joonis 1).
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0-2mm >2-4mm | >4-6mm | >6-8mm | >8-10mm >10mm
LSide arv 664 572 262 95 28 21
M LSi metastaase 30 29 26 19 6 8
Metastaasidega LSide % 5 5 10 20 21 38
Joonis 1. Metiileensinisega varvitud kolorektaalse vahi
operatsioonipreparaadis uuritud limfisdlmede (LS) jaotus ja
metastaaside esinemine erineva diameetriga limfis6lmedes.
40
30
20 —
10 I
0
0-2mm >2-4mm | >4-6mm | >6-8 mm | >8-10mm >10mm
‘ LSidearv 30 29 26 19 6 8
% koguhulgast 25 25 22 16 5 7

Joonis 2. Metastaatiliste limfisdlmede (LS) jaotus diameetri jargi
metileensinisega varvitud kolorektaalse vahi operatsioonipreparaadis.
Pistteljel limfis6lmede absoluutarv.

T1 ja T2 faasi algkolde levikuga kasvaja
esines kahel juhul, mélemad olid N-nega-
tiivsed. Algkolde T3-ulatusega levik esines 43
juhul, millest 44% (19/43) olid N-positiivsed
ning T4-algkolle esines 10 juhul, millest
70% (7/10) olid N-positiivsed. Vihem kui
12 LSi leiti 7 haigel, kellest 5 olid saanud
neoadjuvantset keemia- ja kiiritusravi
lokaalselt levinud pédrasoolevédhi téttu.
Rektumikartsinoomiga neoadjuvantset
keemia- ja kiiritusravi saanud patsiente oli
11. Neil oli keskmine uuritud LSide arv 14,0
ja enam kui 12 LSi tuvastati 55%-1 (6/11)
juhtudest. Rektumikartsinoomiga neoadju-
vantset keemia- ja kiiritusravi mittesaanud
patsiente oli 12. Neil oli keskmine uuritud
LSide arv 26,2 ja enam kui 12 LSi leiti neil
83%-1 (10/12) juhtudest.

Parempoolne voi laiendatud parem-
poolne hemikolektoomia oli tehtud 29 juhul,
keskmine tuvastatud LSide arv selles rithmas
oli 32. Vasempoolne hemikolektoomia oli
tehtud 8 juhul keskmise tuvastatud LSide
arvuga 30. Rektumi eesmine resektsioon
voi abdominoperineaalne ekstirpatsioon
oli tehtud 23 juhul keskmise tuvastatud
LSide arvuga 20.

ARUTELU

On teada, et KRV-patsientide elulemus
soltub uuritud LSide arvust. USAs 2003.
aastal avaldatud uuringus leiti, et T3NOMO
jimesoolevidhiga patsientide elulemus
varieerus oluliselt ning séltus uuritud LSide
arvust, olles 1-2 uuritud LSi korral 64%
ja tile 25 uuritud LSi korral juba 86% (4).
Hollandis avaldatud 2010. aasta uuringus
oli I-II staadiumi (NO) KRV patsientide 5
aasta elulemus 1-3 uuritud LSi korral 64%
ning 19 ja rohkema uuritud LSi korral 80%
(5). Véhese uuritud LSide arvu ja vaik-
sema elulemuse seose vdoimalikke pdhju-
seid mainiti eelviidatud artiklites mitu:
staadiumi alahindamise tottu saamata
jddnud adjuvantravi, halvem organismi
immuunvastus kasvajale vdheste LSidega
patsientidel, ebapiisav operatsioonimaht.
Véimalikult suur uuritud LSide arv on
eriti oluline kasvaja I-II staadiumi korral,
et vélistada haiguse staadiumi alahinda-
mist. Kui LSi metastaas on juba leitud (III
staadium), siis on adjuvantravi vajadus
selgunud ja edasine suurema hulga LSide
uurimine enam ravitaktikat ja prognoosi ei
muuda (13). Eelnimetatud Hollandi uuringus
nididati, et suurema uuritud LSide arvu
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korral kasvab ka N-positiivsete patsientide
osakaal. Seetdttu on oluline réhutada, et
patoloog ei tohi piirduda vaid soovitus-
liku 12 LSi uurimisega, vaid peab leidma
ja uurima nii palju LSe kui véimalik (5).
Siinkohal v&ib tuua néditena meie uuringus
osalenud patsiendi, kellel uuriti kokku
80 LSi ja leiti vaid tiks 2 mm diameetriga
metastaatiline LS.

1990. aastal toimunud gastroenteroloo-
gide maailmakongressil esitati ettepanek
minimaalselt 12 LSi histoloogiliseks hinda-
miseks KRV-operatsioonipreparaatides (14).
2000. aastal kinnitati see ndue UICC, AJCC
ja NCI rahvusvahelises konsensusdoku-
mendis (3). Keskmine uuritud LSide arv on
KRV diagnostikas sellest ajast jark-jargult
kasvanud. Siiski ndhtub rahvusvahelistest
publikatsioonidest, et sageli ei ole uuritud
LSide arv osutunud piisavaks. USAs 2001.
aastal korraldatud uuringus oli 12 ja rohkem
LSi uuritud ainult 44%-1 haigetest, 2004.
aasta Rootsi uuringus 67%-1, 2007. aasta
Hollandi uuringus 52%-1 ja 2007. a USA
uuringus 72%-1 (15-18). Olukord Eestis on
olnud veelgi halvem: 1997. aastal Eestis
diagnoositud koikidest KRV-patsientide
preparaatidest oli 12 ja rohkem LSi uuritud
koigest 2%-1 juhtudest (19). TU Kliinikumi
kirurgilise onkoloogia osakonnas tehtud
prospektiivses publitseerimata uuringus
2009. aastal oli keskmine uuritud LSide arv
11 (minimaalne 0, maksimaalne 31 LSi) ning
12 ja rohkem LSi oli uuritud juba 43%-1 juhtu-
dest. Kdesolevas uuringus MSV kasutamisel
oli keskmine uuritud LSide arv 27,4 ning 12
ja rohkem LSi oli uuritud 88%-1 juhtudest.
Seega laheneb MSV abil saavutatud tulemus
rahvusvahelisele konsensusotsusele.

Kui vorrelda kdesoleva uuringu tule-
musi Markli originaaluuringu MSV-grupi
tulemustega (12), siis Markli uuringus oli
keskmine LSide arv suurem (35 vs meie
uuringu 27,4 LSi). 12 ja rohkem LSi oli Markli
uuringus leitud 96%-1 ja meie uuringus 88%-1
juhtudest. Sellist erinevust voib seletada
Oppimiskoveraga.

Koikidest uuritud LSidest 75% ja
metastaatilistest LSidest 50% olid kaes-
olevas uuringus vdiksed (diameeter < 4 mm).
[Imselt on MSV abil saavutatud suurem
uuritud LSide arv eelkodige vdikeste LSide
parema avastamise tottu. Seda kinnitab
ka Médrkli uuring, kus on ndidatud, et
MSV-riithmas on LSe enam leitud just tdnu
véikeste LSide paremale avastamisele (12).

Olulise praktilise tdhendusega on leid, et
N-positiivsetest juhtudest tervelt 18%-I
(5/28) olid metastaasid leitavad ainult
vaikestes LSides. On voimalik, et varvimata
preparaadis oleksid vdiksed metastaatilised
LSid jédnud tuvastamata, kasvaja staadium
seetdttu alahinnatud ja patsiendid jadnud
seepdrast adjuvantravita.

Pédrasoolevidhi tottu neoadjuvantravi
saanud patsientidel leitakse kirjanduse
andmetel operatsioonipreparaatides vihem
LSe. Selle pdhjuseks peetakse kiiritusravist
pdhjustatud immuunvastust, LSide fibro-
seerumist ja diameetri vihenemist, mis
muudab nende leidmise mesorektumist
keeruliseks (20, 21). Kédesolevas uuringus
oli neoadjuvantravi haigetel keskmine LSide
arv 14 ja ule 12 LSi leiti 55%-1 haigetest.
Neoadjuvantravi mittesaanutel oli keskmine
LSide arv 26 ja tle 12 LSi leiti 83%-1 haige-
test. 7 juhust, kellel leiti alla 12 LSi, olid 5
saanud neoadjuvantravi. Saadud tulemused
kinnitavad varasemate uuringute tulemusi.

Kadrsoolevdhi preparaatides oli kaes-
olevas uuringus keskmine leitud LSide arv
iile 30, parasoole preparaatides 20. Seda
erinevust voib seletada asjaoluga, et parasoo-
levdhi raviskeemi kuulub neoadjuvantravi
lokaalse leviku tunnuste esinemise korral,
kddrsoolevihk enamasti neoadjuvantravi
eivaja (22, 23).

MSV teostamiseks on vajalikud jargmised
lisavahendid: iiks ampull metiileensinist,
veenikantiiil, siistal, fiisioloogiline lahus,
ligatuur. Protseduuri tegemiseks kulub 3-5
minutit. Seega on MSV odav ja vdahe aega
ndéudev protseduur, andes samas marKki-
misvadrse efekti. Kui vorrelda MSVd rasva
lahustavate meetoditega, on viimased kiisi-
tava tulemuslikkusega, aja- ja todmahukad
ning uuringu vastus hilineb pdevi (8, 9).
Vahimeesliimfisélme biopsia on osutunud
kolorektaalkasvajate puhul ebatdpseks tule-
muse tuntava valenegatiivsuse tdttu (10).

Kui Miérkli ja kolleegide originaal-
uuringus toimus MSV-protseduur patoloo-
giaosakonnas (12), siis meie teostasime MSV
operatsioonitoas vahetult parast preparaadi
eemaldamist. Kiire tegutsemisega lootsime
viahendada vdikeste arteriharude umbumise
vdimalust.

Operatsioonipreparaadi uurimisel MSV-
meetodil voiks olla perspektiivi ka teiste
kasvajapaikmete korral, nii on kirjanduses
andmeid selle tehnika kasutamisest LSide
leidmiseks ka maovahi preparaatides (24).
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KOKKUVOTE JA JARELDUSED
Kolorektaalvdhi operatsioonipreparaa-
tide varvimine intraarteriaalselt siistitud
metiileensinisega on odav, lihtne ja vihe
aega noudev protseduur, mis annab haid
ja rahvusvahelise konsensusotsuse stan-
dardi ldhedasi tulemusi regionaalsete
limfisdlmede otsimisel. Kirjeldatud meetod
vbimaldab usaldusvadrselt midrata paha-
loomulise kasvaja staadiumit ning voib
parandada haigete ravi ja prognoosi.

VOIMALIKU HUVIKONFLIKTI DEKLARATSIOON

Autoritel puudub huvikonflikt seoses kaesoleva uuringu teos-
tusega.

SUMMARY

Methylene blue ex vivo staining
of resected colorectal cancer
specimens to enhance lymph node
retrieval

Heigo Reima?, Helgi Saar?, Jaan
Soplepmann3*

Aim. Metastatic involvement of regional
lymph nodes is a major prognostic factor in
colorectal cancer influencing also treatment
strategy. International consensus standard
is retrieval of at least 12 lymph nodes from
resected colorectal specimens. The aim of
the present study was to assess lymph node
yield and metastatic involvement of lymph
nodes in colorectal specimens stained with
intraarterial methylene blue.

Materials and methods. Sixty consecutive
methylene blue stained colorectal speci-
mens were analysed for lymph node count,
diameter and metastatic involvement.

Results. Methylene blue staining enabled
to detect 12 and more lymph nodes in 88%
of the colorectal specimens with a mean
number of detected lymph nodes 27.4.
Metastatic lymph node involvement was
detected in almost half the cases (47%). Of
all lymph nodes 75% and of the metastatic
lymph nodes 50% were small ( diameter <
4mm). There was metastatic involvement
occurred in only small lymph nodes in 18%
of the N-positive patients.

Conclusions. Methylene blue staining is a
simple, cheap and quick procedure enabling
to retrieve 12 or more lymph nodes in the
vast majority of colorectal specimens.
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