Aus der Kiinik fur Chirurgie
der Universitat zu Lubeck

Direktor: Prof. Dr. med. Tobias Keck

Neuralscheideninfiltration und Tumor Budding
als prognostische Faktoren beim

duktalen Adenokarzinom des Pankreas

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwurde
der Universitat zu Lubeck
- Aus der Sektion Medizin -

vorgelegt von

Verena Kathrin Isabel Zielinski

aus Munchen

Lubeck 2021



1. Berichterstatter: Priv.-Doz. Dr. med. Ulrich Wellner
2. Berichterstatter: Prof. Dr. med. Martin Reck

Tag der mundlichen Prufung: 18.08.2021

zum Druck genehmigt. Lubeck, den 18.08.2021

- Promotionskomission der Sektion Medizin -



gewidmet meinen Eltern



Inhaltsverzeichnis

1. EINIEIUNG....oe e 1
1.1 Ziele der vorliegenden StUAI€ .............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiie 1
1.2 Das PanKkreaskarzinOm ............uuuiiiiiiiiiiiii e 1

1.2.1 Epidemiologie des PankreaskarzinOms............ccccceeviiiiiiiiiiiiiiiin e, 1
1.2.2 RIiSIKOfaKIOreN .....ccooiiiiiii e 2
1.2.3 Symptome beim Pankreaskarzinom...........cccccccceeiiiiiiiiiiiiiiiie e, 2
1.2.4 Klassifikation des Pankreaskarzinoms ...........ccccocceei, 3
1.2.5 Duktales Adenokarzinom des Pankreas............ccceeevveeeiiveeiiiiiiiiiee e, 3
1.2.6 DIagNOSTIK ...cevviiiieiiiii e 4
1.2.7 Staging des PankreaskarzinOms ...........coooovvvviiiiiiiii e 5
(2R T I =T =1 o [ PP 9
1.2.9 Nachsorge und PrognosSe...........coviiiiiiiiiiiiiiic e 11
1.3 Histopathologische Parameter beim duktalen Adenokarzinom des Pankreas
........................................................................................................................... 11
1.3.1 Differenzierungsgrad nach Weltgesundheitsorganisation ..................... 11
1.3.2 Bedeutung des Status des Residualtumors und CRM-Konzept........... 12
1.3.3 Lymphgefalinvasion ... 15
1.3.4 BIutgefalinvasion.............coiiiii i 15
1.3.5 Neuralscheideninfiltration ... 15
1.3.6 TUMOr BUAdiNg ....ccooeeeeeeeeee e 21
1.4 Epithelial-mesenchymale Transition ............ccoeiiiiiiiin i, 23

2 Material und MethodiK...........ccooviiiiiiiii e, 26
P2 IS (8 T 1= o o [ o o IO 26
2 = {2 1| 26
2.3 PatientenKolleKtiV.........oooo i 26
2.4 ENAPUNKLEE......oiiiieiiiii et e 26
2.5 DatenerN@DUNG .........uuuiiiiiiiiiiiiiii e 27

2.5.1 KIINISChe DAaten ........cooiiiiiiiii e 27
2.5.2 Histopathologische Parameter .............cccoooooiiiiiiiii 27
2.6 Auswertung und StatistiK...............uuuuiiiiiiiiiiiiii 29

3 ErgebnisSse ... 30

3.1 Charakteristika des Patientenkollektivs...........ccccccovvviiiiiiiiiiie, 30

3.2 Histopathologische Parameter............ccccccvviiiiiiiiiiiiieeee 30



BB FEhIENAE DAteN ... 31

3.4 Univariable ANAIYSE .......c.uuiiiiiiiiii e 31
3.5 UbErlebeNSaANAIYSE ........c.ooueeeeeeeeeieeeeeee e 31
4 DiSKUSSION ...ttt 39
4.1 TUMOTr BUAING ...t 39
4.2 Neuralscheideninfiltration...............ooeviiiiiiiii e 56
4.3 Zusammenhang zwischen Tumor Budding und Neuralscheideninfiltration . 62
4.4 KritiSChe ANMErKUNGEN .......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 64
5 ZUSammeENTasSSUNG .......uiiiiiiiiiiiii e 66
B AUSDIICK ... 68
7 LiteraturverzeiChnis ........c.ooiviiiiiiic e 69
8 AbkUrzungsverzeichnis ............cccoooiiiiiii e, 76

9 Abbildungs- und Tabellenverzeichnis mit Quellenangaben 78
10 DanKSagUNG ....couuiiiiiiiiiceii e 80
11 Lebenslauf.........oooiii 81



1. Einleitung

1.1 Ziele der vorliegenden Studie

Pankreaskarzinome zahlen zu den aggressivsten Tumoren des Gastro-
intestinaltraktes. Die haufigste Tumorentitat bei Pankreaskarzinomen ist das duktale
Adenokarzinom des Pankreas (PDAC). Dabei zeigt sich bei dem PDAC meist ein
frlhes invasives Wachstum, sodass zum Zeitpunkt der Diagnose haufig bereits

Metastasen vorliegen (61).

Tumor Budding (TB) und Neuralscheideninfiltration (NI) sind histopathologische
Parameter und weisen eine ausgepragte Prasenz bei dem PDAC im Vergleich zu
anderen Tumoren des Gastrointestinaltraktes auf (40,53). Aufgrund dessen wird
vermutet, dass es einen Zusammenhang zwischen TB und NI und dem invasiven
Wachstum bei PDAC gibt. Daher besteht eine dringende Notwendigkeit der
Quantifizierung und Stratifizierung von TB und NI, um die prognostische Bedeutung

dieser Parameter bei dem PDAC zu analysieren.

In der vorliegenden Studie wurden die NI sowie das TB anhand des ausgewahlten
Patientenkollektivs bestimmt und der Uberlebensrate gegeniibergestellt.
AnschlieBend wurden die zwei ausgewahlten Parameter mit den anderen
histopathologischen Faktoren verglichen. Zudem wurde der Zusammenhang
zwischen NI und TB untersucht. Es wurden Patienten mit der Diagnose PDAC fir
diese Studie ausgewahlt, da es sich dabei um die haufigste Tumorentitat bei

Pankreaskarzinomen handelt.

1.2 Das Pankreaskarzinom

1.2.1 Epidemiologie des Pankreaskarzinoms

Das mittlere Erkrankungsrisiko fur ein Pankreaskarzinom liegt fur Manner bei 72, fir
Frauen bei 75 Jahren (34). Das Pankreaskarzinom ist derzeit die vierthaufigste
Krebstodesursache bei Mannern als auch bei Frauen (29). Es ist bei Mannern die

11. haufigste, bei Frauen die 8. haufigste Krebsdiagnose (82).
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Etwa 17100 Menschen erkrankten im Jahr 2014 an einem Pankreaskarzinom in
Deutschland (34). Die Geschlechterverteilung war nahezu gleich. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate (5-JUR) lag bei Mannern bei 9 %, bei Frauen bei 10 % (34).

1.2.2 Risikofaktoren

Gesicherte Risikofaktoren fur ein Pankreaskarzinom sind das Rauchen, starkes
Ubergewicht, Diabetes Mellitus Typ 2 sowie ein hoher Alkoholkonsum (34).
Zusatzlich haben Patienten mit chronischer Entzindung der Bauchspeicheldrise
(Pankreatitis) und Verwandte ersten Grades von Patienten mit Pankreaskarzinom
ein erhohtes Risiko ebenfalls an einem Pankreaskarzinom zu erkranken (34).
Diskutierte Risikofaktoren sind ein haufiger Verzehr von verarbeiteten Fleischwaren
und gegrillten oder geraucherten Speisen (34). Der Einfluss von Umweltfaktoren
und Schadstoffen auf die Entwicklung eines Pankreaskarzinoms ist bislang nicht
geklart (34). AuBerdem ist das Risiko fur ein Pankreaskarzinom bei Vorliegen von
bestimmten Erbkrankheiten, wie zum Beispiel der multiplen endokrinen Neoplasie
Typ 1, dem von-Hippel-Lindau-Syndrom und dem Lynch-Syndrom, erhéht (71).
Ebenso lassen das polyzystische Ovarialsyndrom und das Peutz-Jeghers-Syndrom
das Risiko fur ein Pankreaskarzinom ansteigen (31,59). Zusatzlich ist das
frihzeitige Erkennen von Tumorvorlauferlasionen, wie der intraduktal papillaren
muzindsen Neoplasien (IPMN) und der muzinésen Zystadenome, flr eine
Prognoseverbesserung von entscheidender Bedeutung (46). Bei den IPMN muss
zwischen Hauptgang-IPMNs von Seitengang-IPMNs differenziert werden, da die

Hauptgang-IPMN mit einer deutlich schlechteren Prognose einhergehen (32).

1.2.3 Symptome beim Pankreaskarzinom

Es existieren keine typischen Symptome bei einem Pankreaskarzinom (32).
Mégliche Initialsymptome kdénnen Rickenschmerzen, Gewichtsverlust, Oberbauch-
schmerzen und verminderte korperliche Leistung sein (83). Insbesondere bei
Patienten Uber dem 50. Lebensjahr mit einem schmerzlosen lkterus oder einer

akuten Pankreatitis sollte ein Pankreaskarzinom ausgeschlossen werden (32).



1.2.4 Klassifikation des Pankreaskarzinoms

Bei dem Pankreaskarzinom lassen sich nach der Histologie unterschiedliche Typen
differenzieren. Dabei nimmt das PDAC mit bis zu 90 % aller malignen
Pankreastumore den haufigsten histologischen Typ ein (27). Zu den seltenen
histologischen Typen des Pankreaskarzinoms zahlen die neuroendokrinen
Neoplasien, solide-pseudopapillare Neoplasien, das Azinuszellkarzinom und das
Pankreatoblastom. Tab. 1 zeigt die verschiedenen histologischen Typen bei dem

Pankreaskarzinom (26).

Relative Haufigkeit (% von allen
Histologische Typen bei Pankreaskarzinom
malignen Pankreastumoren)

PDAC 90 %

Neuroendokrine Neoplasien 5%

Solide-pseudopapillare Neoplasien 1-2%

Azinuszellkarzinom 1-2%

Pankreatoblastom <1%
Tab. 1

Histologische Typen bei einem Pankreaskarzinom. PDAC — Duktales Adenokarzinom des Pankreas.
Tab. adaptiert nach (26).

1.2.5 Duktales Adenokarzinom des Pankreas

Das PDAC ist mit bis zu 90 % Vorkommen der haufigste Tumortyp (27). Die
haufigste Lokalisation des Tumors ist im Pankreaskopf (60—70 %), seltener im
Pankreaskorper (5—15 %) oder im Pankreasschwanz (10—15 %) (63). Bei dem
PDAC kann man weitere histologische Differenzierungen unterscheiden, die in
Tab. 2 dargestellt sind (61).



Histologische Adenosquamodses Karzinom

Typen bei PDAC  Kolloides Karzinom

Hepatoides Karzinom

Medullares Karzinom

Siegelringzelliges Karzinom

Undifferenziertes Karzinom

Undifferenziertes Karzinom mit osteoklastenartigen Riesenzellen

Tab. 2

Histologische Typen bei PDAC. PDAC — Duktales Adenokarzinom des Pankreas. Tab. adaptiert nach
(61).

1.2.6 Diagnostik

Fur die Diagnostik und Therapie von Pankreaskarzinomen liegen aktuell drei
verschiedene Leitlinien vor:
- Deutsche S3-Leitlinie, 2013 (83)
- Europaische Leitlinie der Europaischen Gesellschaft fur Medizinische
Onkologie (ESMO), 2015 (15)
- Amerikanische Leitlinie der National Comprehensive Cancer Network
(NCCN), 2017 (73).

Mehr als die Halfte der Pankreaskarzinome wird erst im fortgeschrittenen Stadium
diagnostiziert. Dies lasst sich zum einen auf das Fehlen von Symptomen in friihen
Stadien als auch auf ein sehr schnelles Wachstum des Tumors zurlckfuhren.
Lediglich bei neun Prozent der Patienten mit Pankreaskarzinom beschrankt sich der
Tumor bei Diagnosestellung ausschlieRlich auf das Pankreas (34).

In der deutschen Leitlinie sind der Rontgen Thorax und die Abdomensonographie
als Primardiagnostik empfohlen. Eine Abdomen Computertomographie (CT), ein
Thorax CT und eine abdominelle Magnetresonanztomographie kdnnen bei Bedarf
zusatzlich vorgenommen werden. Ebenso stehen die Magnetresonanz
Cholangiopankreatikographie (MRCP), der endoskopische Ultraschall und die
endoskopische retrograde Cholangiopankreatikographie (ERCP) zur Verfugung.
Bei Anwendung des endoskopischen Ultraschalls und der ERCP besteht die
Mdglichkeit einer Biopsie (83). In der europaischen und amerikanischen Leitlinie ist

hingegen das CT Teil der primaren Diagnostik (32).



Die ERCP dient bevorzugt der Darstellung des Gallen- und Pankreasgangsystems.
Durch typische Zeichen wie das ,double-duct-sign“ (Abbruch/Stenose des Ductus
choledochus und des Ductus pancreaticus) in Sonographie, ERCP oder MRCP,
kann bereits in 90 % der Falle die Diagnose sicher gestellt werden (4). Mithilfe der
MRCP koénnen gleichzeitig Morphologie, Gefallverhaltnisse und Gallen- sowie
Pankreasgange beurteilt werden. Allgemeine Tumorzeichen sind die Vergrélierung
des Organs oder die Deformitat der Kontur, keine Abgrenzung zu Nachbarstrukturen,
Densitatsdefekte und strukturelle Inhomogenitat (83).

In der Bildgebung kann sich ein Pankreaskarzinom als ein schwach anreichender,
unregelmaniger, inhomogener Tumor mit unscharfer Randkontur darstellen.
Indirekte Zeichen flr ein Pankreaskarzinom sind Dilatationen der Pankreas- und
Gallenwege ohne Steinnachweis sowie Metastasen in den regionaren Lymphknoten
oder der Leber sowie Aszites (78).

Eine praoperative histologische Diagnose ist nicht zwingend erforderlich (32). Bei
tumorverdachtigen Lasionen des Pankreas, Leberherden oder primarer

Inoperabilitat ist die Abklarung durch eine Biopsie allerdings der Goldstandard (61).

Spezifische Marker fur die histologische Sicherung eines PDAC stehen derzeit nicht
zur Verfugung. Lediglich eine Eingrenzung auf das Pankreas, die ableitenden
Gallenwege oder den Magen durch immunhistochemische Marker ist moglich (61).
Das Carbohydrate-Antigen 19-9 im Serum kann bei 75—85 % der Patienten mit
PDAC erhoht sein. Dieser Parameter allein ist jedoch nicht ausreichend fir eine
Diagnose, da er bei vielen weiteren Tumorentitaten erhoht sein kann. Lediglich in
der Nachsorge kommt dem Carbohydrate-Antigen 19-9 eine Bedeutung als Marker

fur ein Rezidiv oder einen Tumorprogress zu (71).

1.2.7 Staging des Pankreaskarzinoms

TNM-Klassifikation

Bei der TNM-Klassifikation handelt es sich um eine einheitliche standardisierte
Einteilung zur Beurteilung der Ausdehnung des Primartumors, des Vorhandenseins
von Lymphknotenmetastasen und der Anwesenheit von Fernmetastasen. Anhand
dieser Einteilung ist eine Einordnung in Stadien zur prognostischen Stratifizierung
moglich (3).



Die TNM-Klassifikation wird von der

Union Contre

le Cancer (UICC)

herausgegeben (3). Die aktuelle Version ist die 8. Auflage aus dem Jahr 2017 (3).
Tab. 3 stellt die aktuelle TNM-Klassifikation der UICC fur Pankreaskarzinome dar.
Die Stadieneinteilung erfolgt nach dem American Joint Committee on Cancer, diese
ist in Tab. 4 dargestellt (3).

T-Klassifikation

N-Klassifikation

M-Klassifikation

Tab. 3

TX - Primartumor nicht beurteilbar

T1 - Tumor < 2 cm in groBter

Ausdehnung

T2 - Tumor > 2 cm aber < 4 cm in

groBter Ausdehnung

T3 - Tumor > 4 cm in grofter
Ausdehnung

T4 - Tumor infiltriert Truncus

coeliacus, A. mesenterica superior

und/oder A. hepatica communis

T1a - Tumor < 0,5 cm in groBter
Ausdehnung

T1b - Tumor > 0,5 cm aber <1 cmin
groBter Ausdehnung

T1c - Tumor =2 1 cm aber £ 2 cm in

groBter Ausdehnung

NX - Regionare Lymphknoten nicht
beurteilbar

N1 - Metastasen in 1—3 regionaren
Lymphknoten

N2 - Metastasen in 4 oder mehr

regionaren Lymphknoten

MO - Keine Fernmetastasen

M1 - Fernmetastasen vorhanden

Darstellung der aktuellen 8. TNM-Klassifikation der UICC von 2017 fur Pankreaskarzinome. A. -
Arteria. Tab. adaptiert nach (3).



Stadien PDAC Stadium 0 Tis NO MO

Stadium IA T1 NO MO
Stadium IB T2 NO MO
Stadium IIA T3 NO MO
Stadium IIB T1,T2, T3 N1 MO
Stadium IlI T1,T2, T3 N2 MO

T4 Jedes N MO
Stadium IV Jedes T Jedes N M1

Tab. 4

Darstellung der Stadieneinteilung bei PDAC anhand der aktuellen 8. TNM-Klassifikation. Tis -
Carcinoma in situ. Tab. adaptiert nach (3).

Resektabilitat
Bezuglich der Resektabilitat ist bei dem Staging eines Pankreaskarzinoms zu
differenzieren zwischen:

- primar resektabler Tumor

- grenzwertig (borderline) resektabler Tumor

- lokal fortgeschrittener Tumor und

- fernmetastasierter Tumor.

Diese Unterscheidung bestimmt den weiteren Therapieverlauf (11).

Primar resektables Pankreaskarzinom

Bei einem primar resektablen Pankreaskarzinom liegt ein auf das Pankreas
begrenzter Tumor ohne Infiltration der groflen umliegenden Gefalle (Truncus
coeliacus, Arteria (A.) hepatica, A. und Vena (V.) mesenterica superior, Pfortader)
vor. Hierbei ist eine chirurgische Resektion mit anschlieRender adjuvanter
Chemotherapie die Therapie der Wahl (11).

Grenzwertig resektables Pankreaskarzinom

Bei grenzwertig (Borderline-) resektablen Pankreaskarzinomen handelt es sich um
Karzinome, die weder den primar resektablen noch den lokal fortgeschrittenen
Tumoren zugeordnet werden konnen. Bislang liegt keine einheitliche Definition fur
Borderline-resektable Pankreaskarzinome vor, sodass das Staging dieser

Karzinome erschwert wird (11).



Hier zu erwahnen sind die zwei haufig angewendeten Definitionen bei Borderline-
resektablen Pankreaskarzinomen, die sich beide nach der Tumor GefaRinfiltration
orientieren (5,76). Varadhachary et al. vom MD Anderson Cancer Center aus
Houston, Texas, USA, definierten Borderline Tumore, wenn kein Tumorkontakt zum
Truncus coeliacus und bei der A. hepatica nur eine kurzstreckige Ummauerung mit
Maoglichkeit einer Rekonstruktion vorliegt. Zudem muss die A. mesenterica superior
weniger als 180 Grad involviert sein und die vendsen Gefalde durfen nur einen
kurzstreckigen Verschluss mit Moglichkeit einer Rekonstruktion aufweisen (76).
Die American Hepatobiliary Association, die Society for Surgery of the Alimentary
Tract und die Society of Surgical Oncology veréffentlichten 2009 eine strengere
Definition flr Borderline-resektable Tumore. Hierbei ist ein Heranreichen des
Tumors an die vendsen Gefalle sowie ein Heranreichen des Tumors an die A.
hepatica fur die Definition eines Borderline-resektablen Tumors bereits ausreichend
(5). Identisch ist die Definition mit Varadhachary et al. bezlglich des fehlenden
Tumorkontakts zum Truncus coeliacus sowie eine Ummauerung der A. mesenterica
superior von weniger als 180 Grad (5,76).

Ebenso wie die Definition des Borderline-resektablen Pankreaskarzinoms, ist die
Therapieempfehlung bislang nicht klar definiert. Eine neoadjuvante Therapie ist
bisher umstritten, da randomisiert kontrollierte Studien fehlen. Daher sollten
Patienten mit Borderline-resektablen Tumoren in spezialisierten Zentren betreut und

jeder Fall einzeln gepruft werden (11).

Lokal fortgeschrittenes Pankreaskarzinom
Bei dem lokal fortgeschrittenen Pankreaskarzinom sind die Kriterien eindeutig
definiert. Hierbei liegt keine Indikation fur eine primare Operation vor (74).
Ein lokal fortgeschrittenes Pankreaskarzinom liegt bei den folgenden Kriterien vor:
- UmschlieBung der Pfortader bzw. V. mesenterica superior ohne Mdglichkeit
der chirurgischen Wiederherstellung
- > 180 Grad UmschlieBung der A. mesenterica superior, des Truncus
coeliacus oder der A. hepatica, deren Infiltration oder die breitflachige
Beteiligung der Aorta (74).



Die Therapieempfehlung fur ein lokal fortgeschrittenes Pankreaskarzinom enthalt
die Gabe einer neoadjuvanten Chemotherapie. AnschlieRend sollte eine
chirurgische Reexploration durchgefuhrt werden. Unter der neoadjuvanten Therapie
erlangen etwa 30 % der Patienten eine sekundare Resektabilitat (11). Diese sollte

jedoch ausschlieBlich in Studien durchgefihrt werden (36).

Fernmetastasiertes Pankreaskarzinom

Bei einem fernmetastasierten Pankreaskarzinom ist eine chirurgische Resektion
meist nicht mehr zu empfehlen. Hierbei hat die friihzeitige histologische Sicherung
der Metastasen oberste Prioritat (11).

Bei einem Auftreten einer Cholestase oder Duodenalstenose ist die endoskopische
Anwendung von selbstexpandierenden Metallstents eine etablierte Methode (70).
Die Wahl des palliativen Chemotherapeutikums ist das FOLFIRINOX Schema
(Folinsaure, 5-Fluorouracil, Irinotecan, Oxaliplatin) oder die Kombination von
Gemcitabin und nab-Paclitaxel (36,74). Zur Minderung der Schmerzen kann eine
Blockade des Ganglion coeliacum oder eine thorakoskopische Splanchniektomie

vorgenommen werden (70).

1.2.8 Therapie

Die Therapie sollte nach Moglichkeit in spezialisierten Zentren in einem
multidisziplinaren Team geplant und durchgefuhrt werden (32). Eine Operation ist
das einzige potenziell kurative Therapieverfahren bei einem Pankreaskarzinom,
wobei das Ziel die vollstandige Entfernung des Tumors mit gréRtmdglichem
Sicherheitsabstand ist. Lediglich weniger als 20 % der Falle kommen fir eine
chirurgische Therapie in Frage. Die 5-JUR nach kurativer Resektion betragt 20 %
(34,67).

Die Resektabilitat wird endgultig im Rahmen der chirurgischen Exploration
festgestellt (74). Die genaue Operationsmethode richtet sich nach der Lokalisation
des Tumors: befindet sich der Tumor im Pankreaskopf, so kann eine
pyloruserhaltende partielle Duodenopankreatektomie oder eine partielle
Duodenopankreatektomie (Kausch-Whipple-Operation) durchgefuhrt werden
(22,74).



Bei Tumoren im Pankreaskorper oder Pankreasschwanz erfolgt eine Pankreas-
linksresektion oder eine totale Duodenopankreatektomie mit Splenektomie (22,74).
AuBerdem erfolgt bei der Resektion eine standardisierte Lymphadenektomie
anhand der deutschen S3-Leitlinie (83). Dabei werden bei einer partiellen
Duodenopankreatektomie  die Lymphknoten entlang des Ligamentum
hepatoduodenale, der V. portae und des oberen Bereiches der V. mesenterica
superior entfernt. Zusatzlich erfolgt eine Entfernung der Lymphknoten rechts des
Truncus coeliacus und rechts der A. mesenterica superior (22).

Bei Durchflihrung der partiellen Duodenopankreatektomie in spezialisierten Zentren
liegt die perioperative Sterblichkeit zwischen 3-7 % (22). Eine multizentrische
Beobachtungsstudie von 27 Kliniken mit insgesamt 2003 Patienten zeigte eine
Hospitalletalitat bei einer partiellen Duodenopankreatektomie von 4.1 % (21). Bei
einer Pankreaslinksresektion lag die Hospitalletalitat bei 1.9 %, bei einer totalen
Duodenopankreatektomie bei 3.8 % (21). Verlangt eine postoperative Komplikation
einen erneute Operation, steigt die Rate der Letalitat auf bis zu 50 % an (22).

Mit 30-50 % ist die Komplikationsrate bei chirurgischen Therapien in der
Pankreaschirurgie sehr hoch (57). Zu der haufigsten Komplikation zahlt die
postoperative Pankreasfistel mit einer Haufigkeit von 3—-35 %, deren Auftreten
abhangig von der Operationsmethode variiert. Weitere Komplikationen sind
intraabdominelle Abszesse, Gallefisteln und postoperative Blutungen (57). Mdgliche
Langzeitkomplikationen nach einer Resektion des Pankreas konnen ein Diabetes

mellitus oder eine exokrine Pankreasinsuffizienz sein (32).

Nach einer kurativen Resektion verbessert eine Chemotherapie, in dem Fall als
adjuvante Therapie bezeichnet, in allen Tumorstadien die Prognose gegenuber
einer alleinigen Operation (71). Eine adjuvante Therapie dient dabei zur Senkung
des Rezidivrisikos (36).

Im Falle einer R1-Resektion (mikroskopischer Residualtumor im Resektionsrand)
wird die Chemotherapie als additiv bezeichnet und ist ebenfalls durchzufihren (36).
Hierbei lasst sich eine signifikante Verbesserung des progressionsfreien
Uberlebens sowie des Gesamtiiberlebens im Vergleich zu einer alleinigen
Resektion nachweisen (5-JUR: 20.7 % versus 10.4 %). Als Chemotherapeutika

stehen Gemcitabin oder 5-Fluoruracil zur Verfigung (67).
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Bei Borderline-resektablen Tumoren kann eine Chemotherapie vor der Operation
(neoadjuvante Therapie) bei einem Ansprechen den Tumor verkleinern and dadurch
eine Resektabilitat erreichen (71). Ferrone et al. konnten in einer Studie von 40
Patienten mit Borderline-resektablen oder lokal fortgeschrittenen Tumoren nach
neoadjuvanter Therapie mit dem FOLFIRINOX Regime eine deutliche Verringerung
der perineuralen Invasion und Tumor-positiven Lymphknoten zeigen, verglichen mit
Patienten nach primarer Operation (18). Dennoch wird eine neoadjuvante Therapie
in der deutschen Leitlinie aktuell nur im Rahmen von Studien empfohlen, da fur
einen signifikanten Nutzen noch weitere Studien nétig sind (32).

Eine Bestrahlung sollte auflerhalb von randomisierten, kontrollierten Studien
bislang nicht durchgefuhrt werden, da der Benefit bisher nicht eindeutig

nachgewiesen werden konnte (67).

1.2.9 Nachsorge und Prognose

Zur Tumornachsorge bei Patienten mit Pankreaskarzinom bestehen bisher keine
evidenzbasierten Leitlinien. Es wird allerdings eine klinische Nachsorge alle drei bis
sechs Monate empfohlen (32).

Die 5-JUR aller erkrankten Patienten ist mit etwa 6 % sehr schlecht. Nach operativer
Resektion und adjuvanter Chemotherapie liegt die 5-JUR bei 16—26 % (70). Auch
bei kurativ angestrebter Resektion besteht ein hohes Rezidivrisiko, weshalb
Pankreaskarzinome zu den aggressivsten Tumoren des Gastrointestinaltraktes
zahlen (17).

1.3 Histopathologische Parameter beim duktalen

Adenokarzinom des Pankreas

1.3.1 Differenzierungsgrad nach Weltgesundheitsorganisation

Als Grading bezeichnet man die Beurteilung des Tumorgewebes anhand des
Differenzierungsgrades. Die Einteilung erfolgt dabei nach den Kriterien der
Weltgesundheitsorganisation von 2010 (28,61).
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Es handelt sich um einen wichtigen unabhangigen Prognosefaktor nach einer
Resektion des Pankreaskarzinoms, der anhand zytologischer Kriterien und der
Mitoserate ermittelt werden kann (61). Je hoher und ausgepragter der
Differenzierungsgrad einer Tumorzelle ist, desto benigner ist der Tumor. Eine
differenzierte Tumorzelle ist dem Normalgewebe ahnlicher und damit benigner als
eine gering differenzierte Tumorzelle (10). Tumore mit einem hohen Grading sind
im Vergleich zu Tumoren mit einem niedrigem Grading mit einem signifikant

schlechteren Uberleben assoziiert (28).

Bei dem Grading erfolgt eine Einteilung in Grad |-III:

- Grad I: glandulare Differenzierung, intensive Schleimproduktion, <5 Mitosen
pro 10 High-Power-Field (HPF), geringe Kernpolymorphie

- Grad II: mittelgradig differenzierte, gangartige Strukturen oder tubulare
Drisen, irregulare Schleimproduktion, 6-10 Mitosen pro HPF, mittelgradige
Kernpolymorphie

- Grad lll: gering differenzierte Drusen, eventuell mukoepidermoide und
pleomorphe Strukturen, abortive Schleimproduktion, mehr als 10 Mitosen pro

HPF, hochgradige Kernpolymorphie (61).

1.3.2 Bedeutung des Status des Residualtumors und CRM-Konzept

Die Ermittlung des Status des Residualtumors (R-Status) ist ein wesentlicher Teil
der histopathologischen Untersuchung des Tumors (64). Ein Konsens hinsichtlich
der Definition des R-Status und eine einheitiche Nomenklatur fur die
Absetzungsrander beim Pankreaskarzinom liegt aktuell noch nicht vor (63,83).
Das Ziel einer chirurgischen Therapie bei einem Pankreaskarzinom ist eine RO-
Resektion, bei der sich im Resektionsrand mikroskopisch keine Tumorzellen
befinden. Je weiter der Tumor vom Resektionsrand entfernt liegt, desto besser ist
die Prognose (67).

In der Literatur werden derzeit verschiedene Sicherheitsabstande fir den RO Status
angegeben (63). Die UICC definiert RO, wenn sich Tumorzellen < 1 mm zum
Resektionsrand befinden, der Resektionsrand aber frei von Tumorzellen ist (58).
Das britische Royal College of Pathologists definiert hingegen RO, wenn die
Tumorzellen > 1 mm vom Resektionsrand entfernt sind (42,58).
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Liegen mikroskopisch Tumorzellen im Resektionsrand vor, bezeichnet man es als
R1-Resektion (67). Auch fur R1 gibt es keine einheitliche Definition. Das britische
Royal College of Pathologists diagnostiziert R1, wenn sich Tumorzellen <1 mm vom
Resektionsrand befinden (64).

Bei der UICC liegt ein R1 Status vor, wenn Tumorzellen direkt am Resektionsrand
vorliegen (42). Diese verschiedenen Definitionen des R-Status spiegeln sich in einer
grolden Schwankungsbreite der R1 Rate bei dem Pankreaskarzinom von 16-75 %
in der Literatur wieder (83).

Der R2-Status wird bei Vorliegen eines makroskopischen Nachweises verwendet.

Bei RX ist keine eindeutige Aussage Uber den R-Status mdglich (63).

Bei der Untersuchung des Operationspraparates werden insbesondere die
zirkumferentiellen Resektionsrander bzw. -flachen (CRM) beurteilt. Dazu zahlen die
dorsale, mediale (zur Gefaltfurche) und die ventrale Flache (61). Eine
Tumorinfiltration findet haufig an der zirkumferentiellen medialen (46—-69 %) und
dorsalen (44—-64 %) Flache statt (61,64).

Die Beurteilung des CRM wird zusatzlich zu der Untersuchung des R-Status in der

S3-Leitlinie von 2013 beim exokrinen Pankreaskarzinom empfohlen (83).

Es ist zu differenzieren zwischen:
- CRM-positiv/R1: Tumor direkt am Resektionsrand nachweisbar
- CRM-positiv/R0: Abstand der Tumorzellen betragt < 1 mm zum Resektions-
rand, erreicht diesen jedoch noch nicht (,RO narrow®)
- CRM-negativ: Abstand der Tumorzellen betragt > 1 mm zum Resektionsrand
(,RO wide®) (83).

Die Beziehung zwischen Tumorausbreitung an der Invasionsfront sowie dem am
Praparat bestimmten R-Status, stimmen bei dem Pankreaskarzinom nicht immer
Uberein. Dies lasst sich durch ein wenig zusammenhaltendes Wachstum und einer
starken Tumorzelldissoziation erklaren, was insbesondere beim Magen- oder

Pankreaskarzinom vorliegt (63). Veranschaulicht wird dies in Abb. 1 (77).
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Kompakter
Zellverband
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Zellverband

Abb. 1

Schematische Darstellung der Korrelation zwischen Tumorausbreitung an der Invasionsfront und
dem R-Status. Die Grafik zeigt eine mogliche Uberlegung der Ausbreitung von Tumorzellen. Die
grauen Punkte stellen Tumorzellen dar, zum einen ein kompakter Zellverband (obere Halfte) und
zum anderen ein diffuser Zellverband (untere Halfte), wie zum Beispiel bei dem Pankreaskarzinom.
Die durchgehende Linie stellt den Resektionsrand dar, die gestrichelte Linie den Sicherheitsabstand
von 1 mm. Abb. in Anlehnung an (77).

Welcher Abstand der Tumorzellen vom Resektionsrand schlie3lich von
prognostischer Bedeutung ist, ist bislang noch nicht geklart (58).

In einer Studie von Chang et al. mit 365 Patienten zeigte sich in der multivariaten
Analyse ein Sicherheitsabstand von > 1.5 mm zum Resektionsrand als ein
unabhangiger signifikanter Faktor fir das Uberleben (medianes Uberleben
18.4 Monate, p = 0.0005) (7). Von dieser Kohorte erhielten 295 Patienten eine
Kausch-Whipple-Operation, bei der ein Abstand von > 1.5 mm signifikant mit einem
besseren Langzeitiiberleben assoziiert war (medianes Uberleben 18.5 Monate,
p =0.0073, 5-JUR 22.2 %) (7).

Strobel et al. analysierten den R-Status bei 561 Patienten mit PDAC, die eine
Duodenopankreatektomie erhielten (72). Dabei zeigten sich in der univariablen
Analyse signifikante Unterschiede (p < 0.0001) zwischen RO (= 1 mm), R1 (<1 mm)
und R1direkt (0 mm) auf das mediane Uberleben sowie das 5-JUR (R0O: medianes
Uberleben 41.6 Monate, 5-JUR 37.7 %, R1: medianes Uberleben 27.5 Monate, 5-
JUR 30.1 %, R1direkt: medianes Uberleben 23.4 Monate, 5-JUR 20.3 %).
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In der multivariaten Analyse erwiesen sich RO verglichen mit R1direkt (Hazard Ratio
(HR) = 0.73, 95 % Konfidenzintervall (Cl) 0.54-0.98, p = 0.0391) und R1 verglichen
mit R1direkt (HR=0.71, 95 % CI 0.54-0.95, p=0.0193) als unabhangige
prognostische Faktoren fur das Gesamtuberleben (72).

Ein Konsens Uber die Definition des R-Status bei dem Pankreaskarzinom ist in
Zukunft dringend nétig (63). Ziel ist es, Befunde zu kategorisieren, um daraus
Aussagen Uber das Rezidivrisiko und die Prognose des einzelnen Patienten treffen

zu konnen (83).

1.3.3 Lymphgefallinvasion

Die Lymphgefallinvasion (L) gibt an, ob Tumorzellen die Lymphgefalde infiltrieren.
Liegt in den Lymphgefalen keine Invasion von Tumorzellen vor, so wird dies als LO
bezeichnet, befinden sich Tumorzellen in den Lymphgefaen, wird es als L1
beschrieben (3). Die Iymphatische Ausbreitung ist dabei ein wichtiger
prognostischer Faktor zur Beurteilung der Invasivitdt von Tumorzellen bei dem
Pankreaskarzinom (68). Die Bestimmung der Lymphgefal3invasion ist Teil der
Pathologie Befundung (83).

1.3.4 Blutgefalinvasion

Die BlutgefaRinvasion (V) gibt an, ob sich Tumorzellen in den BlutgefalRen befinden.
Liegen keine Tumorzellen in den Blutgefallen vor, bezeichnet man es als VO, finden
sich Tumorzellen in den BlutgefafRen, beschreibt man es als V1 (3). Eine Infiltration
von Tumorzellen in BlutgefalRe ist ein wichtiger prognostischer Faktor flr das
Uberleben (2). Aufgrund dessen gehért die Beurteilung der BlutgefaRinvasion beim

Pankreaskarzinom zur Pathologie Befundung (83).

1.3.5 Neuralscheideninfiltration

Als Neuralscheideninfiltration (NI) bezeichnet man den Prozess der Einwanderung
von Tumorzellen in einen Nerv. Haufig wird auch von einer Perineural-
scheideninfiltration gesprochen, wobei dies die Einwanderung von Tumorzellen in

das Perineurium beschreibt, die mittlere Schicht eines Nervs (8).
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Die perineurale Invasion wurde erstmals 1905 von Ernst, P. (16) in Zusammenhang

mit einem Chondrosarkom beschrieben (43).

Ein Nerv ist von aufden nach innen aus drei Schichten aufgebaut: Epineurium,
Perineurium und Endoneurium. In Abb. 2 ist ein peripherer Nerv im Querschnitt
dargestellt (66). Das Epineurium besteht vor allem aus Kollagen und Elastin. Das
Perineurium beinhaltet endotheliale Zellen und eine Basalmembran und Ubernimmt
als Aufgabe die Barrierefunktion (8). In der innersten Schicht, dem Endoneurium,

befinden sich einzelne Nervenfasern, Axone der Nerven und Schwann Zellen (52).

Blutgefale

- /Epineurium

\_— Perineurium

") ___— Endoneurium

_—

Fettgewebe

Abb. 2

Darstellung eines peripheren Nervs im Querschnitt. Die Abbildung zeigt die Unterteilung in
Epineurium, Perineurium und Endoneurium. Im Epineurium finden sich zudem BlutgefalRe sowie
Binde- und Fettgewebe. Abb. in Anlehnung an (66).

Je nachdem bis zu welcher Schicht des Nervs sich die Tumorzellen ausgebreitet
haben, kann man unterscheiden zwischen epineuraler Tumorassoziation (ENA),
perineuraler Invasion (PNI) und endoneuraler Invasion (ENI). Abb. 3-5 stellen

exemplarisch diese verschiedenen Nerveninfiltrationen dar.
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Abb. 3

Darstellung einer epineuralen Tumorassoziation (ENA) bei PDAC. Die Tumorzellen haben den Nerv
fast komplett umschlossen, jedoch durchdringen sie noch nicht das Perineurium. Hamatoxylin-Eosin-
Farbung (H.E.-Farbung). Mit freundlicher Genehmigung von Dr. Petrova.

Abb. 4

Darstellung einer perineuralen Invasion (PNI) bei PDAC. Die Tumorzellen erreichen das Perineurium,
jedoch noch nicht das Endoneurium des Nervs. H.E.-Farbung. Mit freundlicher Genehmigung von
Dr. Petrova.
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Abb. 5

Darstellung einer endoneuralen Invasion (ENI) bei PDAC. Die Tumorzellen sind bis in das
Endoneurium vorgedrungen. H.E.-Farbung. Mit freundlicher Genehmigung von Dr. Petrova.

Bei Karzinomen im Pankreas, Kopf- und Halsbereich, Kolon, Rektum und Prostata
konnte die Prasenz von NI in Studien nachgewiesen werden (52). Dabei zeigte sich
die Prasenz von NI bei Magenkarzinomen bei 60—-75 % und bei Kolorektalen
Karzinomen bei 33 % (33). Pankreaskarzinome zeigen dabei am haufigsten das
Auftreten von NI aller gastrointestinaler Tumore, in einigen Studien konnte NI bei
Pankreaskarzinomen mit einer Inzidenz bis zu 100 % nachgewiesen werden (52,65).
Es wird vermutet, dass durch die frihzeitige Tumorinfiltration von Neuralscheiden
eine schnelle Ausbreitung in das retroperitoneale Gewebe maoglich ist (30,47,69).
Die prognostische Bedeutung der NI beim Pankreaskarzinom wurde in einer Studie
von Liebl et al. publiziert (53). Eine Invasion der Neuralscheiden ging dabei mit einer

schlechteren Prognose einher (53,65).

Bisher besteht keine standardisierte Methode zur Bestimmung der NI sowie eine

einheitliche Unterteilung der Schwere der NI in der Routinediagnostik (53).

Ceyhan et al. untersuchten in ihrer Studie an einem Kollektiv von 546 Patienten die
Pankreasneuropathie und den neuropathischen Schmerz bei malignen

Pankreastumoren und analysierten die NI (6).
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Dabei zeigte sich von 149 Patienten mit der Diagnose Adenokarzinom eine
Pravalenz der NI bei 79 % (6). Ceyhan et al. flUhrten zur angemessenen
Quantifizierung der verschiedenen Erscheinungsformen der NI ein neuartiges,
standardisiertes Bewertungssystem ein. Bei der Bestimmung des Scores handelt

es sich um eine empirische Methode (14).

Zunachst erfolgte eine Einteilung der Schwere der NI in nicht vorhanden/O,
perineural/1 und intraneural/2. Die Haufigkeit der NI wurde untergegliedert in nicht
vorhanden/0, gering/1, haufig/2 und Ubermanig/3. Um den Auspragungsgrad der NI
der Tumorzellen bestimmen zu kénnen, erfolgte eine Multiplikation der Schwere und
der Haufigkeit der neuralen Invasion (6). Anschlielend wurden die Patienten
anhand des neuralen Invasionsscores in drei Gruppen unterteilt: keine neurale
Invasion, NI 0 (0); geringe bis mittlere neurale Invasion, NI | (1—3); schwere neurale
Invasion, NI Il (4—6) (6). Dabei zeigte sich bei den Adenokarzinomen signifikant
eine schwerere neurale Invasion im Gegensatz zu den anderen malignen
Pankreastumoren  (invasive IPMN, maligne neuroendokrine  Tumore,
Ampullarkarzinom) (p < 0.001) (6).

Zusatzlich war eine signifikante Assoziation zwischen neuraler Dichte und neuraler
Invasion bei den Adenokarzinomen nachweisbar (p < 0.005). Ein Zusammenhang

zwischen NI und Uberleben konnte nicht belegt werden (6).

Der Score von Ceyhan et al. (6) zur Berechnung der NI weist hinsichtlich der
Quantifizierung und Stratifizierung Kritikpunkte auf. Anhand des resultierenden
Invasionsscores ist nicht zu eruieren, wie sich dieser zusammensetzt. Es werden
dabei zwei unterschiedliche Werte miteinander multipliziert. Der Score kann
schlieRlich aus verschiedenen Grunden den gleichen Zahlenwert aufweisen, zum
Beispiel kann entweder die Haufigkeit dominierender Wert oder die Schwere der NI
im Vordergrund stehen (6). Die Ergebnisse der Studie von Ceyhan et al. zeigen
signifikante Werte hinsichtlich der neuralen Invasion und der neuralen Dichte,

jedoch keine prognostischen Korrelationen (53).

Liebl et al. untersuchten in einer Studie mit 2050 Patienten mit gastrointestinalen
Tumoren die Auspragung und Bedeutung von NI fiir Prognose und Uberleben (53).
Bei den 132 Patienten mit Pankreaskarzinom zeigte sich eine Prasenz von NI bei
100 % (53).
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Dabei konnte NI als ein unabhangiger prognostischer Faktor nachgewiesen werden
(HR=1.09, 95 % CIl 1.04—1.15, p <0.001). Die mittlere Nachbeobachtungszeit
aller 2050 Patienten lag bei 37 Monaten (Interquartilsabstand: 12.8—-78.0 Monate).
Patienten mit Pankreaskarzinom zeigten die niedrigste 5-JUR mit 19 + 3 % (53).
Liebl et al. demonstrierten einen quantitativen Ansatz, indem sie einen Score
bildeten, in dem alle eingedrungenen Nerven, gewichtet nach der Tiefe der Invasion
in das Epineurium, Perineurium oder Endoneurium, zusammengefasst werden.
Damit zeigten sie, dass dieser Score eine prognostische Stratifizierung bei PDAC
erlaubt (53).

Allerdings lag die durchschnittliche Anzahl bei acht Schnitten pro Patient. Durch die
Verwendung unterschiedlicher Schnittanzahlen pro Patient, ist eine direkte
Vergleichbarkeit zwischen den Patienten nicht gegeben. Bei Analyse mehrerer
Schnitte pro Patient, resultiert dementsprechend ein héherer Score als bei der
Bestimmung nur eines Schnittes pro Patient. Dies zeigt das Problem der

Quantifizierung bei dem Score von Liebl et al. (53).

In einer Metaanalyse von Schorn et al. wurden 3538 Patienten mit der Diagnose
PDAC von 23 Studien fur die univariate Gesamtiberlebens Meta-Analyse und 6885
Patienten von 36 Studien fur die multivariate Gesamtuberlebens Meta-Analyse
eingeschlossen (65). In der univariaten Meta-Analyse zeigten 71.7 % (Median
64.2 %, Spannweite 43.2—91.9 %) und in der multivariaten Meta-Analyse 78.3 %
(Median 76.2 %, Spannweite 47.8—91.9 %) eine NI (65). Die HR der univariaten
(HR=1.88, 95 % CI 1.71-2.07, p <0.00001) und multivariaten Meta-Analyse
(HR=1.68, 95 % CI 1.47-1.92, p < 0.00001) zeigten einen grof3en Einfluss von NI
auf das Gesamtuberleben (overall survival, OS). Ebenso war NI mit einem
verminderten krankheitsfreien Uberleben (disease-free survival, DFS) (HR = 2.53,
95 % CI 1.67-3.38, p = 0.0001) und progressionsfreien Uberleben (HR = 2.41, 95 %
Cl 1.73-3.37, p <0.00001) in der multivariaten Metaanalyse assoziiert (65). Die
Prasenz der NI wies eine grol3e Spannweite in der Meta-Analyse auf (65). Mogliche
Erklarungen fir diese Diskrepanz kann eine unterschiedlich verwendete Definition
der NI und die verschiedenen Methoden zur Auswertung der NI sein.
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Kayahara et al. untersuchten in ihrer Studie mit 30 Patienten mit
Pankreaskopfkarzinom den Zusammenhang zwischen NI und Infiltration von
Lymphknoten (43). Die histologischen Analysen ergaben, dass Tumorzellen
hauptsachlich kontinuierlich entlang der Nervenbahnen wuchsen. Es zeigte sich
eine kontinuierliche Ausbreitung zwischen den Tumorzellen innerhalb einiger
Lymphknoten und den Tumorzellen im perineuralen Raum. Dieses Ergebnis deutet

darauf hin, dass die NI ein Weg zur Lymphbeteiligung sein konnte (43).

Der Zusammenhang zwischen NI und TB wurde bisher nur in wenigen Studien
untersucht (60). Die Studien von Karamitopoulou et al. und O"Connor et al. zeigten
eine ausgepragte Prasenz von NI (99.1 % bzw. 88 %) und TB (100 % bzw. 88 %)
(40,60). Nur bei O'Connor et al. war eine signifikante Korrelation zwischen NI und
TB nachweisbar (p = 0.0162) (60).

1.3.6 Tumor Budding

Ein Tumor Bud ist definiert als eine freistehende, isolierte, undifferenzierte
Zellgruppe mit bis zu flnf Zellen. Unter TB versteht man den Prozess des Ablésens
dieser Zellgruppen von dem Primartumor. Die Tumor Buds befinden sich im Stroma
des umliegenden Tumors, ohne direkten Kontakt zum Primartumor zu haben (38).
In Abb. 6 ist ein histologischer Ausschnitt von TB bei PDAC dargestellt.

Die Bedeutung von TB wird zunehmend wichtiger flr die Charakterisierung
bestimmter Karzinome. Insbesondere bei dem Kolonkarzinom ist auf Grundlage
vieler Studien die Korrelation zwischen TB und Lymphknotenmetastasen sowie
Uberlebensrate bereits bestatigt und wird vermutlich in Zukunft einen Teil in der

Diagnostik von Kolonkarzinomen einnehmen (23,44,56).

Das haufige Auftreten von TB bei Pankreaskarzinomen konnte in mehreren Studien

nachgewiesen werden (39,40,45,60).

Zur Beurteilung von TB bei PDAC liegt derzeit keine standardisierte
Evaluierungsmethode vor (24). Insbesondere stellt sich die Frage, welcher Cut-off
als prognostisch relevant zu bewerten ist und ob ein zwei- oder dreistufiges System

zur Unterteilung des Schweregrads des TB verwendet werden soll (39,56).
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Abb. 6

Darstellung eines histologischen Ausschnittes mit Tumor Budding bei PDAC. Es lassen sich Tumor
Buds mit bis zu finf Zellen erkennen. H.E-Farbung. Mit freundlicher Genehmigung von Dr. Petrova.

Bei einem zweistufigen System erfolgt eine Gliederung in low-grade TB und high-
grade TB (9,40,45,54,60). Chouat et al. und Lohneis et al. verwendeten diese
Einteilung in ihren Studien mit einem Cut-off bei 10 buds/HPF fir prognostische
Stratifizierung des TB bei PDAC (9,54). Dabei bezeichneten sie es als high-grade
TB, wenn = 10 buds/HPF vorlagen. In der Studie von Chouat et al. war TB in allen
PDAC Tumoren prasent, high-grade TB bei 50 % der Patienten (9). Lohneis et al.
beobachteten TB bei 74 % der Patienten mit PDAC (54).

Karamitopoulou et al. und O"Connor et al. definierten high-grade TB bei einem Cut-
off von 10 buds/10 HPF und errechneten anschlief3end den Durchschnitt der Tumor
buds bei 10 HPF (40,60). Karamitopoulou et al. beobachteten TB bei allen 117
PDAC Fallen, high-grade TB wurde bei 70.3 % der Falle gefunden (40).
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O’Connor et al. konnten TB bei PDAC bei 88 % nachweisen, high-grade TB bei 71 %
der Patienten (60). Auch Kohler et al. verwendeten ein zweistufiges System und
definierten low-grade TB bei < 10 buds/HPF und high-grade TB bei > 10 buds/HPF
(45). Kohler et al. wiesen in ihrer Studie high-grade TB bei PDAC bei 70 % der
Patienten nach (45).

Karamitopoulou et al. verwendeten in ihrer Studie 2018 zur Bestimmung des TB bei
PDAC anhand des standardisierten Scoring Systems der International Tumor
Budding Consensus Conference (ITBCC) ein dreistufiges System, welches zur
Bestimmung von TB bei Kolonkarzinomen empfohlen wird (39,55,56). Es erfolgte
eine Einteilung in low-grade TB (1—4 buds/HPF), intermediate-grade TB (5-9
buds/HPF) und high-grade TB (= 10 buds/HPF) (39). In dieser Studie wurde das TB
von zwei Untersuchern analysiert. TB war bei 97.3 % der Patienten nachweisbar,
high-grade TB zeigte sich bei 54.5 % (Untersucher 1) bzw. bei 46.4 % der Patienten
(Untersucher 2) (39).

Diese Studien belegen damit die auffallende Uberreprasentierung von TB bei PDAC
(39,45,60).

Die genaue prognostische Bedeutung ist bislang nicht geklart. In einigen Studien
mit PDAC konnte TB als negativ prognostischer Faktor nachgewiesen werden. Ein
hoher Grad an Tumor Buds korrelierte dabei mit einem niedrigen Grad an DFS und
OS (54). Die genaue Pathogenese von TB ist derzeit nicht genau bekannt. Eine
Erklarungstheorie ist die epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) (38). Diese

wird in Abschnitt 1.4 naher erlautert.

1.4 Epithelial-mesenchymale Transition

Bei der epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) handelt es sich um einen
mehrstufigen biologischen Prozess, bei dem sich Epithelzellen zu Mesenchym-
zellen umwandeln. Dabei kdnnen Epithelzellen ihre phanotypischen Eigenschaften
verandern. Die Trigger fur diese Umwandlung konnen Embryogenese,
Gewebereparatur, pathologischer Stress, Entziindung und hochgradige Karzinome

sein.
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Die Umkehrung dieses Vorgangs wird als mesenchymal-epitheliale Transition (MET)
bezeichnet (35).

EMT nimmt vermutlich eine wichtige Rolle in der Tumorgenese bei der Entstehung
von TB ein (24,38). Die genaue Bedeutung und der Zusammenhang mit TB ist
jedoch noch nicht genau geklart. Es handelt sich bei der EMT derzeit um eine
Theorie zur Erklarung des TB (37).

Epithelzellen besitzen einen apikalen und basalen Zellpol, sind fest untereinander
verbunden und liegen einer Basalmembran auf. Dem gegenlber stehen die
Mesenchymzellen. Diese weisen eine spindelférmige Formation auf, ihnen fehlen
jedoch feste Zellverbindungen und sie liegen keiner Basalmembran auf (35). Die
Umwandlung von Epithelzellen in Mesenchymzellen tragt daher vermutlich zur
Invasion und Migration der Zellen bei (37). Abb. 7 zeigt eine schematische
Darstellung dieses Prozesses mit Erlauterung der entsprechenden Biomarker. So
exprimieren Epithelzellen im besonderen Male den Biomarker E-Cadherin,
wohingegen bei Mesenchymzellen die Biomarker N-Cadherin, Vimentin und

Fibronektin vermehrt vorliegen (35).

epithelialer Phanotyp intermediare Phanotypen als mesenchymaler Phénotyp
Ubergang der Zellen

L2

fortschreitender Verlust von epithelialen N-Cadherin
Markern und Gewinn von Vimentin
mesenchymalen Markern Fibronektin

Abb. 7

Darstellung des Prozesses der epithelialen-mesenchymalen Transition. Umwandlung polarisierter
Epithelzellen in mobile Mesenchymzellen. Epithelzellen exprimieren als Biomarker insbesondere E-
Cadherin. Mesenchymzellen weisen die Biomarker N-Cadherin, Vimentin und Fibronektin auf. Abb.
in Anlehnung an (35).
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Beim TB I6sen sich einzelne Zellen oder Zellgruppen mit bis zu funf Zellen (Tumor
Buds) vom Haupttumor ab, indem sie vermutlich ihre Expression von E-Cadherin
reduzieren und dadurch ihre Membranadhasion verlieren (38). Wahrenddessen
werden mesenchymale Biomarker wie N-Cadherin, Vimentin und Fibronektin
hochreguliert (50).

Bei der MET handelt es sich um das umgekehrte Phanomen von EMT, welches als
Ursache fur die Metastasierung in Nachbarorgane diskutiert wird (19). Die
ankommenden Zellen erlangen wieder ihre epithelialen Eigenschaften und stellen
Kontakt zu Nachbarzellen her (35).

Die genaue Rolle von TB bei der EMT ist derzeit nicht bekannt. Auch der
Zusammenhang zwischen NI und EMT wurde bisher in nur wenigen Studien
untersucht. Eine erste Assoziation zwischen NI und EMT konnten Fujii-Nishimura et
al. nachweisen (19). Es zeigte sich, dass die MET bei PDAC an perineuralen
Invasionsstellen von Schwann Zellen induziert wird (19). Zudem veréffentlichten
Karlsson et al. und Karamitopoulou et al. ein Erklarungsmodell Uber einen
moglichen Zusammenhang zwischen Tumorzellen, EMT und Lymphknoten-

metastasen (38,41).
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2 Material und Methodik

2.1 Studiendesign

Die vorliegende Studie ist eine unizentrische, retrospektive explorative

Datenanalyse.

2.2 Ethik

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Universitat zu Libeck genehmigt
(AZ 17-118A).

2.3 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv umfasste Patienten mit der Diagnose PDAC, die in der
Abteilung fur Allgemein- und Viszeralchirurgie der Universitatsklinik zu Lubeck im
Zeitraum von 1996 bis 2015 operiert wurden. Ausgeschlossen wurden Patienten mit
postoperativer Mortalitat, Patienten, die eine neoadjuvante Therapie erhielten,

sowie Patienten mit Fernmetastasen.

2.4 Endpunkte

Der primare Endpunkt der Studie ist das mediane Gesamtiberleben des
untersuchten Patientenkollektivs in Abhangigkeit von TB und NI. Zu den sekundaren
Endpunkten zahlen die Korrelationen zwischen den untersuchten Parametern NI
und TB wund den Variablen Lymphknotenstatus, LymphgefaRinvasion und

Blutgefalinvasion, Grading und adjuvanter Therapie.
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2.5 Datenerhebung

2.5.1 Klinische Daten

Die folgenden klinischen Parameter wurden aus einer prospektiv gefuhrten
Datenbank der Kilinik fir Chirurgie, Universitatsklinikum Schleswig-Holstein,
Campus Lubeck selektiert: Alter zum Zeitpunkt der Operation (Jahre), Geschlecht
(mannlich/weiblich),  Operationsmethode (pyloruserhaltende Pankreaskopf-
resektion, Kausch-Whipple-Operation, totale Pankreatektomie, Pankreaslinks-
resektion), Zeit der letzten Nachuntersuchung nach der Operation (Monate),
Vitalstatus zum Zeitpunkt der letzten Nachuntersuchung (lebend/tot) sowie

adjuvante Therapie (ja/nein).

2.5.2 Histopathologische Parameter

Die nachstehenden histopathologischen Daten der Patienten wurden aus den
Pathologie Berichten entnhommen: TumorgroRe (cm), Anzahl Lymphknoten-
metastasen, Anzahl resezierter Lymphknoten, Invasion angrenzender Strukturen
und Fernmetastasen. Anhand dieser histopathologischen Parametern wurde die
TNM-Klassifikation nach der 8. Ausgabe der UICC maligner Tumore erstellt (3). Die
entsprechenden Stadien wurden anschliellend zugeordnet (3).

Die 8. TNM-Klassifikation wurde im Dezember 2017 veroéffentlicht und ist seit dem
anzuwenden (3). Zuvor erfolgte die Einteilung maligner Tumore nach der 7. TNM-
Klassifikation, die im Dezember 2009 publiziert wurde (61). Dies ist zu
bertcksichtigen bei dem Vergleich mit Studien zu PDAC, die in diesem Zeitraum
durchgefihrt wurden. Zusatzlich wurden die Lymphgefal3invasion, die Blut-
gefalinvasion, der R-Status und das Grading aus den Pathologie Berichten
entnommen.

Fir die weitere statistische Analyse erfolgte eine dichotome Gruppierung der
folgenden histopathologischen Parameter. Das Grading wurde in G1/2 und G3/4
gruppiert, die TumorgrofRe in T1/2 und T3/4 und die Lymphknotenmetastasen in NO
und N+. Bei dem R-Status erfolgte eine dichotome Gruppierung in RO und R+. Dabei

liegt R+ vor, wenn sich Tumorzellen am Resektionsrand befinden.
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Zur Datenerhebung der NI und des TB wurden Hamatoxylin-Eosin-Gewebeschnitte
(H.E.) aus der Routinediagnostik Uberpriuft. Ein histologischer Schnitt aus der
zentralen Tumorregion pro Patient wurde fur die weitere Analyse durch einen
erfahrenen Pathologen ausgewahlt. Ein Untersucher (Autorin) analysierte jeden

Gewebeschnitt, um die NI und das TB quantitativ zu charakterisieren.

Neuralscheideninfiltration
Zur Bestimmung der NI wurde das gesamte Praparat unter Lichtmikroskopie bei 10-
facher VergroRerung manuell gescannt und die Anzahl der Nerven mit epineuraler
Tumorassoziation (ENA), perineuraler Invasion (PNI) und endoneuraler Invasion
(ENI), wie in Liebl et al. definiert, gezahlt (53). Der neurale Invasionsscore (NIS)
nach Liebl et al. wurde wie folgt berechnet:
NIS = N(ENA) + 2 * N(PNI) + 3 * N(ENI)
wobei N () die Anzahl der Nerven in jeder Kategorie bezeichnet (53). Dartber hinaus
wurde jeder Patient in eine von vier Kategorien eingeteilt:
- Pn-0: keine perineurale Invasion
- Pn-ena: mindestens ein Nerv mit Tumorzellen in direkter Verbindung zum
Epineurium, aber keine Nerven mit Invasion von Perineurium oder
Endoneurium
- Pn-pni: mindestens ein Nerv mit Invasion von Perineurium, aber keine
Nerven mit Invasion von Endoneurium
- Pn-eni: mindestens ein Nerv mit Invasion von Endoneurium.
Zusatzlich erfolgte eine dichotome Charakterisierung in PnO und Pn1. Pn1 ist
definiert bei Vorhandensein eines Nervs mit mindestens epineuraler

Tumorassoziation.

Tumor Budding

Zur Beurteilung des TB wurden Hotspots am Rande des Tumors bei 10-facher
VergroRerung gesucht. An diesen Hotspots wurden drei HPF von 0.237 mm? bei 40-
facher VergroRerung zufallig ausgewahlt und die Anzahl der Tumor Buds in jedem
von ihnen gezahlt. Die durchschnittliche Anzahl der Tumor Buds Uber den drei
ausgewahlten HPF wurde berechnet.

Diese Zahl wurde an den Cut-offs 0, 5 und 10 Buds dichotomisiert.

28



2.6 Auswertung und Statistik

Zur Datenverarbeitung und statistischen Datenanalyse wurde das Programm R

Version 3.3.3. verwendet.

Deskriptive Statistik
Die deskriptiven Statistiken wurden mit dem Median der kontinuierlichen Variablen

und dem prozentualen Anteil der gesamten diskreten Parameter berechnet.

Univariable Analyse

Das Uberleben wurde mit Hilfe der Kaplan-Meier Methode geschatzt (80). Die
Nachbeobachtungszeit wurde mittels der umgekehrten Kaplan-Meier Methode
geschatzt. Die univariable Cox-Regressionsanalyse (80) diente zur Uberlebens-
analyse in Abhangigkeit von Alter, Geschlecht, Tumorgrofe (T), Lymphknotenstatus
(N), Metastasen (M), UICC-Stadium, BlutgefaRinvasion, Lymphgefal3invasion,
neurale Invasion (Pn), NIS, adjuvante Therapie, Resektionsrand, Grading,
Mittelwert der Tumor Buds und TB mit Cut-offs 0,5 und 10.

Multivariable Regression

Es wurde eine multivariable, schrittweise Cox-Regressionsanalyse mit den
Kovariablen UICC-Stadien, V, L, NIS, adjuvante Therapie, R-Status, Grading und
TB > 5 buds/HPF durchgefuhrt.

Univariable lineare Regression

Die univariable lineare Regression mit dem NIS als abhangige Variable wurde
durchgefuhrt, um die Assoziation mit T, N, M, UICC-Stadium, L, V, mittlerer Tumor
Buds Anzahl pro HPF und > 5 buds/HPF darzustellen. Ebenso wurde eine
univariable logistische Regression mit den abhangigen variablen TB > 5 buds/HPF
und den Kovariablen T, N, M, UICC-Stadium, L und V, Pn-Kategorien durchgefuhrt.
Ein Konfidenzintervall von 95 % und ein Signifikanzniveau von 5 % wurden fur alle

Analysen festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakteristika des Patientenkollektivs

Das in der endgultigen Analyse betrachtete Patientenkollektiv bestand aus n = 119
Patienten. Die Patienten waren zum Zeitpunkt der Operation im Median 67 Jahre
alt. Das Alter des jungsten Patienten betrug 40 Jahre, der alteste Patient war 85
Jahre alt. Unter den Patienten befanden sich 57 (47.9 %) Frauen und 62 (52.1 %)

Manner. Es erhielten 80 (67.2 %) Patienten eine adjuvante Therapie.

Bei dem Patientenkollektiv kamen vier Operationsmethoden zum Einsatz. 65
(54.6 %) Patienten erhielten eine pyloruserhaltende Duodenopankreatektomie, 35
(29.4 %) Patienten eine Kausch-Whipple-Operation, 10 (8.4 %) Patienten eine totale

Pankreatektomie und 9 (7.6 %) Patienten eine Pankreaslinksresektion.

3.2 Histopathologische Parameter

Alle Pathologieberichte enthielten die Informationen des jeweiligen Tumors mit Lage
und TumorgrofRe, Tumorgrad, Anzahl der resezierten Lymphknoten, Anzahl der
befallenen Lymphknoten und Bericht Uber den mikroskopischen Status der

Resektionsrander.

Bei 87 (73.1 %) Patienten lagen die Stadien T1/2 vor, bei 32 (26.9 %) Patienten die
Stadien T3/4. Eine Lymphknoteninvasion (N+) war bei 80 (67.2 %) Patienten
vorzufinden. Das UICC Stadium | lag bei 32 (26.9 %) Patienten vor, Stadium |l bei
59 (49.6 %) Patienten und Stadium lll zeigte sich bei 28 (22.5 %) Patienten. Beim
Grading wiesen 72 (60.5 %) Patienten G1/2 auf, 47 (39.5 %) Patienten G3/4. Ein
negativer Tumorresektionsrand (RO) lag bei 81 (68.1 %) Patienten vor. Eine
Lymphgefalinvasion erwies sich bei 75 (63 %) Patienten, eine BlutgefaBinvasion
bei 34 (28.6 %) Patienten.

Der NIS lag bei 17 (Spannweite von 0—95). Eine neurale Invasion (Pn1) wurde bei
114 (95.8 %) Patienten festgestellt. Hierbei lag bei 9 (7.6 %) Patienten die Kategorie
Pn-ena vor, bei 63 (52.9 %) Patienten die Kategorie Pn-pni und bei 42 (35.3 %)

Patienten die Kategorie Pn-eni.
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Bei 5 (4.2 %) Patienten konnte keine neurale Invasion (Pn0) nachgewiesen werden.
TB konnte bei 101 (84.9 %) Patienten nachgewiesen werden. Der Median der
Tumor buds/HPF war 2.7. Bei einem Cut-off bei 5 buds/HPF konnten 36 (30.3 %)
Patienten in die Kategorie > 5 buds/HPF eingeteilt werden. Bei einem Cut-off bei 10
buds/HPF konnten 11 (9.2 %) Patienten der Kategorie > 10 buds/HPF zugeteilt

werden. Die deskriptive Statistik und Uberlebensanalyse ist in Tab. 5 dargestellt.

3.3 Fehlende Daten

Fir das Patientenkollektiv n = 119 konnten alle erforderlichen Daten erhoben

werden.

3.4 Univariable Analyse

In der univariablen Analyse gab es einen signifikanten positiven Zusammenhang
zwischen Lymphknotenmetastasen N+ und Tumor Buds > 5 buds/HPF (Odds Ratio
(OR) 1.2, p = 0.042). Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen TB
und den Parametern Pn-ena (OR 1.59, p = 0.068), Pn-pni (OR 1.06, p = 0.799), Pn-
eni (OR 1.12, p =0.611) und NIS (OR 1, p = 0.197). Dies ist in Tab. 6 dargestellt.

Darlber hinaus gab es keine weiteren signifikanten Ergebnisse.

3.5 Uberlebensanalyse

Die geschatzte mediane Nachbeobachtungszeit aller Patienten betrug 34 Monate
(95 % CI 31-53 Monate). Bei der letzten Nachuntersuchung waren 83 (69.7 %)
Patienten verstorben. Das geschatzte mediane Gesamtuberleben betrug 22 Monate
(95 % CI 18 -26 Monate) [Abb. 8].
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Die univariable Cox-Regressionsanalyse [Tab. 5] zeigte bei Lymphknoten-
metastasen N+ (HR=1.78, 95 % Cl 1.09-2.91, p =0.02) [Abb. 9], niedriger
Differenzierungsgrad G3/4 (HR =2.09, 95 % CI 1.35-3.24, p = 0.001) [Abb. 10],
LymphgefaRinvasion L1 (HR=2.35, 95 % CI 1.44-3.86, p =0.001) [Abb. 11],
Blutgefallinvasion V1 (HR =1.66, 95 % CI 1.05-2.62, p = 0.031) [Abb. 12] und
TB >5 buds/HPF (HR=1.66, 95 % Cl 1.06-2.61, p =0.027) [Abb. 13] einen
signifikanten  negativen  prognostischen Einfluss auf die Uberlebens-
wahrscheinlichkeit. Das geschatzte mediane Uberleben lag bei TB > 5 buds/HPF
bei 17 Monaten (95 % Cl 13—-22 Monate).

In der univariablen Cox-Regressionsanalyse war das Auftreten von TB (HR = 1.68,
95 % C1 0.87-3.27, p = 0.124), der Mittelwert Anzahl buds/HPF (HR =1.03, 95 %
Cl1 0.99-1.07, p=0.147) und TB > 10 buds/HPF (HR =1.73, 95 % CI 0.88-3.39,
p = 0.107) nicht signifikant.

Bei der Prasenz von TB lag das geschéatzte mediane Uberleben bei 19 Monaten
(95 % Cl 16—25 Monate) und bei TB > 10 buds/HPF bei 20 Monaten (95 % Cl 3-24

Monate).

Es wurde kein signifikanter prognostischer Wert fur Pn1 (HR=1.99, 95 % CI
0.62-6.38, p = 0.249) und die Pn-Kategorien Pn-ena (HR = 1.7, 95 % CI 0.44-6.62,
p = 0.444), Pn-pni (HR =1.9, 95 % CI 0.58-6.21, p = 0.289), Pn-eni (HR = 2.26,
95 % CI 0.68-7.54, p =0.184) oder NIS (HR =1, 95 % CI 0.99-1.01, p = 0.695)

gefunden.

Das geschatzte mediane Uberleben war bei Pn1 21.9 Monate (95 % Cl 17.8—25.1
Monate), Pn-ena 24 Monate (95 % CI 4—nicht verfugbar (NA) Monate), Pn-pni 22
Monate (95 % CI 15—-26 Monate) und Pn-eni 18 Monate (95 % CI 14—-27 Monate).

Im multivariablen  Cox-Regressionsmodell [Tab. 5] =zeigten sich die
LymphgefaRinvasion L1, das TB > 5 buds/HPF und die adjuvante Therapie als
unabhangige prognostische Faktoren. Dabei waren die Lymphgefaldinvasion L1
(HR=2.43, 95 % Cl 1.47-4.03, p = 0.001) und das TB > 5 buds/HPF (HR =1.7,
95 % CI 1.07-2.7, p = 0.026) signifikante negative prognostische Faktoren, die
adjuvante Therapie (HR =0.54, 95 % CIl 0.33-0.86, p = 0.009) war ein positiver
prognostischer Faktor.
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Tabelle 5: Deskriptive Statistik und Uberlebensanalyse

Parameter

Alter
[Jahre]

Geschlecht
Weiblich

Mannlich

T1/2

T3/4

NO
N+

Stadium

][]
Grade
G1/2

G3/4

RO

R+

LO

L1

Vo

V1

Adjuvante
Therapie

nein

ja

n (% von
Gesamt)/
Median
(Spann-
weite)

67
(40-85)

57 (47.9)

62 (52.1)

87 (73.1)

32 (26.9)

39 (32.8)

80 (67.2)

32 (26.9)
59 (49.6)

28 (22.5)

72 (60.5)

47 (39.5)

81 (68.1)

38 (31.9)

44 (37.0)

75 (63.0)

85 (71.4)

34 (28.6)

39 (32.8)

80 (67.2)

Geschitztes
medianes
Uberleben
[Monate]

(95 % CI)

19 (17-26)

22 (15-28)

19 (17-24)

26 (15-32)

29 (18-42)

19 (15-22)

29 (18-42)
19 (14-22)

23 (7-37)

26 (22-29)

15 (10-18)

22 (18-27)

18 (10-25)

29 (23-42)

18 (14-22)

23 (19-28)

15 (6-23)

15 (11-22)

24 (18-28)

Univariable Cox Regression

HR (95 % Cl)

1.02 (0.99-1.05)

0.9 (0.58—1.41)

0.8 (0.48—1.34)

1.78 (1.09-2.91)

1.93 (1.12-3.32)

1.64 (0.84-3.22)

2.09 (1.35-3.24)

1.25 (0.77-2.01)

2.35 (1.44—-3.86)

1.66 (1.05-2.62)

0.67 (0.43—-1.06)

33

p-Wert

0.104

0.65

0.392

0.02

0.017

0.15

0.001

0.37

0.001

0.031

0.087

Multivariable Cox
Regression

HR (95 % Cl)

NI

NI

NI

NI

EX

EX

EX

2.43
(1.47-4.03)

EX

0.54
(0.33-0.86)

p-Wert

0.001

0.009



Parameter

NIS

Pn-
Kategorien

Pno0

Pn1

Pn-ena

Pn-pni

Pn-eni
Budding

nein

ja

Mittelwert
Anzahl
buds/HPF

Budding
5/HPF

< 5/HPF

> 5/HPF

Budding
10/HPF

< 10/HPF
> 10/HPF

Gesamt

Tab. 5

n (% von
Gesamt)/
Median
(Spann-
weite)

17
(0-95)

5 (4.2)

114
(95.8)

9 (7.6)
63 (52.9)

42 (35.3)

18 (15.1)

101
(84.9)

2.7
(0-23)

83 (69.7)

36 (30.3)

108
(90.8)

11(9.2)

119 (100)

Geschitztes

medianes
Uberleben
[Monate]
(95 % CI)

32 (3-NA)

21.9
(17.8-25.1)

24 (4—NA)
22 (15-26)

18 (14-27)

29 (12-NA)

19 (16-25)

26 (19-29)

17 (13-22)

22 (17-27)
20 (3-24)

22 (18-26)

Univariable Cox Regression

HR (95 % CI)

1(0.99-1.01)

1.99 (0.62-6.38)
1.7 (0.44-6.62)
1.9 (0.58-6.21)

2.26 (0.68—7.54)

1.68 (0.87-3.27)

1.03 (0.99—1.07)

1.66 (1.06-2.61)

1.73 (0.88—3.39)

p-Wert

0.695

0.249
0.444
0.289

0.184

0.124

0.147

0.027

0.107

Multivariable Cox
Regression

HR (95 % CI)

NI

EX

NI

NI

1.7 (1.07-2.7)

NI

p-Wert

0.026

Deskriptive Statistik und Uberlebensanalyse. CI - Confidence interval, EX - Excluded, HPF - High
Power Field, HR - Hazard Ratio, L - LymphgefaRinvasion, n - Anzahl Patienten, N - Status der
Lymphknotenmetastasen, NA - Not available, NI - Not included, NIS - Neuraler Invasionsscore, OR
- Odds Ratio, Pn0 — Keine neurale Invasion, Pn1 - Mindestens ein Nerv mit Eindringen von
Tumorzellen in das Epineurium, Pn-ena - Mindestens ein Nerv mit Tumorzellen in direkter
Verbindung zum Epineurium, aber keine Nerven mit Invasion von Perineurium oder Endoneurium,
Pn-eni - Mindestens ein Nerv mit Invasion von Endoneurium, Pn-pni - Mindestens ein Nerv mit

Invasion von Perineurium, aber keine Nerven mit Invasion von Endoneurium, R+ - Positiver

Resektionsrand, R-Status - Status des Residualtumors, T - TumorgréfRe, UICC - Union internationale
contre le cancer, V1 - BlutgefaRinvasion. Quelle eigene Anfertigung.
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Tabelle 6: Univariable lineare und logistische Regression

Kovariablen
T3/4

N+

L1

V1

Grade G3/4

R+

UICC Stadium Il
UICC Stadium lli
> 5 buds/HPF

Mittelwert Anzahl
buds/HPF

Pn-ena
Pn-pni
Pn-eni
NIS

Tab. 6

Univariable lineare und logistische Regression. Cl - Confidence interval, Coef — Koeffizient, HPF -
High Power Field, L1 - Lymphgefaflinvasion, N+ - Invasion der Lymphknoten, NIS — Neuraler
Invasionsscore, OR - Odds Ratio, Pn-ena - Mindestens ein Nerv mit Tumorzellen in direkter
Verbindung zum Epineurium, aber keine Nerven mit Invasion von Perineurium oder Endoneurium,
Pn-eni — Mindestens ein Nerv mit Invasion von Endoneurium, Pn-pni - Mindestens ein Nerv mit
Invasion von Perineurium, aber keine Nerven mit Invasion von Endoneurium, R+ - Positiver
Resektionsrand, T3/4 - Tumor Stadien 3/4, UICC - Union internationale contre le cancer, V1 -

Lineare Regression

NIS

Coef (95 % Cl)
3.89 (-3.58—11.36)
-1.46 (-8.54—5.62)
6.3 (-0.5—13.09)
4.21(-3.12-11.53)
2.75 (-4.04—9.54)
4.39 (-2.7-11.48)
0.46 (-7.52—8.45)
2.89 (-6.53-12.3)
-4.76 (-11.95-2.43)

-0.53 (-1.25-0.19)

p-Wert
0.31
0.687
0.072
0.263
0.429
0.227
0.91
0.549
0.197

0.149

BlutgefaRinvasion. Quelle eigene Anfertigung.
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Logistische Regression

> 5 buds/HPF
OR (95 % Cl)
1.01 (0.84-1.22)
1.2 (1.01-1.43)
1.05 (0.88—1.25)
1.17 (0.97-1.4)
1.1 (0.93-1.31)
0.87 (0.73—1.04)
1.18 (0.97—1.44)

1.14 (0.91—1.44)

1.59 (0.97-2.62)
1.06 (0.7-1.8)
1.12 (0.73-1.7)

1(0.99-1)

p-Wert
0.887
0.042
0.592
0.103
0.26
0.137
0.098

0.262

0.068
0.799
0.611

0.197
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Abb. 8

Kaplan-Meier Kurve: Gesamtiiberleben in Monaten nach Resektion in Bezug zur Uberlebens-
wahrscheinlichkeit. Das geschatzte mediane Gesamtliberleben betragt 22 Monate (95 % CI 18 -26
Monate). Quelle eigene Anfertigung.
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Abb. 9

Kaplan-Meier Kurve: Uberleben in Monaten nach Resektion in Abhéangigkeit von dem
Lymphknotenstatus. Die univariable Cox-Regressionsanalyse zeigt einen negativ prognostischen
Einfluss der Lymphknotenmetastasen N+ (HR=1.78, 95 % Cl 1.09-2.91, p=0.02) auf die
Uberlebenswahrscheinlichkeit. Das  geschatzte  mediane  Uberleben  bei  positiven
Lymphknotenstatus liegt bei 19 Monaten (95 % Cl 15-22 Monate). Quelle eigene Anfertigung.
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Abb. 10

Kaplan-Meier Kurve: Uberleben in Monaten nach Resektion in Abhéngigkeit vom Grading. Die
univariable Cox-Regressionsanalyse zeigt eine negativ prognostische Bedeutung bei hoherem
Grading G3/4 (HR = 2.09, 95 % CI 1.35-3.24, p = 0.001) auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit. Das
geschatzte mediane Uberleben bei G3/4 befindet sich bei 15 Monaten (95 % Cl 10—18 Monate).
Quelle eigene Anfertigung.
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Abb. 11

Kaplan-Meier Kurve: Uberleben in Monaten nach Resektion in Abhangigkeit von der
Lymphgefalinvasion. Die univariable Cox-Regressionsanalyse zeigt einen negativ prognostischen
Einfluss der Lymphgefaflinvasion L1 (HR=2.35, 95 % CI 1.44-3.86, p=0.001) auf die
Uberlebenswahrscheinlichkeit. Das geschatzte mediane Uberleben bei LymphgefaRinvasion L1 liegt
bei 18 Monaten (95 % Cl 14—22 Monate). Quelle eigene Anfertigung.

37



Blutgefallinvasion == V0 =+ V1

1.001
%
= 0.751
S
E
?
£ 0.504
@©
=
0]
2
2 0.251 p=0.031
2
D
0.00 1
0 10 20 30 40
Zeit nach Resektion [Monate]
Abb. 12

Kaplan-Meier Kurve: Uberleben in Monaten nach Resektion in Abhangigkeit von der
BlutgefaRinvasion. Die univariable Cox-Regressionsanalyse zeigt fur die Blutgefallinvasion V1 einen
negativ prognostischen Wert (HR =1.66, 95 % Cl 1.05-2.62, p =0.031) fiir die Uberlebens-
wahrscheinlichkeit. Das geschatzte mediane Uberleben bei Invasion der vendsen Gefake liegt bei
15 Monaten (95 % Cl 6—-23 Monate). Quelle eigene Anfertigung.
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Abb. 13

Kaplan-Meier Kurve: Uberleben in Monaten nach Resektion in Abhangigkeit von Tumor Budding mit
Cut-off 5. Die univariable Cox-Regressionsanalyse belegt eine negativ prognostische Wirkung des
TB bei > 5 buds/HPF (HR=1.66, 95 % Cl 1.06-2.61, p=0.027) fir die Uberlebens-
wahrscheinlichkeit. Das geschéatzte mediane Uberleben betragt beim TB > 5 buds/HPF 17 Monate
(95 % CIl 13—22 Monate). Quelle eigene Anfertigung.
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4 Diskussion

TB und NI sind im Vergleich zu anderen tumorassoziierten Parametern, wie Lymph-
oder Blutgefaliinfiltration, beim PDAC deutlich Uberreprasentiert (40,53). Dies lasst
eine Assoziation mit dem invasiven Wachstumsverhalten von Pankreaskarzinomen
vermuten (37,38). Aufgrund des ubiquitaren Vorkommens von TB und NI ist deren
prognostische Bedeutung in der klassischen Betrachtung als dichotome Parameter
in PDAC nicht zu eruieren. Aul3erdem ist eine Korrelation zwischen TB und NI
anzunehmen (60).

Die vorliegende Arbeit untersucht den Zusammenhang zwischen TB und NI und
deren prognostischen Bedeutung bei PDAC. Im Rahmen der Diskussion werden die
Inhalte und Ergebnisse der vorgelegten Studie exemplarisch mit Studien zu einer
ahnlichen Fragestellung verglichen und analysiert. Der Vergleich der vorgelegten
Studie zu friheren Studien wird beztiglich der Parameter TB und NI getrennt erortert,
da bisherige Studien zumeist nur einen der beiden Faktoren analysiert haben.

AbschlielRend wird das Verhaltnis zwischen TB und NI untereinander dargelegt.

4.1 Tumor Budding

Die vorliegende Studie tragt weitere Evidenz zum Verstandnis der prognostischen
Bedeutung von TB beim PDAC bei. In der vorgelegten Studie konnte TB bei 84.9 %
der Patienten nachgewiesen werden und bestatigt damit die Vermutung Uber die
hochgradige Pravalenz von TB bei PDAC. Dies konnte bereits in vorherigen Studien
uber TB bei PDAC aufgezeigt werden (9,40,54,60). Chouat et al. und
Karamitopoulou et al. konnten TB bei PDAC bei 100 % der Patienten nachweisen,
O’Connor et al. bei 88 % der Patienten und Lohneis et al. bei 74 % der Patienten
mit PDAC (9,40,54,60).

Im folgenden Abschnitt méchte ich die vorgelegte Studie mit flinf Studien aus den
Jahren 2013 bis 2018 vergleichen, die TB bei PDAC analysierten (39,40,45,54,60).
Diese zeigten eine ausgepragte Prasenz von TB bei PDAC, verwendeten jedoch
verschiedene Methoden zur Analyse und lieferten unterschiedliche Ergebnisse
hinsichtlich der Bedeutung von TB und dessen Korrelation mit anderen
histopathologischen Parametern (39,40,45,54,60).
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Daher ist die Bedeutung von TB und die Methodik zur Beurteilung des TB bei PDAC

bisher nicht sicher belegt.

Heterogenitat der Methodik

Eine Einteilung des TB kann nach verschiedenen Methoden erfolgen.

Zum einen kann das TB als dichotome Variable festgelegt werden, bei der zwischen
TB ja/nein unterschieden wird. Diese Einteilung erfolgte bei O'Connor et al., bei
denen die Anwesenheit von TB signifikant mit einer schlechteren Prognose fur das
Gesamtlberleben assoziiert war (p = 0.0003) (60). Auch in der multivariablen
Analyse dieser Studie korrelierte die Prasenz von TB signifikant mit einem
geringeren Gesamtuberleben (Risk Ratio = 1.95, 95 % CIl 1.03-4.08, p = 0.0393)
(60). Andere Studien konnten jedoch nachweisen, dass zusatzlich der Schweregrad
des TB mit der Prognose sowie mit anderen histopathologischen Parametern
korreliert, sodass die Einteilung des TB als dichotome Variable als nicht ausreichend
zu bewerten ist (39,40,54).

Zum anderen kann TB als kontinuierliche Variable bestimmt werden, bei der der
Mittelwert buds/HPF berechnet wird. Diese Methode wurde in der Studie von
Lohneis et al. angewendet, in der die Anzahl an Tumor buds/10 HPF berechnet
wurde (54). Dabei war eine steigende Anzahl an Tumor buds ein signifikanter
prognostischer Faktor fur DFS (HR = 1.06, 95 % CI 1.02—-1.09, p = 0.001) und OS
(HR =1.05, 95 % Cl 1.02-1.09, p = 0.002) (54). Ein Nachteil dieser Einteilung ist,
dass durch Ausrei3er Werte bei Einschluss von 10 HPF pro Patient, der Mittelwert
verzerrt sein kann. Daher ist die Aussagekraft des Mittelwertes bei dieser Methode
als eingeschrankt zu bewerten. Bei Analyse des TB als kontinuierliche Variable

handelt es sich aulerdem um eine sehr zeitaufwendige Methode.

Daruber hinaus zeigten einige Studien, dass eine Dichotomisierung mit einem Cut-
off sinnvoller und praktikabler flr die Analyse des TB sein konnte (40,45,54,60).
Hinter dieser Methode steht die Theorie, dass ab einem bestimmten Cut-off Wert
des TB, eine weitere Erhdhung keine zusatzliche Relevanz hinsichtlich der

Prognose bedeutet.
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Beim Kolorektalen Karzinom konnte diese Vermutung bereits nachgewiesen
werden (79). Dabei war in der Studie von Hester C. et al. mit 952 Patienten high-
grade TB mit Cut-off 210 buds/HPF mit einem reduzierten Tumor spezifischem
Uberleben assoziiert (HR = 8.68, 95% Cl 6.30-11.97, p <0.001)(79). Die
Ergebnisse dieser Studien verdeutlichen, dass die Notwendigkeit einer
Dichotomisierung in high-grade und low-grade TB besteht.

In der vorgelegten Studie wurde fur die Unterteilung des Schweregrades des TB ein
zweistufiges System verwendet, welches auch Karamitopoulou et al. (2013),
O’Connor et al., Kohler et al. und Lohneis et al. in ihren Studien Uber PDAC
verwendeten (40,45,54,60).

Dabei ist die Frage, welcher Cut-off von prognostischer Bedeutung ist, bislang nicht
geklart. In der vorgelegten Studie wurde der Cut-off 10 buds/HPF analysiert.
Aufgrund des kleineren Untersuchungsareals bei einer 40-fachen Vergrélierung im
Vergleich zu Studien mit einer 20-fachen VergroRerung, wurde zusatzlich auch der
Cut-off 5 buds/HPF analysiert. Hierbei zeigte der Cut-off 5 buds/HPF eine bessere
Segregation und war ein unabhangiger prognostischer Faktor (HR=1.7, 95 %
C11.07-2.7, p = 0.026). In der aktuellen Studie war der Cut-off 10 buds/HPF nicht
signifikant (HR = 1.73, 95 % CI1 0.88-3.39, p = 0.107).

Karamitopoulou et al. (2013), Kohler et al., Lohneis et al. und O’Connor et al.
verwendeten in ihren Studien den Cut-off 10 buds/HPF (40,45,54,60). Bei
Karamitopoulou et al. (2013) korrelierte high-grade TB negativ mit OS (p < 0.0001)
und DFI (p =0.0005) (40). Auch Lohneis et al. belegten einen signifikanten
Unterschied zwischen high-grade und low-grade TB flr das Gesamtuberleben
(p =0.001) (54). In der Studie von O’'Connor et al. war die Prasenz von TB
signifikant mit einem schlechteren krankheitsbezogenem Uberleben assoziiert
(p = 0.0003), wohingegen kein signifikanter Unterschied zwischen high-grade und
low-grade TB nachweisbar war (p = 0.302) (60). Kohler et al. konnten lediglich einen
nicht signifikanten Trend zwischen high-grade TB und Langzeitliberleben aufzeigen
(p = 0.073) (45).

Ein mdgliche Ursache fur den nicht signifikanten Unterschied zwischen high-grade
und low-grade TB bei O'Connor et al. und Kohler et al. kann das abweichende
Patientenkollektiv der Studien sein (45,60).
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Bei O'Connor et al. wurden Patienten mit Fernmetastasen aus dem Untersuchungs-
kollektiv ausgeschlossen (60). Bei Kohler et al. konnte bei drei Patienten
Fernmetastasen nachgewiesen werden (45). Demgegenuber hatten in der Studie
von Karamitopoulou et al. (2013) 10 Patienten Fernmetastasen und bei Lohneis et
al. 38 Patienten (40,54).

Karamitopoulou et al. orientierten sich in ihrer Studie 2018 bei der
Untersuchungsmethode an der Empfehlung der ITBCC, die 2016 ein
standardisiertes dreistufiges System fiur TB bei Kolonkarzinomen verdéffentlichten
(39,56). Es erfolgte eine Unterteilung in low-grade TB (1-4 buds/HPF), intermediate-
grade TB (5-9 buds/HPF) und high-grade TB (= 10 buds/HPF) (39). High-grade TB
war mit kirzerem OS (HR =3.234, 95 % CI 1.95-5.37, p <0.0001) und DFS
(HR =1.974, 95 % C1 1.15-3.39, p = 0.0135) assoziiert (39).

Bisherige Studien bei PDAC konnten allerdings nachweisen, dass ein zweistufiges
System fur die prognostische Stratifizierung von PDAC guiltig ist. (9,40,45,49,54,60).

Somit liefert die aktuelle Studie zusatzliche Evidenz zu diesem Thema.

Eine Sonderstellung nimmt die vorgelegte Studie hinsichtlich der Wahl des Cut-offs
bei 5 buds/HPF gegenuber den friheren Studien ein, da diese einen Cut-off bei 10
buds/HPF verwendeten (40,45,54,60). Mogliche Erklarungen flr die abweichenden
Ergebnisse der genannten Studien sind die unterschiedlich gewahlten
Untersuchungsflachen sowie eine unterschiedliche Anzahl an untersuchten HPF in
der Analyse.

Die in der aktuellen Studie verwendete Methode beinhaltet die Bestimmung des TB
bei 40-facher Vergroflerung tber eine Untersuchungsflache von 0.237 mm?2. Auch
Karamitopoulou et al. (2013) verwendeten in ihrer Studie eine 40-fache
VergrofRRerung, allerdings Uber eine Flache von 0.49 mm?, ebenfalls wie O’Connor
et al. (40,60). Kohler et al. analysierten das TB auch bei einer 40-fachen

Vergrofierung, die genaue Flache wurde jedoch nicht angegeben (45).

Lohneis et al. bestimmten das TB mit zwei Methoden, zum einen bei einer 40-fachen
VergroRerung uber eine Flache von 0.238 mm? und bei einer 20-fachen

VergroRerung Uber 0.785 mm? (54).
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Auch Karamitopoulou et al. (2018) untersuchten das TB unter Verwendung einer
20-fachen Vergroflerung Uber eine Flache von 0.785 mm? (39). Der Vergleich der
zitierten Studien zeigt deutlich, dass trotz gleicher Wahl der Vergrélierung,
unterschiedlich grofde Flachen zur Beurteilung des TB vorliegen und dies den
Vergleich der Ergebnisse der Arbeiten einschrankt.

Bei Verwendung einer 40-fachen VergroRerung ergibt sich eine kleinere, zu
beurteilende Flache und dadurch eine genauere Analyse des TB im Vergleich zu
einer 20-fachen Vergro3erung, weshalb in der vorgelegten Studie eine 40-fache
VergroéRerung angewendet wurde.

Allerdings erhalt der Untersucher bei Verwendung einer 40-fachen VergroRerung
eine geringere Ubersicht tiber die Auspragung des TB. Dieser Vergleich der Studien
zeigt deutlich, dass eine einheitliche Methodik zur Bestimmung des TB dringend

erforderlich ist.

Zudem hebt sich die vorgelegte Studie mit der Wahl von drei HPF zur Bestimmung
des TB von den fruheren Studien ab. Karamitopoulou et al. (2013) verwendeten in
ihrer Studie fur die Analyse jeweils 10 HPF pro Patient, ebenso wie O'Connor et al.
(40,60). Lohneis et al. untersuchten das TB anhand von zwei verschiedenen
Methoden und bewerteten diese getrennt voneinander (54). Einerseits verwendeten
sie bei einer 20-fachen VergroRerung jeweils ein HPF pro Patient, bei 40-facher
VergroRerung wurde das TB an 10 HPF pro Patient analysiert (54). Kohler et al.
untersuchten das TB an 12 HPF, jeweils peripher und zentral, sodass insgesamt 24
HPF pro Patient fur die Bestimmung des TB verwendet wurden (45). In der Studie
von Karamitopoulou et al. (2018) wurde hingegen ein HPF pro Patient untersucht
(39). Das Ziel ist es, die Anzahl an bendtigten HPF pro Patient zu identifizieren, die
den Schweregrad des TB bei PDAC widerspiegeln.

Das signifikante Ergebnis in der aktuellen Studie, Gber die prognostische Bedeutung
von TB mit Cut-off 5 buds/HPF, zeigt, dass die Verwendung von drei HPF bei einer
40-fachen Vergroferung und ein Cut-off von 5 buds/HPF eine geeignete Methode

zur Bestimmung des TB ist.

Ein weiterer Unterschied in der Methodik findet sich in der verwendeten Schnitt
Farbung zur Bestimmung des TB. In der aktuellen Studie wurden H.E. gefarbte

Schnitte zur Analyse des TB verwendet.
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Diese Farbung wurde auch bei O'Connor et al., Lohneis et al. und Karamitopoulou
et al. (2018) angewendet (39,54,60). Im Gegensatz dazu untersuchten
Karamitopoulou et al. (2013) und Kohler et al. das TB anhand von Pan-Zytokeratin
gefarbten Schnitten (40,45).

Chouat et al. und Fujii-Nishimura et al. wiesen in ihren Studien eine hdhere Prasenz
von TB bei Bestimmung von Pan-Zytokeratin gefarbten Schnitten im Vergleich zu
H.E. gefarbten Schnitten nach (9,19). Allerdings sind H.E.-Farbungen Teil der
Routinediagnostik, sodass in der vorgelegten Studie diese Farbemethode zur
Analyse des TB verwendet wurde (81). Zudem empfiehlt die ITBCC bei Bestimmung
des TB bei Kolonkarzinomen ebenfalls die H.E.-Farbung (56).

Diese Differenz der Prasenz von TB zwischen H.E.- und Pan-Zytokeratin-
Farbungen konnte zwischen der aktuellen Studie und den hier diskutierten Studien
nicht bestatigt werden (39,40,54,60). Die Prasenz von TB lag in der vorgelegten
Studie bei 84.9 %, bei O'Connor et al. bei 88 %, bei Lohneis et al. bei 73.9 % und
bei Karamitopoulou et al. (2018) bei 97.3 %, welche alle H.E. gefarbte Schnitte zur
Analyse verwendeten (39,54,60). In der Arbeit von Karamitopoulou et al. (2013)
verwendeten sie Pan-Zytokeratin-Farbungen und wiesen TB bei 100 % nach (40).
Kohler et al. publizierten in ihrer Studie lediglich die Prasenz von high-TB, das mit

77 % angegeben wurde (45).

In der vorgelegten Untersuchung wurde das TB anhand eines Untersuchers (Autorin)
analysiert. Auch in der Studie von O'Connor et al. erfolgte die Analyse von einem
Untersucher, bei Bedarf wurde ein zweiter Untersucher hinzugezogen (60).
Hingegen erfolgte die Auswertung des TB bei Karamitopoulou et al. (2013),
Karamitopoulou et al. (2018), Kohler et al. und Lohneis et al. durch zwei Untersucher,
um die Unabhangigkeit der Untersuchungsmethode vom Betrachter beurteilen zu
kdnnen (39,40,45,54). In der aktuellen Studie erfolgte die Bestimmung des TB durch

einen Untersucher (Autorin).

Die Auswertung der TNM-Klassifikation erfolgte in der vorgelegten Studie nach der
8. Ausgabe der UICC (3). Mit Ausnahme von Karamitopoulou et al. publiziert 2018,
welche die 7. und 8. TNM-Klassifikation der UICC verwendeten (39), gebrauchten
die anderen Studien die 7. TNM-Klassifikation der UICC (39,40,45,54,60).
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Dies ist darauf zurtckzuflhren, da die 8. TNM-Klassifikation erst 2017 veroffentlicht
wurde (3). Unterschiede zwischen der 7. und 8. TNM-Klassifikation finden sich bei
der Einteilung der Tumorgrof3e und den Lymphknotenmetastasen (3,61).

T2 liegt in der 8. TNM-Klassifikation vor, wenn der Tumor uber 2 cm und kleiner
gleich 4 cm in seiner grofdten Ausdehnung ist (3). In der 7. TNM-Klassifikation ist T2
definiert bei einer TumorgrofRe Uber 2 cm begrenzt auf das Pankreas, eine maximale
Tumorgrole ist nicht angegeben (61). In der 8. TNM-Klassifikation liegt T3 vor, wenn
der Tumor in seiner groRten Ausdehnung 4 cm uberschreitet (3). Bei der 7. TNM-
Klassifikation ist T3 definiert, wenn der Tumor Uber das Pankreas hinaus
gewachsen ist, ohne den Truncus coeliacus oder die A. mesenterica superior zu
infiltrieren (61).

Dies zeigt, dass bei der 8. TNM-Klassifikation bei der Einteilung des T2 und T3
Stadiums insbesondere der TumorgroéfRe in Zentimeter mehr Bedeutung zu kommt
(3,13). Im Gegensatz dazu entscheidet in der 7. TNM-Klassifikation die Involvierung
in die Nachbarstrukturen uber die Definition von T2 und T3 Stadium (13,61). Durch
die verschiedenen Definitionen von T2 und T3 in der 7. und 8. TNM-Klassifikation,
ergeben sich daher Unterschiede in der dichotomen Gruppierung der T-Stadien in

T1/2 und T3/4, welche in der statistischen Auswertung von Bedeutung ist (3,61).

Die aktuelle Studie ergab eine Verteilung der T-Stadien von 73.1 % mit T1/2 und
26.9 % mit T3/4. Bei Karamitopoulou et al. (2013) zeigte sich eine Verteilung der T-
Stadien von T1/2 mit 9.6 % und T3/4 mit 91.4 %, bei Lohneis et al. lag T1/2 bei
11.56 % und T3/4 bei 88.44 % der Patienten vor (40,54). Auch bei O'Connor et al.
erhielt die Mehrheit der Patienten die Diagnose eines T3/4 Stadiums (92.71 %),
ebenso wie bei Kohler et al. (89.82 %) (45,60). Karamitopoulou et al. (2018) gaben
die genaue Verteilung der T-Stadien in ihrer Studie nicht an (39).

Bei diesen Studien erhielt die deutliche Mehrheit der Patienten ein T3/4 Stadium
(40,45,54,60), im Gegensatz zu der aktuellen Studie, bei der die Mehrzahl der
Patienten ein T1/2 Stadium aufwies.

Diese deutliche Abweichung zwischen den dargelegten Studien und der aktuellen
Arbeit ist mdoglicherweise auf unterschiedliche = TNM-Klassifikationen
zurtckzufuhren (3,61). Diese Unterschiede sind bei der Analyse der Korrelation
zwischen TB und pT und Vergleich der Ergebnisse mit friheren Studien zu

berucksichtigen.
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Bei den Lymphknotenmetastasen wird in der 8. TNM-Klassifikation zwischen der
genauen Anzahl der infiltrierten regionaren Lymphknoten unterschieden und es
erfolgt eine Unterteilung in NO (keine positiven Lymphknoten), N1 (1-3 positive
Lymphknoten) und N2 (=4 positive Lymphknoten) (3). Die Anzahl an positiven
Lymphknoten ist einer der wichtigsten prognostischen Faktoren bei operablen
Patienten, sodass anhand der 8. TNM-Klassifikation eine genauere Auswertung der
Lymphknoten als in der 7. TNM-Klassifikation erfolgt (13). In der 7. TNM-
Klassifikation erfolgte hingegen keine Unterteilung nach der Anzahl an positiven
Lymphknoten, N1 war definiert bei Prasenz von positiven Lymphknoten (61). Diese
Anderung in der Beurteilung von Lymphknotenmetastasen nimmt bei dem Vergleich
mit fruheren Studien eine untergeordnete Rolle ein, da die hier diskutierten Studien
sowie auch die aktuelle Studie nur zwischen NO und N+ unterscheiden
(39,40,45,54,60).

Die dargelegten verschiedenen Methoden bisheriger Studien zur Beurteilung des
TB zeigen, dass eine standardisierte Methode in Zukunft erforderlich ist, um eine
Vergleichbarkeit der Studien zu erreichen.

Die vorgelegte Methode bietet eine gute Reproduzierbarkeit bei der Bestimmung
des TB und ermdglicht eine Verwendung in der Routinediagnostik. Dies wird durch
Verwendung einer 40-fachen VergroRerung und drei HPF pro Patient sowie die
Analyse von H.E.-Farbungen ermdglicht. Durch Bildung eines Mittelwertes der

Tumor buds wird die Streuung verkleinert.

Unterschiede der Patientenkollektive

In der vorgelegten Studie wurden Patienten mit Fernmetastasen ausgeschlossen.
Ebenfalls erfolgte ein Ausschluss dieser Patientengruppe bei O Connor et al. (60).
Aufgrund des Ausschlusses von Patienten mit Fernmetastasen, sind die Ergebnisse
der vorgelegten Studie sowie von O’'Connor et al. nur fur kurativ resezierte
Karzinome geltend (60).

Bei den anderen Studien wurden Patienten mit Fernmetastasen eingeschlossen:
Karamitopoulou et al. 2013 (n = 10), Kohler et al. (n = 3), Lohneis et al. (n = 38) und
Karamitopoulou et al. 2018 (n = 10) (39,40,45,54). Zudem wurden Patienten, die
eine neoadjuvante Therapie erhielten, in der vorgelegten sowie in nahezu allen

anderen Studien ausgeschlossen (39,40,45,60).
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Eine Ausnahme war dabei die Studie von Lohneis et al., die keine Angabe zu
neoadjuvanter Therapie bei ihrem Patientenkollektiv machten (54).
Die genannten Studien zeigen eine ahnliche Patientenanzahl, sodass diesbezlglich

eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse gegeben ist.

Parameter, die mit Tumor Budding korrelieren

Im folgenden Abschnitt wird die Korrelation zwischen TB und Prognose sowie
histopathologischen Parametern bei der aktuellen und den friheren Studien
diskutiert.

Prognose

In der vorgelegten Studie zeigte sich TB mit einem Cut-off > 5 buds/HPF als
signifikanter negativer prognostischer Faktor in der univariablen (p = 0.027) sowie
in der multivariablen (p = 0.026) Uberlebensanalyse. Die negativ prognostische
Bedeutung von high-grade TB konnte auch in den Studien von Karamitopoulou et
al. 2013 (OS: p <0.001, DFI: p =0.0005) (40) und 2018 (OS: p <0.0001, DFS:
p = 0.0135) nachgewiesen werden (39). Die Arbeit von Karamitopoulou et al. zeigte
high-grade TB als unabhangiger prognostischer Faktor fir OS und DFS, sowohl bei
Anwendung der 7. TNM-Klassifikation (OS: HR =2.795, 95 % CI 1.71-4.57,
p <0.0001), (DFS: HR =1.643, 95 % CIl 0.95-2.86, p =0.0786) als auch bei
Verwendung der 8. TNM-Klassifikation (OS: HR =2.298, 95 % CI 1.32-.99,
p =0.0031), (DFS: HR =1.713, 95 % CI 1.01-2.91, p = 0.0458) (39).

Auch bei O'Connor et al. war TB mit einer schlechteren Prognose assoziiert
(p = 0.0003) (60). Bei Lohneis et al. korrelierte eine hohe Anzahl an Tumor buds in
beiden verwendeten Methoden mit einem kirzeren OS (A: p < 0.001, B: p = 0.002)
und DFS (A: p <0.001, B: p=0.001) (54). Nur bei Kohler et al. stellte sich high-
grade TB als nicht signifikanter Trend zum Langzeitiberleben dar (p = 0.073) (45).
Ein Grund fur diese Diskrepanz zu den anderen Studien kann die hdhere Anzahl an
untersuchten HPF sein. Kohler et al. verwendeten insgesamt 24 HPF pro Patient
und schlossen dabei periphere sowie zentrale Tumorareale mit ein. Durch diese
hohe Anzahl an verwendeten HPF kann es zu einer hdoheren Streuung in der

statistischen Auswertung kommen (45).
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Lymphknotenmetastasen

In der aktuellen Studie zeigte sich in der univariablen Analyse eine signifikante
positive Korrelation zwischen TB mit > 5 buds/HPF und Lymphknotenmetastasen
(OR: 1.2, p = 0.042), sodass diese Studie eine Sonderstellung einnimmt.

Bei Karamitopoulou et al. zeigte sich in den Studien 2013 sowie 2018 keine
Assoziation zwischen TB und Lymphknotenmetastasen (p = 0.6033 / p = 0.6217),
ebenso wie bei Lohneis et al. (p = 0.951) (39,40,54). In der Studie von O"Connor et
al. stellte sich lediglich ein nicht signifikanter Trend zwischen TB und
Lymphknotenmetastasen dar (p = 0.074) (60). Bei Kohler et al. wurde eine
Assoziation zwischen TB und Lymphknotenmetastasen nicht untersucht (45). Die
OR zwischen TB und Lymphknotenmetastasen wurden bei den anderen Studien
nicht angegeben (39,40,45,54,60).

Die vorgelegte Studie belegt damit einen Zusammenhang zwischen
TB >5buds/HPF und Lymphknotenmetastasen. Ein Grund fir die
unterschiedlichen Resultate kann der verwendete Cut-off > 5 buds/HPF sein, der
lediglich in der aktuellen Studie verwendet wurde.

In der vorgelegten Studie liegt die absolute Haufigkeit von Lymphknotenmetastasen
bei 80 Patienten (relative Haufigkeit: 67.2 %). Bei Karamitopoulou et al. (2013) und
Karamitopoulou et al. (2018) wurde bei 94 Patienten Lymphknotenmetastasen
diagnostiziert (relative Haufigkeit: 81.7 %), bei O'Connor et al. 149 Patienten
(relative Haufigkeit: 77.6 %), bei Kohler et al. 78 Patienten (relative Haufigkeit:
72.2 %) und bei Lohneis et al. 131 Patienten (relative Haufigkeit: 75.7 %)
(39,40,45,54,60). Die genannten Studien weisen ahnliche relative Haufigkeiten von
Lymphknotenmetastasen auf. In der vorgelegten Studie ist diese mit 67.2 % etwas
geringer als bei den anderen Studien (39,40,45,54,60).

Grading

Eine Korrelation zwischen TB > 5 buds/HPF und Grading konnte in der vorgelegten
Studie nicht bestatigt werden (p = 0.26). Im Gegensatz dazu wiesen O Connor et al.
und Lohneis et al. eine signifikante Assoziation zwischen TB und Grading nach
(p < 0.0001; p <0.001) (54,60). Auch in der Studie von Karamitopoulou et al. (2018)
war high-grade TB mit einem hoheren Grading assoziiert (p = 0.002) (39). Lediglich
ein nicht signifikanter Trend zwischen TB und Grading zeigte sich in der Studie von
Karamitopoulou et al. 2013 (p = 0.0687) (40).
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Bei Kohler et al. wurde der Zusammenhang zwischen TB und Grading nicht
angegeben (45).

In der aktuellen Studie zeigte sich ein hoheres Grading 3/4 bei 47 Patienten (relative
Haufigkeit: 39.5 %), bei Karamitopoulou et al. (2013 und 2018) G3 bei 46 Patienten
(relative Haufigkeit: 39.3 %), bei Lohneis et al. G3 bei 74 Patienten (relative
Haufigkeit: 42.7 %) und bei O'Connor et al. G3 bei 62 Patienten (relative Haufigkeit:
32.3 %) (39,40,54,60). Aufgrund der nur geringen Abweichungen der relativen
Haufigkeiten bei dem hoheren Grading zwischen den Studien, ist eine
Vergleichbarkeit dieser hinsichtlich des Gradings gegeben (39,40,54,60).

Eine Mdglichkeit flr die fehlende Korrelation zwischen TB und Grading in der
aktuellen Studie kann die Wahl des Cut-offs bei 5 buds/HPF sein, da in den Studien
von Karamitopoulou et al. (2013 und 2018), Lohneis et al. und O"Connor et al. der
Cut-off bei 10 buds/HPF festgelegt wurde (39,40,54,60).

LymphgefaBinvasion

In der aktuellen Studie zeigte sich keine Korrelation zwischen > 5 buds/HPF und L1
(p = 0.592). Auch bei Karamitopoulou et al. (2018) war eine Korrelation nicht
signifikant (p = 0.0913) (39).

Im Gegensatz dazu war in der Studie von Karamitopoulou et al. (2013) high-grade
TB signifikant assoziiert mit L1 (p =0.0192) (40). Auch bei O'Connor et al.
korrelierte TB signifikant mit L1 (p = 0.0017) (60). Bei Kohler et al. und Lohneis et
al. wurde die Korrelation zwischen TB und L1 nicht untersucht (45,54).

In der vorgelegten Studie konnte L1 bei 75 Patienten diagnostiziert werden (relative
Haufigkeit: 63 %), bei Karamitopoulou et al. (2013) bei 93 Patienten (relative
Haufigkeit: 80.9 %) und bei O'Connor et al. bei 107 Patienten (relative Haufigkeit:
55.7 %) (40,60). Die relativen Haufigkeiten der Lymphgefalinvasion unterscheiden
sich bei den drei verglichenen Studien, allerdings zeigt sich eine signifikante
Korrelation zwischen TB und L1 sowohl bei einer relativen Haufigkeit von 55.7 %
bei O"Connor et al. (p = 0.0017) als auch bei einer relativen Haufigkeit von 80.9 %
bei Karamitopoulou et al. (p = 0.0192) (40,60).

Dies zeigt, dass die relative Haufigkeit der LymphgefaRRinvasion keine signifikante

Auswirkung auf die Korrelation zum TB hat.
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Eine mogliche Ursache fir die fehlende Korrelation in der aktuellen Studie kann die
Wahl des Cut-offs bei 5 buds/HPF im Gegensatz zu dem Cut-off bei 10 buds/HPF
sein, welcher in den Studien von Karamitopoulou et al. (2013) und O"Connor et al.
gewahlt wurde (40,60).

TumorgroRe

Die aktuelle Studie zeigte keine signifikante Korrelation zwischen TB > 5§ buds/HPF
und T3/4 (p = 0.887). Ahnliche Ergebnisse lieferten die Studien von O Connor et al.
(p = 0.259), Lohneis et al. (p = 0.476) und Karamitopoulou et al. (2018) (p = 0.5607)
(39,54,60). Im Gegensatz dazu publizierten Karamitopoulou et al. (2013) eine
signifikante Assoziation zwischen high-grade TB und fortgeschrittenem pT
(p = 0.0463) (40). Kohler et al. untersuchten die Korrelation zwischen TB und pT
nicht (45).

Eine mogliche Ursache fir die abweichenden Ergebnisse zwischen der aktuellen
Studie und der Studie von Karamitopoulou et al. (2018) kdnnte daher rihren, dass
in der Studie von Karamitopoulou et al. eine hohe relative Haufigkeit an Patienten
mit fortgeschrittenem pT vorliegt (n = 104, 91.4 %) (39).

R-Status

In der aktuellen Studie war keine signifikante Korrelation zwischen TB > 5 buds/HPF
und R-Status nachweisbar (p =0.137). Zu dem gleichen Resultat kamen auch
Karamitopoulou et al. (2013) (p = 0.4818) und O Connor et al. (p = 0.654) (40,60).
Karamitopoulou et al. (2018), Kohler et al. und Lohneis et al. untersuchten in ihren
Studien den Zusammenhang dieser Parameter nicht (39,45,54). Diese Ergebnisse
bisheriger Studien deuten darauf hin, dass es beim PDAC keinen signifikanten

Zusammenhang zwischen R-Status und TB gibt (40,60).

Unterschiede der Ergebnisse

Zusammenfassend lassen sich die folgenden Unterschiede in den Ergebnissen der
genannten Studien darlegen. TB war in der aktuellen Studie signifikant als
unabhangiger prognostischer Faktor nachweisbar. Diese Korrelation publizierten
vier von funf der verglichenen Studien (39,40,54,60). Eine signifikante Korrelation

zwischen TB und Lymphknotenmetastasen wurde nur in der aktuellen Studie belegt.
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Eine Korrelation zwischen TB und Grading war in der vorgelegten Studie nicht
nachweisbar, bei drei von funf Studien zeigte sich eine signifikante Korrelation
zwischen diesen beiden Parametern (39,54,60). Bei zwei von funf untersuchten
Studien war eine signifikante Korrelation zwischen TB und L1 nachweisbar (40,60).
Dies konnte in der aktuellen Studie nicht bestatigt werden. Eine signifikante
Korrelation zwischen TB und pT war nur in einer von funf Studien nachweisbar (40),

wobei die aktuelle Arbeit dies nicht belegen konnte.

Tab. 7 gibt einen Uberblick Gber die Patientenkollektive der diskutierten Studien.
Zusatzlich werden die verschiedenen Methoden zur Auswertung des TB beim PDAC
der fruheren Studien mit der vorgelegten Studie verglichen und die Unterschiede
differenziert dargestellt. Herangezogene Parameter zum Vergleich der Methoden
sind: Anzahl der Patienten, Anwendung einer neoadjuvanten Therapie, TNM-
Klassifikation, Ausschluss von Patienten mit Fernmetastasen, Schnitt Farbung,
Anzahl der Untersucher, Wahl der VergroRerung, Anzahl HPF und Cut-offs sowie

die Unterteilung des Schweregrads beim TB.
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Tabelle 7: Vergleich der Patientenkollektive, Methodik und Ergebnisse mit

friitheren Studien
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Zeitraum
Operierte 1996-2015 | 2000-2010 | 1998-2013 | 2001-2011 | 1998-2004 | 2001-2010
Patienten
A) 173
n Gesamt 119 117 192 108 117
B) 162
Tumorentitét PDAC PDAC PDAC PDAC PDAC PDAC
Pat. mit
neoadjuvanter | EX EX EX EX n. a. EX
Therapie
TNM-
8. 7. 7. 7. 7. 7.und 8.
Klassifikation
Pat. mit pM, IN IN IN IN
EX EX
n mit pM n=10 n=3 n =238 n=10
Schnitt Pan- Pan-
H.E. H.E. H.E. H.E.
Farbung Zytokeratin Zytokeratin
Anzahl 1,
1 2 2 2 2
Untersucher bei Bedarf 2
A) 20x /
VergroBerung/ | 40x/ 40x / 40x / 40x / 0.785 mm? | 20x/
Flache 0.237 mm? 0.49 mm? 0.49 mm? n. a. B) 40x / 0.785 mm?
0.238 mm?
Je 12
eripher A)1
HPF 3 10 10 perp : 1
und zentral, | B) 10
gesamt 24
A) 10
A)5
Cut-Offs B) 10 10 10 10 B) kontin. 5und 10
Variable
A) A) 1-4 buds/
< 5 buds/ 0-10 buds/ <10 buds/ < 10 buds/ 0-9 buds/ HPF - low-
HPF & 10 HPF > 10 HPF > HPF - low- | HPF - low- | grade
Unterteilung
> 5 buds/ low-grade low-grade grade grade 5-9 buds/
Schweregrad
— HPF > 10 buds/ > 10 buds/ > 10 buds/ = 10 buds/ HPF >
10 HPF > 10 HPF > HPF > HPF > interme-
high-grade high-grade high-grade high-grade diate-grade
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B) B) Anzahl =10 buds/
<10 buds/ buds/10 HPF >
HPF & HPF high-grade
> 10 buds/
HPF
TB (%) 84.9 100 88 n. a. 73.9 97.3
High-grade TB | A) 30.3 Unters. 1/2:
70.3 71 70 A) 32.9
(%) B)9.2 545/46.4
Low-grade TB A) 69.7 Unters. 1/2:
29.7 17 n. a. A) 41
(%) B) 90.8 16.4/21.8
Geschatztes Low-grade
medianes 12.6 TB: 26.7
. 22 (18-26) n.a. 20 (14-26) ) 13 (0-36)
Uberleben (0-36) High-grade
[Monate] TB: 12.3
Hohe
Anzahl an
> 5 buds/ buds
HPF ii High-grade
. High-grade assoziiert TBQ g
negativ i
g B mit
prognos- o Kiirzerem assoziiert
tisch unglinstig B mit
ischer
auf OS DFS und
Faktor in assoziiert oS kirzerem
o (p <0.0001) ] ’
univariabler mit schlech- Positive 0s
(p =0.027) und DF t High-grad (HR=3.234
=0. erer igh-grade i =3.
p (p = 0.0005) 9 .9 Korrelation
und Prognose TB nicht zwischen 95 % ClI
Korrelation TB | multiva- . (p =0.0003) | signifikanter | T8 und 1.95-5.37,
] High-grade .
mit weiteren riabler 8 héherem Trend zu Grading p <0.0001),
Parametern =0.026 Gradin Langzeit DFS
p ) assoziiert 9 i 9 (p < 0.001)
Analyse ) (p < 0.0001) | Uberleben (HR=1.974
mit fortge- A) OS
) L1 (p =0.073) 95 % ClI
schrittenem (HR = 1.04,
> 5 buds/ (p =0.0017) 1.15-3.39,
pT 95 % CI
HPF und PNI p = 0.0135),
) (p = 0.0463) 1.02-1.06,
korreliert (p =0.0162) und
und L1 p <0.001)
positiv mit hdéherem
(p =0.0192) DFS )
N+ (OR 1.2, Grading
b = 0.042) (HR=1.04, 1 ;= 0.002)
95 % Cl
1.02-1.06,
p <0.001)

53




Karamitopoulou

et al.
Karamitopoulou

O’Connor et al.
et al.

Aktuelle Studie
2013 (40)

2015 (60)
Kohler et al.
2015 (45)
Lohneis et al.
2018 (54)

2018 (39)

B) OS
(HR = 1.05,
95 % Cl
1.02-1.09,
p = 0.002)
DFS
(HR = 1.06,
95 % Cl

1.02-1.09,
p = 0.001)
0OsS:
TB als

L. > 5 buds/ A) High-grade
unabhéngiger NS
HPF p < 0.0001 p = 0.0393 p < 0.001 TB, OS:
prognostischer p=0.073

p = 0.026 B) p < 0.0001

Faktor

p = 0.002

Tab. 7

Vergleich der Patientenkollektive, Methodik und Ergebnisse der vorgelegten Studie mit friheren
Studien zu Tumor Budding bei PDAC. Bd - Buds, CI - Confidence interval, DFI - Disease free interval,
DFS - Disease free survival, EX - Excluded, H.E. - Hamatoxylin-Eosin, HPF - High Power Field, HR
- Hazard Ratio, IN - Included, kontin. - Kontinuierlich, L1 - Lymphgefaflinvasion, n - Anzahl Patienten,
n. a. - Nicht angegeben, NS - Nicht signifikant, OR - Odds Ratio, OS - Overall survival, Pat. - Patient,
pM - Histopathologischer Status Fernmetastasen, PNI - Perineurale Invasion, pT — Histo-
pathologische GréRe des Primartumors, TB - Tumor Budding, TNM - Tumor/Lymphknoten/
Metastasen, Unters. - Untersucher. Quelle eigene Anfertigung.

Interpretation der Ergebnisse

Die vorgelegte Studie weist nach, dass TB mit > 5 buds/HPF ein signifikant
negativer prognostischer Faktor in der univariablen (p =0.027) sowie in der
multivariablen (p = 0.026) Analyse ist. Zudem zeigt sich eine signifikante positive
Korrelation zwischen TB > 5 buds/HPF und Lymphknotenmetastasen (p = 0.042).
Dies bestatigt die Validitat von TB als ein histopathologisches Merkmal von
Tumorinvasivitat und Metastasierung.

Mit diesen Ergebnissen der Studie kann TB als prognostischer Faktor bei PDAC
sowie die Korrelation zwischen TB und Lymphknotenmetastasen bestatigt werden.
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Der signifikante Zusammenhang zwischen TB und Lymphknotenmetastasen bei
PDAC konnte bisher in keiner Studie belegt werden, sodass die vorgelegte Studie
eine Sonderstellung einnimmt. Zudem bestatigt sie bisherige Studien hinsichtlich

der negativ prognostischen Bedeutung von TB (39,40,54,60).

Die Ergebnisse der vorgelegten Studie sind plausibel, da bereits andere Studien
zum Beispiel beim Kolorektalen-, Magen- und Mammakarzinom, dem
O0sophagealen Adenokarzinom sowie kutanen und oralen Plattenepithelkarzinomen
einen Zusammenhang zwischen TB und Lymphknotenmetastasen nachweisen
konnten (1,12,20,25,48,51).

TB ist bereits beim Kolorektalen Karzinom im Frihstadium als ein unabhangiger
prognostischer Faktor fur Lymphknotenmetastasen bekannt (56). Diesen
Zusammenhang belegten auch Deb et al. in ihrer Studie mit 80 Patienten mit
Kolorektalem Karzinom (p < 0.001) (12). Liang et al. konnten in ihrer Arbeit mit 160
Patienten mit Mammakarzinom ebenfalls eine signifikante Assoziation zwischen TB
und Lymphknotenmetastasen belegen (p = 0.05) (51). Gulluoglu et al. zeigten in
ihrer Studie mit 126 Patienten mit Magenkarzinom im Frihstadium einen
signifikanten Zusammenhang zwischen TB und Lymphknotenmetastasen
(p <0.0001) (25). High-grade TB ist ebenfalls bei oberflachlichen ésophagealen
Adenokarzinomen signifikant mit einer hoheren Pravalenz an Lymphknoten-
metastasen assoziiert (48). Dies belegten Landau et al. in ihrer Arbeit mit 210
Patienten mit 6sophagealen Adenokarzinomen im Frihstadium (p < 0.001) (48). In
der Studie von Fujmoto et al. mit 159 Patienten war TB ein unabhangiger
Risikofaktor fur Lymphknotenmetastasen beim kutanen Plattenepithelkarzinom
(p <0.0001) (20).

Diese Erkenntnisse bisheriger Studien bestatigt in der aktuellen Arbeit die Wahl des
Cut-offs bei 5 buds/HPF, die Verwendung von drei HPF an einem Hotspot und die
Anwendung einer 40-fachen Vergroferung als valide Methode zur Bestimmung des

TB bei PDAC und verdeutlicht die Sonderstellung der vorgelegten Studie.

Es wird vermutet, dass TB der histologische Ausdruck der EMT ist (24). Die
gegenwartige Hypothese ist, dass Tumor buds die Degradation des peritumoralen
Bindegewebes bewirken, indem sie Lymph- und Blutgefal3e infiltrieren und somit zur

Ausbildung von lokalen und Fernmetastasen fuhren (38).
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Karlsson et al. und Karamitopoulou et al. demonstrierten ein Erklarungsmodell Gber
den Zusammenhang zwischen Tumorzellen, EMT und Lymphknotenmetastasen bei
PDAC (38,41). Dieser Bezug wird durch das Ergebnis der aktuellen Studie Uber die
signifikante Korrelation zwischen TB und Lymphknotenmetastasen bestatigt,

sodass die vorgelegte Studie die bisherige Hypothese zum TB unterstitzt.

4.2 Neuralscheideninfiltration

In der vorgelegten Studie konnte bei 95.8 % der Patienten mit PDAC eine
Neuralscheideninfiltration (NI) nachgewiesen werden. Unser Ergebnis bestatigt
damit bisherige Resultate anderer Studien, bei denen die ausgepragte Anwesenheit
von NI wie bei Liebl et al. mit 100 % oder bei Karamitopoulou et al. mit 99.1 % belegt
werden konnte (40,53). Damit nimmt PDAC hinsichtlich der haufigen Anwesenheit
von NI eine Sonderstellung gegentber anderen Gastrointestinalen Tumoren ein, bei
denen die Existenz von NI deutlich geringer ausfallt, zum Beispiel bei
Hepatozellularen Karzinomen (6 %), Kolonkarzinomen (28 %) oder
Rektumkarzinomen (34 %) (65).

Im folgenden Abschnitt wird die vorgelegte Studie mit der Studie von Liebl et al. aus
dem Jahr 2014 verglichen, welche die NI bei Pankreaskarzinomen analysierten (53).
Diese Studie zeigte eine ausgepragte Prasenz von NI bei Pankreaskarzinomen und
zeigte die NI als einen unabhangigen prognostischen Faktor (53). Die verwendete
Methode bei Liebl et al. ist allerdings in der Routinediagnostik nur schwer
umzusetzen (53), sodass in der vorgelegten Studie ein fur die Routinediagnostik
geeignete Methode verwendet wurde.

Weitere Studien zur Untersuchung der prognostischen Bedeutung von NI sowie der
Zusammenhang zwischen NI und weiteren histopathologischen Parametern bei
Patienten mit PDAC unter Ausschluss von Patienten mit neoadjuvanter Therapie
liegen bisher nicht vor. Dies verdeutlicht die Notwendigkeit weiterer Studien und die
Entwicklung einer standardisierten Methode zur Beurteilung der Bedeutung von NI
bei PDAC.
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Heterogenitat der Methodik

In der vorgelegten Studie ist NI definiert bei Invasion von Tumorzellen ins
Epineurium. Diese Definition von NI verwendeten auch Liebl et al. (53). In der
aktuellen Studie wurden Patienten mit der Diagnose PDAC eingeschlossen, bei
Liebl et al. wurden Patienten mit der Diagnose Pankreaskarzinom einbezogen. Eine
weitere histopathologische Differenzierung war bei Liebl et al. nicht angegeben (53).
Zur Bestimmung von NI wurde in der aktuellen Studie ein Schnitt pro Patient
analysiert. Liebl et al. bezogen in die Analyse pro Patient drei Schnitte vom
Primartumor, alle Schnitte die Lymphknoten enthielten sowie die davon
umliegenden Gewebeschnitte mit ein. Die Schnittanzahl lag im Durschnitt bei acht
pro Patient (53). Zur Beurteilung des Schweregrades der NI wurde der NIS nach
Liebl et al. berechnet (53).

Durch Verwendung unterschiedlicher Schnittanzahlen pro Patient, ist eine direkte
Vergleichbarkeit zwischen den Patienten nicht gegeben. Bei Untersuchung
mehrerer Schnitte pro Patient, resultiert dementsprechend ein hoherer NIS als bei
der Bestimmung nur eines Schnittes pro Patient. Zudem ist die Analyse von NI
anhand mehrerer Schnitte pro Patient sehr zeitaufwendig und fir die
Routinediagnostik nicht geeignet. Zusatzlich kann es durch Verwendung einer
hohen Schnittanzahl zur Bestimmung der NI zu einer hdheren Streuung in der

statistischen Auswertung kommen.

In der aktuellen Studie erfolgte die Auswertung der NI anhand eines Schnittes, da
dies mit einem geringeren Zeitaufwand verbunden ist und damit in die
Routinediagnostik integriert werden kann. Zudem soll die Methode eindeutig sein
und eine gute Reproduzierbarkeit auch bei Verwendung nur eines Schnittes pro

Patient aufweisen.

Die Auswertung der NI erfolgte in der aktuellen Studie bei einer 10-fachen
VergroRerung. Bei Liebl et al. war die verwendete Vergrolierung nicht angegeben
(53). Dies schrankt zum einen die Moglichkeit der Vergleichbarkeit der Studien ein,
zum anderen ergibt sich aus der Studie von Liebl et al. keine standardisierte
Methode fiir die Umsetzung dieser in die Routinediagnostik (53). Ziel ist es eine
Vergrofierung zu finden, mit der moglichst alle Neuralscheideninfiltrationen eines

Schnittes detektiert werden konnen.
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Da sich in der vorgelegten Studie eine Prasenz von Neuralscheideninfiltration bei
95.8 % der Patienten und damit bei nahezu dem gesamten Patientenkollektiv zeigte,
ist die Verwendung einer 10-fachen Vergrolierung als geeignete Methode zur
Beurteilung der NI anzusehen. Die Analyse der NI erfolgte in der vorgelegten Studie

anhand von H.E. gefarbten Schnitten, ebenso wie bei Liebl et al (53).

In der aktuellen Studie erfolgte eine Einteilung jedes Patienten in die Kategorien
Pn-0, Pn-ena, Pn-pni und Pn-eni. Diese Gliederung der NI findet sich auch bei Liebl
et al. wieder (53). Diese Unterteilung der NI wurde erstmals in der Studie von Liebl
et al. 2014 verwendet (53), weitere Studien mit dieser Einteilung der NI bei PDAC

wurden bisher nicht publiziert.

In der vorgelegten Studie wurde die 8. TNM-Klassifikation verwendet, im Gegensatz
dazu verwendeten Liebl et al. die 7. TNM-Klassifikation, da ihre Studie 2014
veroffentlicht wurde (53). Unterschiede zwischen der 7. und 8. TNM-Klassifikation
finden sich bei der Einteilung der Tumorgréf3e und den Lymphknotenmetastasen
(3,61). Da sich in der aktuellen Studie keine signifikante Korrelation zwischen NI
und anderen histopathologischen Parametern ergab und in der Studie von Liebl et
al. diese Zusammenhange nicht angegeben waren (53), spielt diese Differenz in
diesem Kapitel eine untergeordnete Rolle.

Die Analyse der NI erfolgte in der aktuellen Arbeit anhand eines Untersuchers
(Autorin). Bei Liebl et al. wurde die Auswertung durch drei unabhangige Untersucher
durchgefuhrt (53). Hierdurch kann bewertet werden, ob die Untersuchungsmethode

unabhangig vom Betrachter valide ist.

Die Vorteile der aktuellen Methode sind die Verwendung eines Schnittes pro Patient
und sowie die Beurteilung von H.E. gefarbten Schnitten, sodass diese Methode fur
die Routinediagnostik geeignet und der Zeitaufwand fur die Analyse geringer ist.
Durch Analyse nur eines Schnittes pro Patient, kann dieser Schnitt gegebenenfalls

nicht reprasentativ sein.

Unterschiede der Patientenkollektive
In der vorgelegten Studie wurden Patienten mit der Diagnose PDAC eingeschlossen.
Bei Liebl et al. wurden alle Patienten mit der Diagnose Pankreaskarzinom

eingeschlossen (53).
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Die Anzahl der eingeschlossenen Patienten in die aktuelle Studie betragt n = 119,
bei Liebl et al. n = 132 (53). Die Studien weisen eine ahnliche Patientenanzahl auf,
sodass diesbezuglich eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse gegeben ist (53).

Patienten mit Fernmetastasen sowie Patienten, die eine neoadjuvante Therapie
erhielten, wurden in der aktuellen Studie ausgeschlossen. Daher ist die vorgelegte
Studie nur fur kurativ resezierte Karzinome geltend. Bei Liebl et al. wurden lediglich
Patienten mit neoadjuvanter Therapie aus der Studie ausgeschlossen, Patienten
mit Fernmetastasen blieben eingeschlossen (53). Die Anzahl Patienten mit

Fernmetastasen wurde nicht angegeben (53).

Zusammenhang zwischen NI und weiteren Parametern

Im folgenden Abschnitt wird die Korrelation zwischen NI und Prognose, NIS sowie
histopathologischen Parametern der aktuellen Studie und der Studie von Liebl et al.
diskutiert (53).

Prognose

In der aktuellen Studie konnte fur NI keine unabhangige prognostische Bedeutung
nachgewiesen werden (p = 0.249). Allerdings zeigte sich eine Abnahme der
Uberlebenszeit mit steigender Pn-Kategorie. Dabei lag die mittlere Uberlebenszeit
bei Pn-0 bei 32 Monaten (95 % Cl 3—NA), bei Pn-ena bei 24 Monaten (95 % ClI
4—-NA), in der Gruppe Pn-pni bei 22 Monaten (95 % CIl 15-26) und bei Pn-eni
lediglich bei 18 Monaten (95 % Cl 14—-27). In der univariablen Cox-Analyse konnte
diese Beobachtung allerdings statistisch nicht signifikant belegt werden (Pn-ena:
HR = 1.7, 95 % Cl 0.44-6.62, p = 0.444; Pn-pni: HR = 1.9, 95 % CI 0.58-6.21,
p =0.289; Pn-eni: HR = 2.26, 95 % CI 0.68-7.54, p =0.184). Eine mdgliche

Erklarung fur die fehlende Signifikanz ist die zu geringe Patientenanzahl.

NIS

Der NIS lag in der vorgelegten Studie bei n = 17 (0-95), wobei keine Signifikanz
nachweisbar war (HR =1, 95 % CI 0.99-1.01, p = 0.695). In der Studie von Liebl
et al. lag der NIS bei n = 249 (+ 1.9) und zeigte sich als unabhangiger
prognostischer Faktor beim Pankreaskarzinom (HR = 1.09, 95 % CI 1.04-1.15,
p <0.001) (53).
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In der aktuellen Studie liegt eine hohe Spannweite innerhalb des NIS im Vergleich
zu der Studie von Liebl et al. vor (53), was eine Ursache fur die fehlende Signifikanz

des NIS darstellen kann.

Histopathologische Parameter

In der vorgelegten Studie konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen NI und
anderen histopathologischen Parametern aufgezeigt werden. In der Studie von
Liebl et al. wurde der Zusammenhang zwischen NI und anderen

histopathologischen Parametern nicht angegeben (53).

Tab. 8 gibt einen Uberblick tber die Patientenkollektive der diskutierten Studien.
Zusatzlich werden die Methoden zur Auswertung der NI von Liebl et al. mit der
vorgelegten Studien verglichen und die Unterschiede differenziert dargestellt.
Herangezogene Parameter zum Vergleich der Methode sind: Anzahl der Patienten,
Tumorentitat, Haufigkeit von NI, Anwendung von neoadjuvanter Therapie, TNM-
Klassifikation, Ausschluss von Patienten mit Fernmetastasen, Schnitt Farbung,
Anzahl untersuchter Schnitte pro Patient, Wahl der Vergroflerung, Anzahl
Untersucher, Score zur Beurteilung der NI, Kategorien von NI, Definition von Pn1

und signifikante Ergebnisse der Studien.
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Tabelle 8: Vergleich der Patientenkollektive,

friitherer Studie zu NI bei PDAC

Methodik und Ergebnisse mit

Aktuelle Studie

Liebl et al. (2014) (53)

Zeitraum
Operierte 1996-2015 1987-2009
Patienten
n Gesamt 119 132
Tumorentitat PDAC Pankreaskarzinom
Haufigkeit NI 95.8 % 100 %
Pat. mit
neoadjuvanter | EX EX
Therapie
Pat. mit pM, IN,
EX
n mit pM n=n.a
TNM-
8. 7.
Klassifikation
Schnitt-
. H.E. H.E
Farbung
Anz. Schnitte /
1 28
Patient
VergroRerung 10x n. a.
Anzahl
1 3
Untersucher
Score nach Liebl et al. (53) NIS = N(ENA) + N(PNI) * 2 + N(ENI) * 3
Pn0 & Pn1;
Kategorien PnO0, Pn-ena, Pn-pni, Pn-eni

Pn0, Pn-ena, Pn-pni, Pn-eni

Definition von

bei Eindringen von Tumorzellen ins

bei Eindringen von Tumorzellen ins

Faktor

Pn1 Epineurium Epineurium
17 (0-95) 249+1.9
NIS
(p = 0.695) (p <0.001)
NI als
unabhéangiger nein ja
prognostischer | Pn1 (p = 0.249) (p <0.001)

Tab. 8

Vergleich der Patientenkollektive, Methodik und Ergebnisse der vorgelegten Studie mit friherer
Studie zu NI bei PDAC. Anz. — Anzahl, ENA — Epineurale Tumorassoziation, ENI — Endoneurale
Invasion, EX - Excluded, H.E. - Hdmatoxylin-Eosin, IN - Included, n - Anzahl Patienten, N () - Anzahl
Nerven, n. a. - Nicht angegeben, NI - Neurale Invasion, NIS - Neuraler Invasionsscore, Pn0 - Keine
neurale Invasion, Pn1 - Mindestens ein Nerv mit Eindringen von Tumorzellen in das Epineurium, Pn-
ena — Mindestens ein Nerv mit Tumorzellen in direkter Verbindung zum Epineurium, aber keine
Nerven mit Invasion von Perineurium oder Endoneurium, Pn-eni - Mindestens ein Nerv mit Invasion
von Endoneurium, PNI — Perineurale Invasion, Pn-pni - Mindestens ein Nerv mit Invasion von
Perineurium, aber keine Nerven mit Invasion von Endoneurium, pM — Histopathologischer Status
Fernmetastasen, TNM — Tumorgré3e/Lymphknoten/ Fernmetastasen. Quelle eigene Anfertigung.



Interpretation der Ergebnisse

Es existiert weder eine einheitliche Definition von NI noch eine standardisierte
Methode zur Beurteilung des Schweregrades von NI. Aufgrund der Ergebnisse der
vorgelegten Studie bleibt die prognostische Bedeutung der neuralen Invasion bei
PDAC und deren Korrelation mit anderen histopathologischen Parametern weiterhin
unklar. In der aktuellen Studie zeigte sich eine Abnahme der Uberlebenszeit mit
steigender Pn-Kategorie. Dieser Trend konnte in der univariablen Cox-Analyse
allerdings nicht signifikant belegt werden. Inwieweit die Unterteilung der Pn-
Kategorien einen prognostischen Wert aufweist, sollte an gréReren
Patientenkollektiven untersucht werden.

Um eindeutig die prognostische Bedeutung von NI bei PDAC zu klaren und eine
Methode als standardisiertes Verfahren zu etablieren, sind Studien mit einer hohen

Anzahl eingeschlossener Patienten natig.

4.3 Zusammenhang zwischen Tumor Budding und

Neuralscheideninfiltration

In der vorgelegten Studie konnte TB bei 84.9 % und NI bei 95.8 % der Patienten
nachgewiesen werden. Damit unterstitzt unsere Studie die Ergebnisse friherer
Studien, hinsichtlich der ausgepragten Prasenz dieser Faktoren bei PDAC. Beide
Faktoren nehmen hinsichtlich des haufigen Vorkommens bei PDAC eine
Sonderstellung gegenuber anderen Gastrointestinalen Tumoren ein, bei denen TB
und NI deutlich weniger prasent sind (53,62,75). Liebl et al. publizierten in ihrer
Studie unter anderem eine Prasenz der NI beim Hepatozellularen Karzinom bei 6 %
und beim Kolonkarzinom bei 28 % (53). In der Studie von Ulase et al. zeigte sich
eine Prasenz des TB beim Magenkarzinom bei 74.8 %, bei Ozer et al. trat TB beim
Kolorektalen Karzinom bei 49.2 % der Patienten auf (62,75).

Im folgenden Abschnitt wird die aktuelle Studie mit den zwei Studien von
Karamitopoulou et al. (2013) und O’Connor et al. verglichen, die ebenfalls den
Zusammenhang zwischen TB und NI bei PDAC analysierten (40,60).

Bei Karamitopoulou et al. zeigte sich an einem Patientenkollektiv von 117 Patienten
TB bei 100 % und von 113 Patienten eine NI bei 99.1 % (40).
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Bei O'Connor et al. war von 192 Patienten TB bei 88 % und eine NI ebenfalls bei
88 % nachweisbar (60). Von den Patienten mit TB war eine NI bei 90 % der
Patienten vorhanden (60).

Die genannten Studien weisen eine ahnliche Prasenz von TB und NI auf, sodass
das Ergebnis der aktuellen Studie hinsichtlich der Prasenz plausibel ist. Diese

Grundlage ermdglicht einen Vergleich der resultierenden Ergebnisse der Studien.

Heterogenitat der Methodik

In der aktuellen Studie erfolgte die Analyse Uber den Zusammenhang zwischen TB
und NI bei einem Cut-off von > 5 buds/HPF. Karamitopoulou et al. und O"Connor et
al. verwendeten fur das TB den Cut-off 10 buds/HPF (40,60).

In der vorgelegten Studie lag eine NI bei Vordringen von Tumorzellen ins
Epineurium vor. Der Schweregrad der NI wurde mit dem modifizierten Score von
Liebl et al. angegeben (53). Zusatzlich erfolgte eine Einteilung in die Kategorien Pn-
ena, Pn-pni und pn-eni. Bei Karamitopoulou et al. und O"Connor et al. wurde die NI
lediglich als dichotome Variable (NI vorhanden/nicht vorhanden) definiert (40,60).
Die Definition einer NI war bei Karamitopoulou et al. und O'Connor et al. nicht

angegeben (40,60).

Zusammenhang TB und NI

In der aktuellen Studie konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen TB und
NI nachgewiesen werden. In der linearen Regression ergab die Untersuchung
zwischen NIS und Mittelwert buds einen nicht signifikanten Zusammenhang
(p = 0.149). In der logistischen Regression war zwischen den Pn-Kategorien und
dem Cut-off > 5 buds/HPF sowie dem NIS und Cut-off > 5 buds/HPF keine
signifikante Korrelation nachweisbar (Pn-ena: OR = 1.59, 95 % CI 0.97-2.62,
p = 0.068; Pn-pni: OR =1.06, 95 % CI 0.7—-1.6, p = 0.799; Pn-eni: OR = 1.12, 95 %
Cl 0.73-1.7, p = 0.611; NIS: OR = 1, 95 % Cl 0.99-1, p = 0.197). Bei
Karamitopoulou et al. wurde aufgrund der ausgepragten Prasenz der NI von 99.1 %
eine statistische Analyse mit TB nicht durchgefuhrt (40). Dies zeigt die
Notwendigkeit einer Quantifizierung von NI. Die Studie von O"Connor et al. ergab
mit einem Kollektiv von 192 Patienten einen signifikanten Zusammenhang zwischen
TB und NI (p = 0.0162) (60).
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Interpretation der Ergebnisse

Der Zusammenhang zwischen TB und NI wurde bisher in nur wenigen Studien
untersucht (60). In der vorgelegten Arbeit zeigte sich keine signifikante Assoziation
zwischen TB und NI.

Die Ergebnisse bisheriger Studien lassen vermuten, dass es sich bei TB und NI um
zwei unabhangige histopathologische Merkmale handelt, die bei PDAC ubiquitar
sind (40,60).

Bisher bestehen keine einheitlichen Definitionen sowie keine standardisierten
Methoden zur Bestimmung von TB und NI bei PDAC (39,40,45,53,54,60). Dies
bestatigt die Notwendigkeit einheitlicher Definitionen und einer standardisierten
Quantifizierungsmethode, um in weiteren Studien den Zusammenhang zwischen

TB und NI sicher zu bestimmen.

4.4 Kritische Anmerkungen

Kritikpunkte an der vorgelegten Studie sind zum einen der lange Beobachtungs-
zeitraum von 20 Jahren und die uUber diesen Zeitraum fehlende standardisierte
Befunderhebung des R-Status nach dem CRM-Konzept durch den Pathologen.
Zusatzlich liegt kein vollstandiges Follow-up vor.

Die Aussagekraft der vorgelegten Studie ist aufgrund der fur die statistische
Auswertung geringen Patientenanzahl (n = 119) limitiert. Angesichts der kleinen
Fallzahl ist es moglich, dass Unterschiede keine Signifikanz erreichen. Bei NI ist
zum Beispiel ein Unterschied anhand der absoluten Zahlen zu erkennen. Dieser
Unterschied ist jedoch aufgrund der hohen Streuung nicht signifikant.

Zusatzlich handelt es sich um eine unizentrische Studie.

In der vorgelegten Studie erfolgte die Untersuchung von NI und TB an H.E.
gefarbten histologischen Schnitten. Diese Farbung wird routinemafRlig in der
Standarddiagnostik hergestellt, weshalb diese eine gut zugangliche Méglichkeit zur
Untersuchung von NI und TB darstellt (81).

Fir die Analyse von NI und TB kann eine Pan-Zytokeratin-Farbung einer H.E.-

Farbung jedoch Ubergelegen sein (19).
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Dies konnten auch Koelzer et al. in einer Studie Uber TB bei Kolonkarzinomen
zeigen, bei der eine hohe Korrelation innerhalb der Untersucher bei Pan-Zytokeratin
gefarbten  Schnitten  bestand, wohingegen bei H.E.-Farbungen die
Ubereinstimmung lediglich moderat war (44). Auch bei Chouat et al. zeigte sich in
ihrer Studie mit 50 Patienten mit der Diagnose PDAC bei der Bestimmung von high-
grade TB eine Differenz zwischen H.E.-Farbungen (50 %) und Pan-Zytokeratin-
Farbungen (56 %) (9).

Zusatzlich konnen Tumor Buds in einer H.E.-Farbung durch eine tumorbedingte
Entziindung oder reaktive Fibroblasten verdeckt werden (44). Eine Pan-Zytokeratin-
Farbung wird jedoch nicht routinemaRig durchgefuhrt und ist zudem
kostenintensiver. H.E. gefarbte Schnitte hingegen werden als Standardschnitte
routinemanig durchgeflhrt, sodass eine Beurteilung von TB weltweit moglich ist (81).
Die ITBCC sprach 2016 ihre Empfehlung zur Verwendung von H.E. gefarbten bei
Bestimmung des TB bei Kolonkarzinomen aus (56). Daher wurden in der
vorgelegten Studie ebenfalls H.E. gefarbte Schnitte aus der Routinediagnostik
verwendet.

Zusatzlich spielt die richtige Wahl des Tumorblocks und der daraus ergebende
Schnitt eine entscheidende Rolle. In der vorgelegten Studie wurde ein
reprasentativer Tumorblock durch einen erfahrenen Pathologen ausgewahlt und der
entsprechende Schnitt durch einen Untersucher (Autorin) analysiert. Koelzer et al.

empfehlen den Tumorblock mit dem héchsten Grad an TB (44).

Ein weiterer Kritikpunkt an der Studie stellt die Anzahl der Untersucher dar. In der
vorgelegten Studie wurde die NI und das TB durch einen Untersucher (Autorin)
ausgewertet. Bei vergleichbaren Studien analysierten meist zwei (39,40,45,54) oder
drei (53) unabhangige Untersucher die histologischen Schnitte. Durch Analyse der
histologischen Schnitte anhand eines Untersuchers (Autorin) in der aktuellen Studie
ist nicht ermittelbar, inwieweit eine Abhangigkeit von unterschiedlichen Betrachtern
das Ergebnis der Studie beeinflussen wirde.

Je mehr Betrachter die histologischen Schnitte beurteilen wirden, umso gréRRer

ware die Sicherheit der Ergebnisse.
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5 Zusammenfassung

Die Parameter Neuralscheideninfiltration und Tumor Budding zeigen beim duktalen
Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) eine ausgepragte Prasenz im Gegensatz zu
anderen gastrointestinalen Tumoren. lhre genaue prognostische Bedeutung ist
nicht eindeutig und eine standardisierte Methode zur Evaluierung dieser
histomorphologischen Merkmale ist bisher nicht vorhanden.

Ziel dieser retrospektiven Studie war die Relation von Tumor Budding und
Neuralscheideninfiltration sowie deren prognostische Bedeutung beim duktalen
Adenokarzinom des Pankreas unter Betrachtung unterschiedlicher quantitativer
Erfassung dieser Parameter zu untersuchen.

Betrachtet wurde ein Patientenkollektiv von 119 Patienten mit Pankreasresektion
aufgrund von PDAC an der Klinik far Chirurgie, UKSH Campus Lubeck. Klinische
und Standard histopathologische Daten wurden retrospektiv. aus den
Patientenakten und lokalen klinischen Datenbanken erhoben. NI und TB wurden an
histologischen Schnitten aus der Routinediagnostik bestimmt. Kaplan-Meier
Methode, univariable logistische, lineare und Cox-Regressionsmodelle sowie ein
multivariables Cox-Regressionsmodell wurden in der statistischen Analyse
angewandt. Primarer Endpunkt war das mediane Uberleben in Abhangigkeit von NI
und TB.

Die Parameter NI und TB zeigten bei der Auswertung eine hohe Prasenz bei PDAC
mit 95.8 % beziehungsweise 84.9 %.

In der vorgelegten Studie konnte zum ersten Mal ein signifikanter Zusammenhang
zwischen Tumor Budding und Lymphknotenmetastasen belegt werden, wodurch die
aktuelle Studie eine Sonderstellung einnimmt. Die mediane Uberlebenszeit betrug
22 Monate.

In der univariablen Uberlebensanalyse waren niedriger Differenzierungsgrad,
Lymphknotenmetastasen, eine LymphgefaRinvasion sowie Tumor Budding
signifikante negative prognostische Faktoren. Nach Adjustierung in der
multivariablen Analyse erwiesen sich die Lymphgefaltinvasion und Tumor Budding
als negative prognostische Faktoren, die adjuvante Therapie als positiver
prognostischen Faktor. Fir die NI konnte keine signifikante prognostische
Bedeutung nachgewiesen werden. Ebenso zeigte sich zwischen NI und TB

statistisch keine Korrelation.
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Zusammenfassend zeigt die Studie einen Zusammenhang zwischen
Lymphknotenmetastasen und Tumor Budding sowie einen negativen
prognostischen Einfluss von Tumor Budding in PDAC. Die Bedeutung von NI bei

PDAC ist dagegen weiterhin unklar.
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6 Ausblick

Um in Zukunft die genaue Bedeutung von NI und TB zu evaluieren, ist ein
standardisiertes Verfahren zur Bestimmung von NI und TB die Grundvoraussetzung
zur  Vergleichbarkeit von  Studien. Dazu muissen zunachst die
Untersuchungsverfahren, die Methodik und die Definitionen der Parameter NI und
TB vereinheitlicht werden. Dies beinhaltet konkret die Auswahl des Tumorblocks,
eine einheitliche Schnitt Farbung, eine festgelegte Definition von NI und ein
standardisiertes Verfahren zur Bestimmung von NI und TB. Die Methode zur
Erhebung von NI und TB sollte die festgelegte Wahl von mikroskopischer
VergroRerung, Anzahl der Schnitte pro Patient, Anzahl der verwendeten HPF sowie
die Bestimmung von NI und TB, zum Beispiel mit einem Score, beinhalten.
Zusatzlich sollte die Betreuung an spezialisierten Zentren durchgefuhrt werden, um
einerseits ein grolRes Patientenkollektiv zu erhalten und um andererseits die
Madglichkeit zur Teilnahme an Studien sicherzustellen. Nur dadurch kann eine
Vergleichbarkeit verschiedener Studien zu NI und TB gewahrleistet werden.

In zukUnftigen Studien musste ermittelt werden, ob die Parameter TB und NI zur
Therapieentscheidung beitragen kénnen. Ein weiterer zu erforschender Aspekt
ware, ob die histopathologischen Parameter TB und NI einen pradiktiven Wert beim
Ansprechen auf eine Chemotherapie darstellen.

Parallel ware das Forschungsthema uber die EMT und MET zum genaueren
Verstandnis dieser Prozesse sowie deren Zusammenhang mit den Parametern TB

und NI von groRer Bedeutung.
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Tabelle 3, 4: adaptiert nach (3)
Tabellen 5-8: eigene Anfertigung.
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