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Introduzione. 

 

La presenza di focolai di melanoma metastatico nel linfonodo sentinella costituisce uno dei 

parametri prognostici di maggior peso. Inoltre la loro determinazione è un dato sempre più 

importante nella decisione di applicare conseguenti  soluzioni terapeutiche, a partire dalla 

dissezione linfonodale completa, fino alla inclusione in eventuali  trials terapeutici. 

Nella maggior parte dei pazienti è identificabile un singolo linfonodo sentinella (SLN), tuttavia non 

sono rari i casi in cui i linfonodi siano due o anche tre, mentre è difficile che il loro numero sia 

superiore.  

E’  fondamentale sottolineare  quanto  le metodiche di esame del SLN siano mirate, dettagliate e 

impegnative per il patologo e per il Laboratorio di Anatomia Patologica, e quanto sia importante 

applicarle ad ogni  SLN. E’ pertanto altrettanto importante che ogni linfonodo sentinella inviato sia 

effettivamente un SLN per non sottoporre il personale tecnico e lo stesso patologo  ad un inutile 

superlavoro e la Struttura Operativa ad una spesa inappropriata. 

 

INVIO DEL SLN 

 

Il SNL deve essere inviato intatto, preferibilmente con una sottile rima di tessuto adiposo 

circostante. Il chirurgo deve evitare per quanto possibile artefatti da schiacciamento o 

diatermocoagulazione. Non è necessario alcun reperaggio di zone particolari del frammento 

operatorio. 

 

ESAME INTRAOPERATORIO DEL SLN 

 

E’ fortemente sconsigliato l’esame intraoperatorio del SLN previo congelamento al fine di evitare 

inutile perdita di tessuto durante le manovre di allestimento dei preparati e la perdita di dettaglio 

morfologico dovuto al congelamento stesso.   La sensibilità di tale esame nella detezione di depositi 

neoplastici millimetrici, già molto bassa su tessuto congelato (29%), diminuisce ulteriormente su 

preparati isto/citologici allestiti diversamente, da tessuto fresco. 

 

PROCESSAZIONE DEL SLN 

 

Dopo un minimo di 12 ore in formalina, il processo di fissazione  si può considerare completato. 

Ogni SLN verrà pertanto sottoposto a riduzione macroscopica secondo due modalità alternative: 
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1) Metodo del “Bread Loafing”: ogni SLN con dimensione >= a 5 mm viene interamente 

sezionato lungo l’asse minore ad intervalli di 2-3 mm. Le sezioni ottenute da ogni singolo 

SLN possono essere messe, dimensioni permettendo, in un’unica biocassetta. 

Vantaggi: valutazione esaustiva della capsula e del seno marginale. 

 

2) Metodo del “Bivalving”: il linfonodo è sezionato lungo l’asse maggiore, a partire dall’ilo, ad 

intervalli di 3-4 mm.  

Vantaggi: fase di campionamento e tempi tecnici leggermente più rapidi. 

Svantaggi: con i protocolli di allestimento più utilizzati scopre una minore superficie 

tissutale e capsulare. 

 

Il metodo ”Bivalving” è stato concepito al fine di scoprire quanta più superficie di linfonodo peri-

ilare, su cui la maggior parte dei protocolli istologici per il SLN del melanoma focalizza 

l’attenzione. 

Tale interesse origina da una vecchia, e ormai smentita, segnalazione,  che identificava nelle aree linfonodali 

peri-ilari le sedi più frequentemente coinvolte da  metastasi precoce. 

 

PROTOCOLLI DI TAGLIO E COLORAZIONE 

 

La frequenza di positività del SLN varia a seconda del protocollo utilizzato, e sembra comunque 

fortemente dipendente dal numero di sezioni esaminate da ciascun linfonodo. Poiché i primi studi 

sul SLN in corso di melanoma suggerivano che le metastasi si localizzassero a partire dalla 

porzione centrale (peri-ilare) del SLN, la maggior parte di protocolli messi a punto, e ancora oggi 

ampiamente utilizzati, focalizza l’attenzione esclusivamente su questa regione. Tra questi, i più 

diffusi sono: 

 

1) MIA protocol (Melanoma Institute of Australia): tipo di sezione macroscopica “bivalving” 

Quattro sezioni seriate da ogni metà linfonodale, di cui due (I e IV) colorate con ematossilina-

eosina (HE) e due immunocolorate rispetivamente con S100 e HMB45 

 

 

Fig 1: metà linfonodale; in nero istotopografia e % di superficie  esaminata 
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Protocollo MIA: quattro sezioni seriate da ogni metà linfonodale. 

Svantaggi: permette l’esame di una limitata porzione del linfonodo; non “vede” le porzioni 

periferiche 

Vantaggi: tempi tecnici (sostanzialmente allestimento dei preparati) e tempi medici (lettura dei 

preparati) molto contenuti. 

 

2) WHO Melanoma Program: tipo di sezione macro “bread loafing”. 

Prima sezione colorata con HE. Se negativa per metastasi seguono 10 sezioni (da ciascuna 

biocassetta), di cui la I e la VI immunocolorate con S100; la II e la VII colorate con HE e la III, IV, 

V, VIII, IX e X in “bianco” a disposizione per ulteriori eventuali colorazioni. 

Svantaggi: permette l’esame di una limitata porzione del linfonodo (fig.2); non “vede” le porzioni 

periferiche. 

 

 

Fig 2: metà linfonodale; in grigio istotopografia e % di superficie  esaminata 

 

3) Augsburg Consensus (Cochrane 2000): tipo di sezione macro: “bivalving”. 

 

 

 

Allestite 10 sezioni, la n. 1, 3, 5 e 10 vengono colorate con HE; la n.2 immunocolorata con S100; la 

n. 4 immunocolorata con HMB45; le rimanenti sono in “bianco” o come controllo per 

l’immunoistochimica (v. schema). 
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4) Protocollo UCLA (Cochran 2006): tipo di sezione “bivalving”.  

Allestite 10 sezioni; è simile all’Augsburg ma la sezione n. 6 viene colorata con HMB45 e la n. 7, 8 

e 9 vengono lasciate in “bianco” (a disposizione per eventuali altre colorazioni/immunocolorazioni). 

 

 

 

Svantaggi dei protocolli 3,e 4: permettono l’esame di una limitata porzione del linfonodo; non 

“vedono” le porzioni periferiche (fig.2). 

 

5) Protocollo EORTC: tipo di sezione “bivalving”. 

Vengono tagliate 20 sezioni istologiche suddivise in gruppi da 3 sezioni (quattro gruppi); da 6 

sezioni (un gruppo) e 2 sezioni (un gruppo). I gruppi sono separati tra loro da 50 micron di tessuto 

“sacrificato”  

Alcune sezioni vengono colorate con HE; altre immunocolorate come illustrato nello schema. 
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      Schema protocollo EORTC 

 

 

Fig 3: metà linfonodale; in grigio istotopografia e % superficie esaminata 

 

Vantaggi: permette l’esame anche se parziale dei distretti periferici del linfonodo. Permette 

l’identificazione di metastasi/micrometastasi nel 33% dei linfonodi esaminati (contro il 20% dei 

linfonodi esaminati con Cochran e UCLA protocol). 

 

6) Protocollo “Combined”: tipo di sezione “bivalving” 

Questo protocollo, proposto dal gruppo danese di Riber-Hansen, nasce dall’evidenza che le 

metastasi/micrometastasi di melanoma, si distribuiscono, nel SNL, con uguale frequenza tanto nei 

distratti centrali (peri-ilari) quanto in quelli periferici. A questo proposito è stato necessario 

introdurre  una procedura di esame  che prevedesse lo studio dell’intera superficie linfonodale.  
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Schema del protocollo “combined”: le due metà linfonodali vengono interamente sezionate 

dapprima come da protocollo EORTC, successivamente l’esame viene completato con tagli su 

livelli intervallati di 250 micron. Ad ogni livello si ricavano 2 sezioni di cui una viene colorata con 

ematossilina-eosina e l’altra con MART-1 

Vantaggi: aumenta di circa il 7% le probabilità di trovare una micrometastasi rispetto al protocollo 

EORTC. Svantaggi:  tecnicamente lungo e impegnativo. Intervalli di 250 micron troppo ampi. 

Il protocollo “combined”, è solo l’ultimo in termini cronologici di una serie di studi simili, mirati 

all’intero esame del linfonodo sentinella (vedi ad  es. il protocollo “enhanced” di Spanknebel e 

Rosai, 2005), che hanno costantemente portato all’effettivo incremento  di microfocolai metastatici 

reperiti. A fronte di questo dato, certamente significativo, non si può tuttavia non considerare 

quanto, ognuno di questi protocolli, sia impegnativo e gravoso sia per il comparto tecnico destinato 

all’allestimento di lunghe serie di  preparati, che per il patologo deputato alla lettura, che 

costantemente consiste nella ricerca di microscopici gruppi di cellule. 

 

PROPOSTA PER UN NUOVO PROTOCOLLO 

 

Fermo restando che i protocolli sopra elencati, sono tutti (chi più chi meno), ovunque accettati e/o 

applicati, alla luce comunque della necessità di estendere l’esame all’intera superficie del  SLN, 

potrebbe essere utile e assai pratico, pensare di “approfittare” dell’esperienza di gruppi di studio sul 

linfonodo sentinella, in corso di neoplasie di diversa natura.  

A questo proposito si potrebbe implementare, anche se con alcune modifiche operative, l’efficace  

modello di esame del SLN in corso di carcinoma della mammella, segnalato da  Pietribiasi et al. 

(Pathologica 2006), con il concreto ed immediato vantaggio di applicare,  ad una diversa patologia, 

una metodica conosciuta,  affidabile e poco gravosa. 

In sintesi tale protocollo, modificato per il melanoma, prevede serie di due sezioni intervallate di 

100 micron, sino ad esaurimento del linfonodo, come di seguito indicato: 

 



                 Procedure operative nel linfonodo sentinella del melanoma: una proposta 

Dipartimento interaziendale ed interregionale Rete Oncologica del Piemonte e della Valle d’Aosta 

A.O. Città della Salute e della Scienza di Torino..Presidio Ospedaliero Molinette 

C.so Bramante n. 88 – 10126 Torino. Segreteria tel-fax 011/6336889 e-mail: ucr@reteoncologica.it 

10

Tipo di sezione macroscopica: “bivalving” o “bread loafing”, con fette di linfonodo dello spessore 

di 3-4 mm, poste in 1 o, se necessario, 2 biocassette. 

 

LIVELLO 1 (Sezione 1: HE;  Sezione 2: S100) 

GAP 100 micron 

LIVELLO 2 (Sezione 3: HE;  Sezione 4: Melan-A oppure HMB45, o altro) 

GAP 100 micron 

LIVELLO 3 (Sezione 5: HE;  Sezione 6: bianca) 

GAP 100 micron  

LIVELLO 4 - GAP 100 micron - LIVELLO 5 - GAP 100 micron - LIVELLO 6 - GAP 100 micron: 

solo sezioni bianche 

LIVELLO 7 (Sezione 13: HE;  Sezione 14: S100) 

GAP 100 micron 

LIVELLO 8 (Sezione 15: HE;  Sezione 16: Melan-A oppure HMB45 o altro) 

GAP 100 micron 

LIVELLO 9 (Sezione 17: HE;  Sezione 18: bianca) 

LIVELLO 10 - GAP 100 micron - LIVELLO 11 - GAP 100 micron - LIVELLO 12 - GAP 100 

micron: solo sezioni bianche 

LIVELLO 13 (Sezione 25: HE;   Sezione 26: S100) 

GAP 100 micron 

LIVELLO 14 (Sezione 27: HE;   Sezione 28: Melan-A oppure HMB45 o altro) 

GAP 100 micron 

LIVELLO 15 (Sezione 28: HE;   Sezione 29: bianca) 

 

In questo caso, su un linfonodo esauritosi in 15 livelli, abbiamo prodotto 3 HE e 2 

Immunocolorazioni dai  distretti peri-ilare (livello 1, 2 e 3), intermedio (livello 7, 8 e 9) e periferico 

(livello 13, 14 e 15), per un totale di 9 HE e 6 Immunocolorazioni ed abbiamo un sufficiente 

numero di sezioni non colorate per eventuali ulteriori approfondimenti. 
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IMMUNOISTOCHIMICA 

 

Nella totalità dei protocolli esaminati l’anticorpo costantemente utilizzato è stato l’S100. A questo 

sono stati affiancati, di volta in volta, il Melan-A e l’HMB45 con maggior frequenza. L’unico 

suggerimento che si trae pertanto dalle varie esperienze riportate è quello utilizzare un pannello 

costituito da almeno due anticorpi, di cui uno deve essere  l’S100 e l’altro a scelta. 
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