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1 Einleitung

1.1 Das duktale Adenokarzinom des Pankreas

Uber 90% der Pankreaskarzinome zeigen eine duktale Differenzierung [Bosman et al., 2010].
An einem duktalen Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) erkranken in der Bundesrepublik
Deutschland pro Jahr etwa 16.000 Menschen neu. Beide Geschlechter sind etwa gleich haufig
betroffen. In der Statistik der Krebsneuerkrankungen rangiert das PDAC bei Frauen auf Platz 7
und bei Mannern auf Platz 9. Der Haufigkeitsgipfel liegt im fortgeschrittenen Lebensalter mit einem
mittleren Erkrankungsalter fir Frauen bei 75 Jahren und fir M&nner bei 71 Jahren. Die Diagnose
ist fatal. Innerhalb eines Jahres versterben etwa 15.000 Menschen an einem PDAC. Inzidenz- und
Mortalitdtskurve verlaufen annahernd parallel. Ein Langzeitiiberleben ist die Ausnahme. In
Deutschland stellt das PDAC die vierthaufigste Krebstodesursache bei Frauen und Mannern dar.
Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt lediglich bei 8% und ist die niedrigste unter allen
Krebserkrankungen in der Bundesrepublik [Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in

Deutschland e.V. et al., 2013].

Die Atiologie des PDAC ist weitgehend unbekannt. Genetische Disposition und hereditare
Syndrome (zum Beispiel Hereditdre Pankreatitis, Familidres Mamma- und Ovarialkarzinom-
Syndrom [Herold, 2013a], Peutz-Jeghers-Syndrom [Giardiello et al., 2000] und familial atypical
multiple mole—melanoma (FAMMM-Syndrom) [Vasen et al., 2000]) erh6hen das Risiko, im Laufe
des Lebens an einem PDAC zu erkranken. Als gesicherte Risikofaktoren gelten Zigarettenrauchen,
Adipositas [Nilsen et al., 2000] und eine lang vorbestehende chronische Pankreatitis [Hidalgo,

2010, Ryan et al., 2014].

Die initiale Symptomarmut bzw. eine spat eintretende unspezifische klinische Prasentation
(Appetit- und Gewichtsverlust, Oberbauch- und Rickenschmerz, Ubelkeit und schmerzloser
Ikterus) erweisen sich als grof3es diagnostisches Problem bei der Friherkennung des PDAC
[Herold, 2013a, Hidalgo, 2010]. Pathologisch kennzeichnend fir das PDAC sind eine

auf3erordentlich frihe lymphogene Metastasierung in regiondre Lymphknoten, eine perineurale



Ausbreitung in das retroperitoneale peripankreatische Fettgewebe sowie eine hamatogene
Metastasierung Uber das Pfortaderstromgebiet mit der priméaren Organpraferenz Leber [G. Kl6ppel,
2008]. Bei der Mehrzahl der Patienten (80%) liegt zum Zeitpunkt der Diagnosestellung ein
inoperables Stadium vor. Eine hohe Resistenz des PDAC gegenuber Chemo- und

Strahlentherapie kommt fir die Behandlung erschwerend hinzu [Hidalgo, 2010].

1.2 Therapiemdglichkeiten des PDAC

Die adjuvante Therapie des PDAC

Die chirurgische Therapie ist derzeit das einzige potenziell kurative Therapieverfahren beim
Vorliegen eines PDAC [Doi et al., 2008, Lim et al., 2003]. Allerdings sind lediglich ca. 20% der
Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung resektabel [Alexakis et al., 2004, Geer et al., 1993].
Trotz Tumorresektion liegt das mediane Uberleben dieser Patienten bei nur 20-22 Monaten

[Hidalgo, 2010].

Bei Pankreaskopftumoren kann die pyloruserhaltende partielle Duodenopankreatektomie nach
Traverso oder die partielle Duodenopankreatektomie nach Whipple und Kausch durchgefiihrt
werden. Beide Operationstechniken gelten derzeit als gleichwertig [Diener et al., 2008]. Bei
Karzinomen des Pankreaskorpus und -—schwanzes wird eine Pankreaslinksresektion mit
Splenektomie oder eine totale Duodenopankreatektomie mit Splenektomie durchgefihrt [Christein
et al., 2005]. Operationsziel ist stets die Resektion im Gesunden (Resektionsrander mikroskopisch
frei von Karzinomzellen = RO) [Hartwig et al., 2011, Verbeke, 2008, Wagner et al., 2004], die
allerdings durch die anatomische Lage des Organs und die aggressive Biologie des Tumors in
lediglich 20-25% der Falle gelingt [Esposito et al., 2008]. Ist eine Resektion mdglich, besteht die
groRte Chance fir ein progressionsfreies Uberleben [Hartwig et al., 2011, Wagner et al., 2004].
Das Langzeittuberleben beim PDAC wird durch Lokalrezidive und Fernmetastasen limitiert [Wagner
et al., 2004]. Nach aktuellem Stand der Medizin soll nach RO-Resektion eines PDAC im Union for
International Cancer Control (UICC)-Stadium I-lll  (d.h. jedes Tumorstadium, jedes

Lymphknotenstadium aber keine Fernmetastasen) eine adjuvante Chemotherapie durchgefiihrt
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werden, da diese eine signifikante Verbesserung des krankheitsfreien Uberlebens sowie des
Gesamtiiberlebens im Vergleich zur alleinigen Chirurgie erzielt (5-Jahres-Uberlebensrate: 20,7%
versus 10,4%, 10-Jahres-Uberlebensrate 12,2% versus 7,7%) [Oettle et al., 2013]. Als adjuvante
Chemotherapie wird der Einsatz von Gemcitabin oder 5-Fluorouracil (FU) 4-8 Wochen nach der
Operation empfohlen. Beide Therapieregime werden als gleichwertig angesehen und sollten fur 6
Monate verabreicht werden [Neoptolemos et al., 2004, Oettle et al., 2007]. Weiter konnte gezeigt
werden, dass Patienten, die nach R1-Resektion mit Gemcitabin therapiert wurden, ein signifikant
besseres krankheitsfreies Uberleben (15,8 versus 5,5 Monate) und ein besseres Gesamtiberleben
(22,1 versus 14,1 Monate) als die Kontrollgruppe zeigten [Oettle et al., 2007]. Fur eine kombinierte
adjuvante Radiochemotherapie gibt es derzeit aul3erhalb von randomisierten kontrollierten Studien
keine Empfehlungen [Kalser et al., 1985, Neoptolemos et al, 2004]. Optimierte
Radiochemotherapien und zielgerichtete Tumortherapien sind Gegenstand aktueller Forschung

[Ahn et al., 2016].

Ca. 80% der PDAC-Patienten prasentieren sich bei Diagnosestellung in einem lokal
fortgeschrittenen oder metastasierten Stadium. Zu diesem Zeitpunkt ist keine kurative
Resektionsmdglichkeit gegeben [Huguet et al., 2010]. Die palliative bzw. neoadjuvante
Pharmakotherapie gewinnt in solchen Situationen zunehmend an Bedeutung [Seufferlein et al.,

2014].

Die palliative Therapie des PDAC

Aktuell wird Patienten mit einem lokal fortgeschrittenen bzw. metastasierten PDAC bei gutem
Allgemeinzustand zu einer palliativen Chemotherapie geraten, da diese das Uberleben verlangert
und die Lebensqualitdt der Patienten verbessert [Sultana et al.,, 2007]. Mit der palliativen
Chemotherapie sollte unverziglich nach Diagnosestellung begonnen werden. Lange Zeit galt
Gemcitabin als Standardchemotherapeutikum der Wahl in der Palliativtherapie des PDAC
[Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, 2013b]. Die 1-Jahres Uberlebensrate
unter Gemcitabintherapie liegt bei 18-20% [Sultana et al., 2007]. Gemcitabin kann alternativ mit

Erlotinib, einem Epidermal growth factor (EGF)-Rezeptor (Tyrosinkinaseinhibitor), kombiniert
3



werden [Moore et al., 2007], da dieser epidermale Wachstumsfaktorrezeptor bei bis zu 50% der
PDAC-Patienten hoch exprimiert ist [Valsecchi et al.,, 2012, Walsh et al., 2013]. Diese
Kombinationstherapie zeigt eine statistisch signifikante, mit 13,7 Tagen, klinisch jedoch kaum
relevante Verlangerung des Uberlebens [Moore et al., 2007]. Publizierte Phase-Ill-Daten haben in
jungerer Vergangenheit zur Zulassung der Kombination nanoparticle albumin-bound (nab)-
Paclitaxel/Gemcitabin in der Erstlinientherapie gefuhrt. Die Ergebnisse zeigen signifikante
Verbesserungen beziiglich des medianen progressionsfreien Uberlebens, des Gesamtiiberlebens
und des Tumoransprechens, verglichen mit veroffentlichten Daten zur Gemcitabin-Monotherapie
[Von Hoff et al., 2013]. Bei ausgewahlten Patienten erzielt auch das Folinsaure, 5-Fluorouracil,
Irinotecan, Oxaliplatin (FOLFIRINOX)-Protokoll deutlich bessere Resultate als das Gemcitabin-
Monoregime. Ein signifikanter Uberlebensvorteil im medianen Uberleben (11,1 versus 6,8 Monate)

konnte in Studien beobachtet werden [Conroy et al., 2011].

Die neoadjuvante Therapie des PDAC

Der Begriff neoadjuvant (griechisch neo = neu; latein adjuvare = helfen, unterstiitzen)
bezeichnet in der Medizin eine Therapie (Strahlentherapie, Strahlenchemotherapie,
Chemotherapie oder Hormontherapie), welche dem Patienten praoperativ verabreicht wird. Sie soll
zu einem Downsizing (GroRenreduktion) oder Downstaging (Erniedrigung des
Klassifikationsstadiums) des Tumors filhren und idealerweise Operabilitdt und Heilungschance

verbessern [Herold, 2013b].

Neoadjuvante Therapieverfahren finden in der Situation des lokal fortgeschrittenen und primar
nicht resektablen PDAC zunehmend Anwendung. Im Verlauf einer neoadjuvanten Therapie kann
in einigen Fallen eine chirurgische Resektabilitdt bei diesen Patienten erreicht werden [Heinemann
et al., 2013, Katz et al., 2008]. Eine RO-Resektion ist ein prognostischer Schliisselfaktor fir PDAC-
Patienten. In der Mehrzahl der Félle werden PDAC-Patienten jedoch R1 (Karzinomzellen am
Resektionsrand nachweisbar) reseziert [Esposito et al., 2008]. Nach neoadjuvanter Therapie steigt
die Wahrscheinlichkeit fir eine RO-Resektion [Katz et al., 2008]. Eine neoadjuvante Therapie

sollte nach aktuellem Kenntnisstand bei Patienten mit als resektabel eingeschéatztem PDAC

4



aullerhalb von Studien nicht erfolgen. Es konnte kein Vorteil einer neoadjuvanten Therapie
hinsichtlich Gesamtiiberlebens und rezidivfreien Uberlebens gegeniiber der alleinigen Operation

nachgewiesen werden [Assifi et al., 2011b].

1.3 Die desmoplastische Stromareaktion als morphologisches Merkmal des PDAC

1.3.1 Makroskopie

Etwa 60-70% der Pankreaskarzinome sind im Pankreaskopf lokalisiert, seltener finden sich
Karzinome im Korpus (5-15%) oder im Schwanz des Pankreas (10-15%). Karzinome im
Pankreaskorpus und Pankreasschwanz sind bei Diagnosestellung in der Regel grol3er als
Pankreaskopftumore. Makroskopisch imponiert das PDAC als derbe und unscharf begrenzte
Raumforderung. Die Schnittflache des Tumors prasentiert sich von weil3grauer bis gelblicher Farbe
(Abbildung 1). Charakteristisch fur das Karzinom ist sein verdrédngendes und infiltratives Wachstum
in das lobulare Drisengewebe. Infiltrationen von Duodenum, Gallengang/Papille und peri- bzw.
retropankreatischem Fettgewebe sind geh&uft zu beobachten. Obstruktionen des Gallen- und/oder
des Pankreasgangs konnen bei Pankreaskopfkarzinomen beobachtet werden. Insbesondere

ersteres Ph&nomen imponiert klinisch als schmerzloser Verschlussikterus [G. Kloppel, 2008].

Abbildung 1  Primar reseziertes PDAC mit Lokalisation im Pankreaskopf. Der Tumor ist kreismarkiert und

makroskopisch nicht gut abgrenzbar. Die Schnittflache imponiert von weil3grauer bis



gelblicher Farbe. Links ist eine sichtbare Tumorinfiltration in das c-formige Duodenum

erkennbar. Die Absetzungsrander sind tuschemarkiert.

1.3.2 Mikroskopie

Das histologische Bild des PDAC wird gepragt von tubuldren Strukturen mit atypischem
mehrschichtigem und polymorphzelligem Epithel, welche an Pankreasgdnge erinnern. Die

Tumorformationen sind dabei in ein prominentes desmoplastisches Bindegewebe eingebettet

(Abbildung 2).

Abbildung 2 MaRig differenziertes, primar reseziertes PDAC des Pankreaskopfes. Es zeigen sich
gangartige Drisenverbande mit atypischem, mehrschichtigem, polymorphzelligem Epithel,
die von desmoplastischem Bindegewebe umgeben sind. Ein Ausschnitt der linken

Abbildung ist rechts in VergréRerung dargestellt. HE-Farbung

Desmoplastisches Bindegewebe stellt eine wichtige morphologische Eigenschaft des PDAC dar.
Mikroskopisch lassen sich atypische Zellen mit Kernpleomorphien, gesteigerter Mitoseaktivitat und
Muzinproduktion erkennen. Anhand dieser Kriterien wird der Grad der Differenzierung ermittelt.
Gemal der Weltgesundheitsorganisation (WHO)-Klassifikation unterscheidet man mikroskopisch
zwischen gut (G1), maRig (G2) und schlecht (G3) differenzierten Pankreaskarzinomen. Zumeist
weisen die Karzinome eine gute bis mafige Differenzierung auf. Das PDAC wachst auf direktem
Weg in das peripankreatische Fettgewebe ein. Es zeigt dabei regelhaft eine perineurale Invasion

(Abbildung 3). Blut- und LymphgefaRinvasionen sind zudem nachweisbar [Esposito et al., 2015].



Abbildung 3  Bild einer Perineuralscheideninfiltration — Dargestellt ist ein von Tumorzellen infiltrierter Nerv

des peripankreatischen Fettgewebes. Ein Ausschnitt der linken Abbildung ist rechts in

VergréRerung dargestellt. HE-Farbung

Ein zentrales morphologisches Charakteristikum des PDAC ist seine stark ausgepragte
Desmoplasie [Pandol et al., 2009]. Als Desmoplasie bezeichnet die Pathologie Karzinom-
assoziiertes Gewebe mit deutlich erh6htem Anteil an kollagenem Bindegewebe (Fibrose) [Apte et
al., 2012]. Jahrelang lag der Fokus zahlreicher Studien jedoch auf der Erforschung der in der
Desmoplasie vorkommenden Karzinomzellen [Apte et al., 2013]. Dies &nderte sich im Jahr 1998,
als es Apte und Kollegen [Apte et al., 1998] sowie Bachem und Kollegen [Bachem et al., 1998]
unabhéngig voneinander gelang, pankreatische Stellatumzellen (pancreatic stellate cells, PSC) zu
isolieren und zu kultivieren. PSC wird nach aktuellem Stand der Wissenschaft eine Schlisselrolle

bei der Entwicklung der Desmoplasie zugesprochen [Erkan et al., 2012a].

Die Entdeckung der Stellatumzellen ging auf den Pathologen Karl von Kupffer zurtick, der im Jahr
1876 erstmals ,Sternzellen im Disse-Raum der Leber beschrieb - sogenannte Hepatic stellate
cells (HSC) [Erkan et al., 2012a, Friedman, 2008]. 1982 konnten PSC dann erstmals mit Hilfe
eines Elektronenmikroskops in Pankreasgewebe von Nagetieren, spater im menschlichen
Pankreasgewebe nachgewiesen werden. In physiologischem Pankreasgewebe befinden sich PSC
in ihrem Ruhestadium periacinér, interlobular sowie um BlutgeféRe lokalisiert [Watari et al., 1982]
und kommen in weiteren Organen wie Lunge, Leber, Niere, Milz, Darm und Stimmb&ndern vor
[Wake, 1980]. Die Frage nach ihrem Ursprungsort ist bis heute nicht abschlieRend geklart [Erkan

et al.,, 2012a]. PSC tragen mit einem Anteil von 4-7% zur physiologischen Gesamtmasse der



Bauchspeicheldrise bei. Ihr prozentualer Anteil an der Organmasse kann bei Vorliegen eines
PDAC bis auf 90% ansteigen [Kleger et al., 2014, Rhim et al., 2014]. In elektronenmikroskopischen
Untersuchungen der PSC imponiert ein zentraler Nucleolus, umgeben von reichlich rauem
endoplasmatischem Retikulum, Kollagenfibrillen und Vakuolen. Bei diesen Vakuolen handelt es
sich um Vitamin A-haltige Fetttropfchen, die in groBer Menge in PSC zu finden sind [Apte et al.,
1998, Bachem et al., 1998]. In gesundem Pankreasgewebe sind PSC an der Aufrechterhaltung der
Gewebearchitektur durch Synthese und Abbau von extrazellularer Matrix, Wachstumsfaktoren und
Zytokinen beteiligt. PSC exprimieren in ihrem inaktiven Zustand Vimentin, Desmin, Glial fibrillary
acidic protein (GFAP), Nestin und Synemin und kdnnen hierdurch von Fibroblasten differenziert
werden [Erkan et al., 2012a]. Kommt es zu Verletzungen des Pankreasgewebes, transformieren
ruhende PSC in einen aktiven Zustand und nehmen einen Myofibroblasten-ahnlichen Phanotyp an.
Sie verlieren ihre Vitamin A-haltigen Lipidtropfchen und beginnen mit der Synthese von alpha-
Glattmuskelaktin (alpha-smooth muscle actin = a-SMA). Die Expression von a-SMA kennzeichnet
somit den Ubertritt zu einem Myofibroblasten-dhnlichen Phanotyp und ist ein Biomarker fiir

aktivierte PSC [Krizhanovsky et al., 2008].

In Folge dieser Aktivierung kommt es zu einer massiven Produktion und Sekretion von
extrazellularer Matrix, Proteinen, Zytokinen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren [Masamune et
al., 2009]. Der hieraus resultierende Verlust des homgostatischen Gleichgewichts bedingt die
charakteristische Desmoplasie des PDAC, die sich durch eine vermehrte Proliferation und
Aktivierung von Stroma (PSC, Fibroblasten, Myofibroblasten), Entzindungszellen und einer
massiven Synthese an Komponenten der extrazellularer Matrix auszeichnet und unterhélt. Das
neu gebildete Bindegewebe weist hierdurch eine hohe Heterogenitat zellularer und azellularer

Komponenten auf (Tabelle 1) [Erkan et al., 2012a, Erkan et al., 2012b, Erkan et al., 2012c].



zellulare Komponenten azellulare Komponenten

Fibroblasten Extrazellulare Matrix z.B.

Pancreatic stellate cells (PSC) Kollagen I, 111, IV

Immunzellen Fibrinogen

Endothelzellen Hyaluron

Nervenzellen Fibrin
Fibronectin
Laminin
und eine Vielzahl weiterer Proteine, Enzyme und
Wachstumsfaktoren

Tabelle 1 Tabellarische Ubersicht zellularer und azellularer Komponenten der desmoplastischen
Stromareaktion

Das Stromareichtum und die hieraus resultierende Hypovaskularisation sind definierende
Merkmale des PDAC. Sie sind haupturséchlich fir die ausgepréagte Hypoxie im Zentrum des
Tumors [Erkan et al.,, 2012a]. Hypoxie-induzierte Mechanismen, wie Verdnderungen des
Tumorzellmetabolismus (vermehrte  Energiegewinnung Uber die anaerobe Glykolyse),
Veradnderungen des Tumorzellphanotyps durch epithelial-mesenchymale Transition (EMT) und die
Entwicklung von einem lokal wachsenden zu einem metastasierenden Tumor werden hierdurch
induziert [Erkan et al., 2009, Lu et al., 2010]. Diese extremen Bedingungen fithren im Verlauf zu
einer Selektion aggressiver Subklone und férdern die Invasivitat des Tumors [Erkan et al., 2009,
Kleger et al., 2014]. Stromareichtum und Hypovaskularisation bewirken einen eingeschréankten
Transport zytotoxischer Substanzen an die Tumorzellen. Die Ausbildung von abnormalen und
partiell funktionslosen TumorgefalRen erschwert zusétzlich den Zugang der Chemotherapeutika
zum Wirkort Tumor, insgesamt alles Griinde fir die geringe Effektivitat einer Zytostatikatherapie

beim PDAC [Assifi et al., 2011a, Provenzano et al., 2012].

Trotz intensiver Forschungsbemiihungen der vergangenen Jahre haben sich fir das PDAC bisher
nur wenige Molekile als nitzliche prognostische oder pradiktive Biomarker erwiesen. Anhand der
aktuell existierenden Datenlagen wurden folgende 5 desmoplastische Stromamarker ausgewahlt,

um die Stromareaktion in dieser Arbeit ndher zu charakterisieren:

a-SMA ist der bestbekannteste Marker zur Charakterisierung von aktivierten PSC (Abbildung 4).

Lasst sich in gesundem Pankreasgewebe lediglich eine geringe Menge an a-SMA nachweisen,
9



imponiert in pathologisch desmoplasiereichen Arealen ein prominentes Farbemuster [Apte et al.,

2004].

Tenascin C ist ein Protein der extrazellularen Matrix, welches in soliden Tumoren héaufig
Uberexprimiert wird. Die Expression von Tenascin C ist im PDAC signifikant héher als in normalem
Pankreasgewebe und kann dort in PSC und im Stroma nachgewiesen werden [Esposito et al.,

2006].

Secreted protein acidic and rich in cysteine (SPARC), auch Osteonectin-1 genannt, ist in
desmoplastischem Stroma beim PDAC haufig Uberexprimiert. Das Glykoprotein wird von PSC
exprimiert (Abbildung 4). Eine hohe SPARC-Expression im PDAC Kkorreliert mit einer hohen

Tumoraggressivitat und einem schlechteren Uberleben [Mantoni et al., 2008].

Neurotrophin-3 (NT-3), zur Nerve Growth Factor (NGF)-Familie gehtrend, stimuliert und
kontrolliert die Neurogenese von Neuronen des peripheren und zentralen Nervensystems. Eine

Uberexpression von NT-3 ist im PDAC zu beobachten [Ohta et al., 1997].

a-Crystallin B gehort zur Familie der Hitzeschockproteine und wird hauptsachlich in Augenlinse
sowie Muskelgewebe exprimiert [Tallot et al., 2003]. In Adenokarzinomen, wie dem duktalen

Mammakarzinom, gilt a-Crystallin B als prognostisch schlechter Marker [Kim et al., 2011].
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Abbildung 4 Exemplarisch pfeilmarkierte PSC im desmoplastischen Bindegewebe eines neoadjuvant
vorbehandelten PDAC. Links: Darstellung der PSC in der o-SMA Féarbung, rechts:

Darstellung der PSC in der SPARC-Farbung.

1.4 Allgemeine Bedeutung der Bestimmung der Tumorregression nach neoadjuvanter

Therapie

Die Anwendung einer neoadjuvanten Therapie fuhrt im Regelfall zu morphologischen
Veranderungen des Karzinomgewebes, idealerweise sogar zu dessen totaler Riuckbildung (keine
vitalen Tumorzellen mehr nachweisbar) [Wittekind et al., 2012]. Die postoperative Beurteilung
durch den Pathologen soll das Ausmall der Tumorregression und mdgliche vorhandene
Therapieeffekte exakt erfassen [Hartman et al., 2012]. Die histopathologische Beurteilung erfolgt in
der Regel mit Hilfe einer Tumorregressionsgraduierung (TRG), welche zwischen fehlender
Regression, partieller Regression (mehrere Zwischenzustande sind hier méglich) und kompletter
Regression differenziert [Verbeke et al., 2015, Wittekind et al., 2012]. Als Zeichen eines
Therapieeffekts konnen flr Adenokarzinome im Allgemeinen, wie fir das PDAC im Speziellen,
histomorphologische Merkmale wie Schleimseen [Becker et al., 2003, Evans et al., 1992, Shia et
al., 2011], zytoplasmatische Vakuolen [Becker et al., 2003, Sethi et al., 2012, Srigley et al., 2012],
Nekrosen und Fibrosebezirke [Becker et al.,, 2003, Sethi et al.,, 2012, White et al., 2005]
beobachtet werden. In der Literatur werden einige dieser Merkmale beziglich ihrer (Pré)existenz
und prognostischen Aussagekraft im PDAC jedoch kontrovers diskutiert [Hartman et al., 2012]. Der

in der Vergangenheit erbrachte Nachweis einer histopathologischen Tumorregression nach
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neoadjuvanter Therapie korrelierte in Studien fur Tumorentitdten wie beispielsweise dem Magen-
[Ajani et al., 2005], Rektum- [Garcia-Aguilar et al., 2003] und Osphaguskarzinom [Meredith et al.,
2010] mit einem besseren Uberleben. Fiir das neoadjuvant vorbehandelte PDAC konnten White
und Kollegen anhand 54 Patienten zeigen, dass Patienten mit hoher Tumorlast im postoperativen
Pankreaspraparat nach neoadjuvanter Chemotherapie ein kirzeres Uberleben zeigten als
Patienten mit einer mittleren bis fehlenden Tumorlast nach neoadjuvanter Therapie [White et al.,

2005].

Problematik der Bestimmung einer TRG mit Blick auf bereits vorhandene Methoden

Das PDAC mit seiner kennzeichnenden desmoplastischen Stromareaktion wirft Hirden fur
eine exakte Regressionsbestimmung seines Tumorlagers auf. Im Einzelfall kann es schwierig bis
unmadglich sein, spontane von therapieinduzierten Stromaveranderungen mittels konventioneller

Mikroskopie zu unterscheiden bzw. rdumlich voneinander abzugrenzen [Hartman et al., 2012].

Aktuell existieren mehrere TRG zur histopathologischen Beurteilung der Tumorregression fir das
neoadjuvant vorbehandelte PDAC, vorgeschlagen von Ishikawa und Kollegen, Evans und
Kollegen, The College of American Pathologists (CAP), Chatterjee und Kollegen sowie White und

Kollegen (Tabelle 2).

Ende der 1980er entwickelten Ishikawa und Kollegen ein dreistufiges Klassifikationssystem,
welches den Effekt einer Strahlentherapie auf 12 PDAC-Praparate bewerten sollte. Die Autoren
untersuchten die Menge (<1/3, 1/3-2/3 und >2/3) der massiv degenerativ veranderten Tumorzellen
(severely degenerative cancer cells (SDCC)) in Relation zur gesamten Tumorzellpopulation

[Ishikawa et al., 1989].

Evans und Kollegen schéatzten in einem vierstufigen Graduierungssystem den prozentualen
Anteil vitaler Tumorzellen in der zurickgebliebenen Tumorlasion ein. Grad I: <10% oder keine
Tumorzelldestruktion, Grad lla: 10-50%  Tumorzelldestruktion, Grad Ilb: 51-90%

Tumorzelldestruktion, Grad lll: wenige vitale Tumorzellen <10% und Grad IV: keine vitalen

12



Tumorzellen im Prdparat mehr nachweisbar. Zusatzlich wurden (azellulare) Schleimseen als

regressives Merkmal bewertet [Evans et al., 1992].

CAP entwickelte ebenfalls ein vierstufiges Modell. Grad 0: komplettes Ansprechen (keine vitalen
Tumorzellen), Grad 1: deutliches Ansprechen (einzelne Tumorzellen oder kleine Gruppen von
Tumorzellen), Grad 2: mafRiges Ansprechen (Residualtumor mit Gberwiegender Fibrosierung) und
Grad 3: mangelndes bis fehlendes Ansprechen nach neoadjuvanter Therapie (minimale bis

fehlende Tumorregression, ausgepragter Residualtumor) [Washington et al., 2013].

Chatterjee und Kollegen schlugen vor, die existierende TRG von CAP aufgrund einer fehlenden
Konsequenz beziiglich der Uberlebensprognose fiir Grad 2 und Grad 3 in ein dreistufiges Modell
abzuandern. Grad 0: kein Residualtumor, Grad 1: minimaler Residualtumor (<5%) und Grad 2: 5%

Residualtumor oder mehr nachweisbar [Chatterjee et al., 2012].

White und Kollegen legten ein dreistufiges Klassifikationssystem vor. Die Grol3eneinteilung des
Residualtumors (grof3, moderat oder klein) erfolgte anhand des Prozentsatzes vitaler

Karzinomzellen (>90%, 10%-90% und 0-<10%) im Praparat [White et al., 2005].

Klassifikation Grad Beschreibung

Ishikawa und 1 <1/3% SDCC

Kollegen 2 1/3-2/3 SDCC
J 3 >2/3% SDCC

[ <10% oder keine Tumorzelldestruktion
I 10-90% Tumorzelldestruktion
lla 10-50% Tumorzelldestruktion

Evans und Ilb 51-90% Tumorzelldestruktion
Kollegen 11 wenige vitale Tumorzellen <10%
I1IM messbare Schleimseen
v keine vitalen Tumorzellen

IVM azellulare Schleimseen

0 komplettes Ansprechen (keine vitalen Tumorzellen)
1

deutliches Ansprechen (einzelne Zellen oder kleine
The College of
Gruppen von Tumorzellen)

é;ntﬁglcoar?sts 2 mafRiges Ansprechen (Residualtumor mit Uberwiegender
(CAP) 9 Fibrosierung)
3 mangelndes bis fehlendes Ansprechen (minimale bis

fehlende Tumorregression, ausgepréagter Residualtumor)
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0 kein Residualtumor mehr nachweisbar
1

Chatterjee und minimaler Residualtumor (<5%) nachweisbar (einzelne

Kollegen Zellen oder kleine Gruppen von Tumorzellen)

2 >5% Residualtumor oder mehr nachweisbar
Residuale
. TumorgroRRe
\Ii\g;ll;[ee ggd grofd >90% vitale Tumorzellen
9 moderat 10-90% vitale Tumorzellen
klein 0-<10% vitale Tumorzellen
Tabelle 2 Tabellarischer Uberblick der derzeit existierenden TRG fiir das neoadjuvant vorbehandelte
PDAC

Die Vielzahl koexistierender TRG fur das neoadjuvant vorbehandelte PDAC verdeutlicht die
Schwierigkeit ein Klassifikationssystem zu etablieren. Eine internationale Vereinbarung fiir den
Forschungs- und Klinikalltag fehlt bis heute [Chatterjee et al., 2012]. Die prognostische Signifikanz
und Reproduzierbarkeit der derzeit verfigbaren TRG ist weitgehend unbekannt [Verbeke et al.,
2015]. Neoadjuvante Therapiestrategien beim PDAC sind somit aktuell nur schwer zu tberprifen

und zu optimieren [Hartman et al., 2012].
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2 Zielsetzung

Die Biologie des PDAC wirft der Wissenschaft trotz eines kontinuierlichen Erkenntnisgewinns
innerhalb der letzten Jahre noch zahlreiche Fragen auf. Der Aufbau des Stromas und die darin
stattfindenden Interaktionen sind sehr komplex und erst in ihren Ansatzen verstanden [Erkan et al.,

2012a).

Ziel dieser Arbeit ist es, mittels histochemisch- und immunhistochemischer Farbungen, die
Stromareaktion von neoadjuvant therapierten PDAC naher zu untersuchen und zu

charakterisieren. Die vorliegende Arbeit behandelt folgende Fragen:

1. Wie sehen qualitative und quantitative histomorphologische Verédnderungen im neoadjuvant
vorbehandelten PDAC aus - insbesondere mit Blick auf die Komposition des Stromas?

2. Ergeben sich hieraus charakteristische Merkmale, die auf eine Veranderung von Tumorbiologie
und Therapieansprechen schlieBen lassen? Kodnnen Biomarker flr Karzinom assoziierte
Fibroblasten (a-Crystallin B, o-SMA, NT-3, SPARC, Tenascin C) oder Marker zur
Charakterisierung der proliferationsaktiven (Kiel (Ki)67) bzw. apoptotischen Tumorzellen
(TUNEL assay) diese Veranderungen abbilden?

3. Wie kann eine TRG unter Berucksichtigung der Stromareaktion fur das neoadjuvant

vorbehandelte PDAC aussehen?
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3  Material und Methoden

Ein positives Ethikvotum der Technischen Universitdt Minchen mit der Studiennummer

1967/2007 wurde fir die verwendeten Gewebeproben und Daten erteilt.

3.1 Probenmaterial

Fur die vorliegende Arbeit konnte neoadjuvant vorbehandeltes PDAC-Gewebe von 27
Patienten gesammelt werden. Diese Patienten hatten sich alle in der Abteilung fir
Viszeralchirurgie am Klinikum rechts der Isar der Technischen Universitdt Minchen zwischen
September 2008 bis Januar 2014 einer Resektion ihres zuvor diagnostizierten und therapierten

PDAC unterzogen.

Die Operationspraparate wurden dber Nacht in 4%igem Formalin fixiert, nach einem
standardisierten Protokoll [Esposito et al., 2008] zugeschnitten und (nahezu) komplett in Paraffin
eingebettet. Die Tumorklassifikation erfolgte nach dem UICC 2009 Schema [International Union
Against Cancer (UICC), 2009]. Anhand der histopathologischen Befunde und nach sorgfaltiger
Sichtung der Hamatoxylin-Eosin (HE)-Schnitte, wurden 1 bis 3 repréasentative Gewebebloécke pro
Fall ausgewahlt und weiter untersucht. ldealerweise reprasentierte ein Gewebeblock einen
zentralen (Tumorzentrum), ein zweiter Gewebeblock einen peripheren und ein dritter Gewebeblock
einen intermediaren (zwischen zentralem und peripherem Areal lokalisierten) Anteil des Tumors.
Es sollte hierdurch ein moglichst exakter Eindruck tber Wachstum, Grof3e und Ausdehnung des
Tumors und der Stromareaktion erzielt werden (Abbildung 5). Fur 5 Falle standen 2 und fir 4 Falle

stand ein reprasentativer Gewebeblock zur Verfigung.

Von den ausgewahlten Gewebeblocken wurden fir weitere Untersuchungen mittels
Rotationsmikrotoms (Thermo Fisher Scientific) 3 um dicke Schnitte angefertigt, auf Objekttrager

aufgezogen und gefarbt.

Von 5 Patienten (Fall 6, 8, 9, 16, 20) konnte zusatzlich pratherapeutisches Biopsiematerial
untersucht werden. Weiter konnten 10 primar resezierte (therapienaive) PDAC-Félle (5

Pankreaskopfkarzinome und 5 Pankreasschwanzkarzinome) auf ihre Stromazusammensetzung
16



sowie auf mogliche Unterschiede im Vergleich zum neoadjuvant therapierten PDAC untersucht
werden. Die 10 primar resezierten PDAC-Falle stammten aus der Pathologie der Universitét
Heidelberg. Der Verwendung der Gewebeproben wurde durch das Ethikkomittee der Universitét

Heidelberg mit der Studiennummer 301/2001 stattgegeben.

Abbildung 5 Neoadjuvant vorbehandeltes Pankreaslinksresektat mit schematischer Darstellung der

eingeteilten Zonen (z = zentral, i = intermediar und p = peripher)
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3.2 Reagenzien, Kits und Geréte

Die verwendeten Reagenzien (Tabelle 3), Kits sowie Gerate und Software (Tabelle 4) sind

nachfolgend alphabetisch aufgelistet:

Reagenzien

Firma

Alcianblau

Alexa Fluor488 goat anti mouse IgG
Antibody diluent Dako REAL™

Citrat

Dako EnVision™ Detektionssystem (Kaninchen)
Eosin

Essigsaure 100%ig

Ethanol 70%ig

Ethanol 96%ig
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Formalin 4%ig

Hamalaun nach Mayer

Isopropanol 100%ig

Na-Perjodat

Natronlauge

Normalserum (Ziege) 3%ig
Phosphate Buffered Saline (PBS)
Pronase

Proteinkinase K

Schiffsches Reagenz
Streptavidin-Peroxidase

Ventana Bluing Reagent

Ventana Cell Conditioner 1 (CC1)
Ventana EZ Prep™ 10X

Ventana Liquid Coverslip (LCS)
Ventana Protease 1

Ventana Reaction Buffer 10X
Ventana ultraView™ Copper
Ventana ultraView™ DAB Chromogen
Ventana ultraView™ DAB H,0,
Ventana ultraView™ HRP Universal Multimer
Ventana ultraView™ Inhibitor
Wasserstoffperoxid (H,O,) 30%ig
Xylol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim (D)
Life Technologies GmbH, Darmstadt (D)
Dako Deutschland GmbH, Hamburg (D)
Merck KGaA, Darmstadt (D)

Dako Deutschland GmbH, Hamburg (D)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim (D)
Merck KGaA, Darmstadt (D)

Merck KGaA, Darmstadt (D)

Merck KGaA, Darmstadt (D)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim (D)
Staub & Co. GmbH, Miinchen (D)
AppliChem GmbH, Darmstadt (D)

Merck KGaA, Darmstadt (D)

Merck KGaA, Darmstadt (D)

Merck KGaA, Darmstadt (D)

abcam, 330 Cambrigde Science Park (GB)
GE Healthcare, Minchen (D)

Merck KGaA, Darmstadt (D)

Roche Diagnostics, Mannheim (D)

Merck KGaA, Darmstadt (D)

medac GmbH, Hamburg (D)

Ventana Medical Systems, Inc., Basel, (CH)
Ventana Medical Systems, Inc., Basel, (CH)
Ventana Medical Systems, Inc., Basel, (CH)
Ventana Medical Systems, Inc., Basel, (CH)
Ventana Medical Systems, Inc., Basel, (CH)
Ventana Medical Systems, Inc., Basel, (CH)
Ventana Medical Systems, Inc., Basel, (CH)
Ventana Medical Systems, Inc., Basel, (CH)
Ventana Medical Systems, Inc., Basel, (CH)
Ventana Medical Systems, Inc., Basel, (CH)
Ventana Medical Systems, Inc., Basel, (CH)
Merck KGaA, Darmstadt (D)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim (D)

Tabelle 3 Liste der verwendeten Reagenzien
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Verwendete Kits

ApopTag® Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit S7101, Millipore S.A.S., Molsheim (F):

Inhalt: Equilibration Buffer, Reaction Buffer, TdT Enzyme, Stop/Wash Buffer, Anti-Digoxigenin-

Peroxidase, Plastic Coverslips, Control Slides, DAB Substrate, DAB Dilution Buffer

Bright-DAB (3,3 -Diaminobenzidin) Substrat Kit, medac GmbH, Hamburg (D):

Inhalt: DAB Dilution Buffer und DAB Substrate

MOVAT'’S Pentachrom nach VERHOFF Féarbekit, MORPHISTO® GmbH, Frankfurt am Main (D):

Inhalt: Alcianblau 1%ig, Verhoff Gebrauchslésung A, B, C, Eisen(ll)Chlorid 1%ig, Brilliant-Crocein-

Saurefuchsin, Phosphorwolframséure 2%ig, Safron du Gatinais

Gerate und Software

Produkt

Firma

Aperio ImageScope-Viewing-Software
Aperio Scanscope CS

Dako AutoStainer Farbesystem
Definiens Tissue Studio digital pathology
image analysis

Eindeckautomat RCM 2000

Hareus Hera Safe CO, Inkubator

IBM SPSS inc., Version 21

Microm HM 335 E
Schnellkochtopf

Tissue Stainer TST 40
Ventana Bench Mark XT

Leica Biosystems, Wetzlar (D)
Leica Biosystems, Wetzlar (D)

Dako Deutschland GmbH, Hamburg (D)
Definiens AG, Miinchen (D)

MEDITE GmbH, Burgdorf (D)

Thermo Fisher Scientific, Schwerte (D)
IBM Deutschland GmbH, Ehningen (D)
Thermo Fisher Scientific, Schwerte (D)
WMF, Geislingen/Steige (D)

MEDITE GmbH, Burgdorf (D)

Roche Diagnostics Deutschland GmbH,
Mannheim (D)

Tabelle 4 Liste der verwendeten Geréate und Software

3.3 Farbemethoden — histologische und histochemische Farbungen

Die in dieser Arbeit erfolgten Farbungen sind nachfolgend beschrieben. Abbildung 6 gibt einen
tabellarischen Uberblick der durchgefiihrten Farbungen der zentralen, intermediaren und
peripheren Zone. Zum Auschluss vitaler Tumorzellen wurde nachtraglich fir 3 einzelne Schnitte

die Farbung anti-Cytokeratin(CK)pan-MNF116 durchgefihrt.
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3.3.1 Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung

Die HE-Farbung ist die am haufigsten verwendete Farbemethode fiir die morphologische
Untersuchung feingeweblichen Materials. Sie setzt sich aus zwei Einzelfarbungen zusammen, der
Hamalaun- und Eosinfarbung. Hamalaun farbt basophile Strukturen wie beispielsweise Zellkerne
und Ribosomen blau an. Eosin farbt eosinophile Strukturen wie Kollagen, Zellplasmaproteine,

Mitochondrien und das glatte endoplasmatische Retikulum rot an.

Fur den Farbevorgang wurde das Paraffin der Schnitte in einem Brutschrank bei 65 Grad Celsius
(°C) zum Schmelzen gebracht. Die nachfolgenden Arbeitsschritte erfolgten vollautomatisch im
Tissue Stainer TST 40 des Routinelabors der Pathologie der Technischen Universitat Minchen.
Die Leerschnitte wurden maschinell entparaffiniert, rehydriert und fir 2 mal 3 Minuten im
Hamalaunbad gefarbt. Fir 2 mal 2 Minuten wurden die Schnitte anschlie3end in einem Wasserbad
gespult und weiter fir 2 Minuten in einem Eosinbad gefarbt. Zuletzt erfolgten die Dehydratation in

aufsteigender Alkoholreihe sowie das Eindeckeln der Schnitte.

Die Vorbehandlung der Paraffinschnitte erfolgte fur alle manuell durchgefiihrten Farbungen
nach folgendem Schema und ist nachfolgend exemplarisch beschrieben: Die in Formalin fixierten
und Paraffin eingebetteten Gewebeproben wurden auf Objekttrager aufgezogen und tber Nacht in
einem Brutschrank bei 37°C inkubiert. Vor Beginn des Farbevorgangs wurde das Paraffin der
Schnitte in einem Brutschrank bei 65°C zum Schmelzen gebracht. Weiter wurden die Schnitte fur
20 Minuten in Xylol entparaffiniert, in einer absteigenden Alkoholreihe (Isopropanol 100%ig,
Ethanol 96%ig, Ethanol 70%ig, je 10 Minuten) rehydriert und mit Dako Waschpuffer (Verdiinnung

1:10) gespdult.

3.3.2 Periodsaure-Schiff-Reaktion (PAS) Alcianblau

Hierbei handelt es sich um eine Farbemethode, welche die PAS- und die Alcianblaufarbung
miteinander kombiniert. Mit Hilfe der PAS-Farbung werden stark kohlenhydrathaltige Bestandteile
rot-violett angefarbt, wahrend die Alcianblaufarbung saure Polysaccharide blaut. Die manuell
vorbehandelten Schnitte wurden fir 2 Minuten in 3%ige Essigsdure getaucht und anschliel3end fur

10 Sekunden in destilliertem Wasser gespult. Weiter wurden die Schnitte fir 5 Minuten in
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Alcianblau getaucht und unter laufendem Wasser entblaut. Die anschlieRende PAS-Farbung
erfolgte vollautomatisch im Tissue Stainer TST 40. Fur 5 Minuten wurden die Schnitte maschinell
in ein Natriumperiodat-Bad eingetaucht, fir 15 Sekunden in 70%igen Alkohol, fir 6 Minuten in
Schiffsches Reagenz und fur 5 Minuten in ein Wasserbad verbracht. Die Gegenféarbung erfolgte fur
8 Minuten in Hamalaun. Nachfolgend wurden die Schnitte in einem Wasserbad gespult. Zuletzt
erfolgten die Dehydratation in aufsteigender Alkoholreihe sowie das maschinelle Eindeckeln der

Schnitte.

3.3.3 Movat Pentachromfarbung nach Verhoff

Mit der Movat Pentachromfarbung kénnen die verschiedenen Bindegewebskomponenten in
einer Farbung dargestellt werden. Die Farbung erleichtert somit die Differenzierung einzelner
Bindegewebsarten und erlaubt eine préazisere Charakterisierung der Stromareaktion des PDAC.
Zellkerne erscheinen blauschwarz, Muskulatur und elastische Fasern rot, Grundsubstanz blau,
Kollagen gelb, Knorpel blau-grin und Knochen dunkelrot. Die Movat Pentachromfarbung erfolgte

manuell bei Raumtemperatur.

Die manuell vorbehandelten Schnitte wurden zunachst fir 30 Sekunden in 3%ige Essigsaure
getaucht. In einem Bad aus 1%igem Alcianblau wurden die Schnitte fir 30 Minuten gefarbt und
anschliel3end fur 2 Minuten mit Leitungswasser gespult. Zum Anfarben der Zellkerne wurden die
Schnitte fur 8 Minuten in Verhoff-Gebrauchslésung getaucht (Zusammensetzung: Verhoff-
Stammldsung A, B und C im Verhdltnis 3:2:1), zum Beizen fur 1 Minute in Eisen(lll)Chlorid 1%ig
getaucht und far 10 Minuten unter flieRendem Leitungswasser gespult. Das Zytoplasma wurde fir
6 Minuten mit Brillant-Crocein—Saurefuchsin angefarbt. Zum Differenzieren des Gewebes wurden
die Schnitte fir 30 Sekunden in 1%ige Essigsaure getaucht, danach fir 15 Minuten in 2%iger
Phosphorwolframséure gebeizt und fir 3 sowie anschlieBend fir 15 Minuten in 99%igem
vergéllten Ethanol entwéssert. Kollagenfasern wurden mit der Losung Safron du Gatinais fur 15
Minuten angefarbt. Zuletzt erfolgten die Dehydratation mit Ethanol, Isopropanol und Xylol sowie

das maschinelle Eindeckeln der Schnitte.
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3.4 Immunhistochemie

Die anti-NT-3, anti-SPARC und anti-o-Crystallin B Farbungen wurden auf dem Dako
AutoStainer Farbesystem nach hierfir eigens etablierten Farbeprotokollen (Tabelle 5)
durchgefuhrt. Die manuell vorbehandelten Schnitte wurden einer hitzeinduzierten oder
enzymatischen Epitopdemaskierung unterzogen. Fir die hitzeinduzierte Epitopdemaskierung (anti-
SPARC und anti-a-Crystallin B) wurden die Schnitte auf Schaukeln aufgesteckt und in einem mit
Citratpuffer (10 Milimolar, pH-Wert 6,0) gefillten Schnellkochtopf fir 20 Minuten auf maximaler
Stufe gekocht. AnschlieRend wurde der Schnellkochtopf mit destilliertem Wasser aufgefillt und die
Schnitte wurden fur 30 Minuten in lauwarmem Citratpuffer inkubiert. Fur die enzymatische
Epitopdemaskierung (anti-NT-3) wurde auf jeden Schnitt Pronase (pH-Wert 6-7; verdiunnt mit Dako
Waschpuffer 1:20) aufgetragen und fir 4 Minuten bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Alle
nachfolgenden Schritte wurden bei Raumtemperatur durchgefihrt. Die Schnitte wurden 3-mal
hintereinander mit Dako Waschpuffer gespult und anschlielend auf den Dako AutoStainer
aufgesteckt. Zwischen jedem einzelnen Farbeschritt erfolgte die automatische Spulung der
Schnitte mit Dako Waschpuffer. Die endogene Peroxidase wurde mittels Auftragens von 3%igem
Wasserstoffperoxid (H.O,) in  Methanol blockiert. Die Blockierung unspezifischer
Antikdrperbindungen erfolgte mit 3%igem Normalserum (Ziege). Danach wurden die Schnitte mit
ihrer entsprechenden Primarantikdrperlosung in der jeweiligen spezifischen Verdinnung in
REAL™ Antibody Diluent fiir eine Stunde inkubiert. Weiter wurden die Schnitte mit dem
biotinylierten Sekundarantikérper Ziege-gegen-Maus (fur die SPARC-Farbung) oder dem Dako
EnVision™ Detektionssystem (fiir die NT-3- und a-Crystallin-B-Farbung) fiir 30 Minuten inkubiert.
Fir die SPARC-Farbung war zudem eine 30-mindtige Behandlung mittels Strepatividin-Peroxidase
notwendig. Die Visualisierung der Farbreaktion erfolgte mit Dako Bright DAB (3,3'-
Diaminobenzidin), welches fur 5 Minuten aufgetragen wurde. AnschlieBend wurden die Schnitte
dem Dako AutoStainer entnommen und mit destillietem Wasser gesplilt. Die Gegenfarbung
erfolgte in einer mit Mayer's Hamalaun gefullten Glasklvette fur 10 Minuten. Unter flie3end
Warmwasser wurden die Schnitte fir 10 Minuten geblaut. Zuletzt erfolgten die Dehydratation in

aufsteigender Alkoholreihe sowie das maschinelle Eindeckeln der Schnitte.
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Die o-SMA-, Tenascin C-, Ki67- (Bestimmung der Proliferationsrate) und CKpan-MNF116-
Farbungen wurden auf der Ventana Bench Mark XT, einem vollautomatischen Farbesystem fir
immunhistochemische Farbungen, durchgefihrt (Tabelle 5). Spezielle Deckglaschen wurden
wéhrend des Farbevorgangs verwendet, um einer Evaporation wasserhaltiger Reagenzien
entgegenzuwirken. Zwischen den einzelnen Farbeschritten wurden die Schnitte mit Ventana

Reaktionspuffer (pH-Wert 7,6) gespllt.

Die in Formalin fixierten und Paraffin eingebetteten Gewebeproben wurden auf Objekttrager
aufgezogen, Uber Nacht in einem 37°C warmem Brutschrank inkubiert und fir den Farbevorgang
auf die Ventana BenchMark XT aufgesteckt. Die Entparaffinierung der Schnitte erfolgte bei 76°C
mit Hilfe der Ventana EZ Prep™ Entparaffinierungslésung. Es folgte eine hitzeinduzierte
Epitopdemaskierung mittels Ventana Cell Conditioning 1 (Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)-
Puffer pH-Wert 8,4) bei 95°C fir die a-SMA-, Tenascin C- und Ki67-Farbung. Zur Inaktivierung der
endogenen Peroxidase wurden die Schnitte nachfolgend mit Ventana ultraView™ Inhibitor
(3 %iges H,0,) fur 4 Minuten inkubiert. Fir die CKpan-MNF116-Farbung erfolgte eine
enzymatische Epitopdemaskierung mittels Ventana Protease 1 (pH-Wert 7,4) fur 8 Minuten bei
37°C. Eine fur jede Farbung spezifische gebrauchsfertige Primarantikdrperldsung wurde
aufgetropft und fur 20 bis 32 Minuten bei 37°C inkubiert. Weiter wurden die Schnitte mit der
Ventana ultraView™ Horseradish Peroxidase Universal Multimer (einem Substanzgemisch aus
anti-Kaninchen, anti-Maus Immunglobulin (Ig)G und anti-Maus IgM) fir 8 Minuten inkubiert. Mit
Ventana ultraView™ DAB Chromogen und Ventana ultraView™ DAB H,0, (0,04 %iges H,O,)
wurden die Schnitte fiir 8 Minuten inkubiert. Weiter wurde ein Tropfen der Ventana ultraView™
Copper Losung (5g/l Kupfersulfat) aufgetropft und fir 4 Minuten inkubiert, um die Farbreaktion zu
intensivieren. Die Gegenfarbung erfolgte mittels Hamalaun fir 8 Minuten. Eine maschinelle
Blauung des Gewebes fur 4 Minuten mit Spullung folgte. Zuletzt wurden die Schnitte in

aufsteigender Alkoholreihe dehydriert und maschinell eingedeckelt.
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14

Antikdrper

Reaktionsmuster

Vorbehandlung

Verdinnung

Inkubationszeit

Spezies

Firma

Anti-CKpan-
MNF116

Anti-NT-3

Anti-SPARC

Anti-Tenascin C
Anti-a-Crystallin
B

Anti-a-SMA
(HHF35)

Ki67Antigen
(MIB1)

intrazytoplasmatisch,
Intermediarfilamente

intrazytoplasmatisch,
PSC, Stromazellen,
Nerven
intrazytoplasmatisch,
PSC, extrazellulare
Matrix, Epithelzellen,
Nerven
intrazytoplasmatisch,
PSC, extrazellulare
Matrix
intrazytoplasmatisch,
Augenlinse, inaktive
PCS
intrazytoplasmatisch,
aktivierte PSC, glatte
Muskelzellen
intranuklear, in aktiven
Phasen der Mitose
exprimiert

Protease fir 8
Minuten bei 37°C

Pronase fur 4
Minuten bei 37°C

Citrat (pH-6,0) fir 20
Minuten auf voller
Stufe

EDTA (pH-8,4) fur 30
Minuten bei 95°C

Citrat (pH-6,0) fur 20
Minuten auf voller
Stufe
EDTA (pH-8,4) fur 30
Minuten bei 95°C

EDTA (pH-8,4) fir 30
Minuten bei 95°C

1:200

1:100

1:500

1:10

1:200

1:200

1:50

32 Minuten bei
37°C

60 Minuten bei
Raumtemperatur

60 Minuten bei
Raumtemperatur

28 Minuten bei
37°C

60 Minuten bei
Raumtemperatur

28 Minuten bei
37°C

20 Minuten bei
37°C

Maus, monoklonal

Kaninchen,
polyklonal

Maus, monoklonal

Maus, monoklonal

Maus, monoklonal

Maus, monoklonal

Maus, monoklonal

DCS - Innovative
Diagnostik-
Systeme,
Hamburg (D)
Santa Cruz,
Heidelberg (D)

InvitrogenTM,
Darmstadt (D)

Leica
Biostystems,
Wetzlar (D)

Enzo Life
Sciences GmbH,
Ldrrach (D)
Dako Deutschland
GmbH, Hamburg
(D)

Dako Denmark
A/S,Glostrup (DK)

Tabelle 5

Tabellarische Ubersicht der verwendeten Antikérper, ihre Reaktionsmuster und spezifischen Besonderheiten



3.5 TUNEL assay

Die erstmals im Jahr 1992 beschriebene TUNEL-Methode (TdT-mediated dUTP-biotin nick
end labeling) dient dem Nachweis von Zellkernen apoptotischer Zellen in Gewebeschnitten
[Gavrieli et al., 1992]. Fur die TUNEL-Farbung wurde das Apoptosis Detection Kit der Firma

Millipore verwendet. Die Farbung erfolgte manuell nach nachfolgendem Farbeprotokoll.

Auf die manuell vorbehandelten Schnitte wurde Proteinase K (20ug/ml, im Verhaltins 1:1000 mit
Phosphate Buffered Saline (PBS) verdinnt) aufgetropft und fir 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Im Anschluss wurden die Schnitte fir 2 mal 2 Minuten mit destilliertem Wasser gespdlt.
Zur Blockierung der endogenen Peroxidase wurden die Schnitte fir 5 Minuten mit 3%igem H,O,
(30%-iges H,O, verdunnt mit PBS) inkubiert und weiter fir 2 mal 5 Minuten mit Dako Waschpuffer
gespult. Equilibrationspuffer wurde fir 10 Minuten auf die Schnitte aufgetropft. Bei 37°C erfolgte
fur 60 Minuten eine Inkubation mit Working Strength terminale Desoxyribonukleotidyltransferase
(TdT-Enzym) Reagenz (TdT-Enzym verdinnt mit Reaktionspuffer). Zur Unterbrechung der
Enzymreaktion wurde eine Stop/Waschpuffer-Losung (verdinnt mit destilliertem Wasser) fur 10
Minuten aufgetropft. Es folgten drei Waschvorgange von jeweils 1 Minute mit Dako Waschpuffer.
Weiter wurden die Schnitte in einer Inkubationsbox fir 30 Minuten bei Raumtemperatur mit
Antidigoxigeninkonjugat inkubiert und anschliel3end 4-mal fir 2 Minuten mit Waschpuffer gespdilt.
Zur Visualisierung der Farbreaktion wurde fir 3 bis 6 Minuten DAB-Substrat aufgetragen und die
Schnitte wurden anschlieBend 3-mal mit destilliertem Wasser gespult. Die Gegenfarbung erfolgte
in einer mit Mayer’'s Hamalaun gefullten Glaskivette fur 10 Minuten. Unter flieBend Warmwasser
wurden die Schnitte fir 10 Minuten geblaut. Zuletzt erfolgten die Dehydratation in aufsteigender

Alkoholreihe sowie das maschinelle Eindeckeln der Schnitte.

3.6 Auswertung der Ergebnisse

Die gefarbten Schnitte wurden mikroskopisch gesichtet und anschlieend mittels Aperio
Scanscope CS und Aperio ImageScope-Viewing-Software digitalisiert. Die Auswertung der

Schnitte erfolgte zunéchst getrennt nach Zonen. Die Endergebnisse wurden jedoch nicht auf
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Schnitte, sondern stets auf den Fall im Gesamten bezogen. Bei Heterogenitat innerhalb eines Falls

wurde ein Mittelwert gebildet.

Die Auswertung der HE- und PAS-Alcian Schnitte erfolgte visuell deskriptiv unter Anlehnung an die

histopathologischen Befundberichte der 27 Patienten.

Die Auswertung der Movat Pentachromfarbung nach Verhoff erfolgte visuell deskriptiv, sowie zur
exakten prozentualen Differenzierung des tumorassoziierten Stromagewebes objektiv,
computergestitzt mittels morphometrischer Analyse. Der Hauptfokus der Auswertungen lag auf
der Untersuchung und Beschreibung des Bindegewebes, welches sich einerseits als
kollagenreiche, reife, inaktive Fibrose (gelb gefarbt) und andererseits als muzinreiche, unreife,
aktive Grundsubstanz (blau gefarbt) prasentierte (Abbildung 7). Zudem wurde das Bindegewebe

beziglich seiner Dichte bewertet und in kompakt versus locker strukturiert kategorisiert.

Abbildung 7 Gegeniberstellung von muzinreicher, aktiver Grundsubstanz (blau gefarbt) links und

kollagenreicher, reifer Fibrose (gelb gefarbt) rechts. Die Grundsubstanz imponiert hier locker

strukturiert, die Fibrose kompakt strukturiert.
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Die Software-gestiitzte morphometrische Analyse der Movat-Pentachromfarbung wurde von Frau
Dr. Annette Feuchtinger am Helmholtz Zentrum Minchen mittels Definiens Tissue Studio digital
pathology image analysis Software, durchgefihrt (Abbildung 8). Zuvor war das naher zu
untersuchende Gewebe von Hand am Computer mittels einer Region of interest (ROI) markiert
worden. Damit groR3e, nicht-stromale Strukturen wie Pankreasinseln, Pankreasgange, Blutgefalie
und Muskulatur so wenig Einfluss wie moglich auf die Stromaauswertung nehmen konnten,
wurden sie mittels einer non-ROI (grine Areale) von Hand ausgeschlossen. Eine Farbschwelle
wurde festgelegt, ab der die Software ein Areal als gelb oder blau erkennen sollte. Das Programm
unterteilte die zu untersuchende ROI in viele kleine Areale (Maps) und wertete jedes einzelne
Areal separat aus. Anschlie3end wurden alle blauen und gelben Areale sowie Areale, die weder
als eindeutig blau noch als eindeutig gelb erkannt wurden, separat addiert. Letztere Areale, die
vom Softwareprogramm nicht eindeutig zugeordnet werden konnten, wurden als ,candid“ (pinke
Areale) klassifiziert. Um die Objektivitat der computergestiitzten Auswertung nicht nachtraglich zu
schwéchen, wurden diese Areale im Folgenden als ,gemischte Areale” (Muzin und Kollagen zu
ungefahr gleichen Anteilen) interpretiert und nicht in den statistischen Berechnungen
bericksichtigt. Die Kategorie ,candid* hatte zudem in der Regel einen geringen Prozentanteil am

Gesamtanteil. Nicht alle Falle konnten computergestiitzt ausgewertet werden.
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Abbildung 8

Dargestellt sind die Movat Pentachromfarbung (links) sowie die Software unterstitzte
Auswertung des zugehdrigen Movatschnitts (rechts). Die Softwarebilder setzten sich aus
vielen kleinen Arealen (Maps) zusammen. Mittels Farberkennungssoftware wurden Areale
entweder der Farbe Gelb oder der Farbe Blau zugeordnet. ,Gemischte Areale" = ,candid”
(Blau- und Gelbanteil zu ungeféhr gleichen Anteilen) kamen in der Farbe Pink zur
Darstellung. Pinkfarbene Areale waren fiir das Softwareprogramm weder der Farbe Gelb
noch der Farbe Blau eindeutig zu zuordnen. Nichtstromale Strukturen wie beispielsweise
Pankreasinseln oder Blutgeféae (nicht alle konnten zuvor von Hand ausgeschlossen

werden) wurden von der Software erkannt und als ,non-ROI" griin markiert.
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Die Schnitte der Immunhistochemie wurden hinsichtlich

- Lokalisation: peritumoral = Lokalisation in der Umgebung von (vitalen)
Karzinomformationen oder stromal (in der Fibrose ohne spezifischen Bezug zu epithelialen
Strukturen). Es konnte hierbei sowohl eine zytoplasmatische Anfarbung der PSC als auch
eine Anfarbung der Matrix nachgewiesen werden. Weitere Lokalisationsbezeichnungen wie
periduktal, periazinar und inter-/perilobulér dienten insbesondere der Positivkontrolle.

- Haufigkeit: keine Anfarbung 0, <10% der PSC/Matrix angefarbt 1+, 10-50% der

PSC/Matrix angeféarbt 2+, >50% der PSC/Matrix angefarbt 3+

ausgewertet. Die Auspragung des Expressionsmusters in diffus oder fokal wurde mit erfasst.

Tabelle 6 gibt eine exemplarische Ubersicht der untersuchten Eigenschaften.

Lokalisation
"‘11";'_'; -._ _- ' \ Sl T b e e
Tenascin C pentumoral o-SMA peritumoral
(fokal) (diffus)
TS, e T P o L N i
Haufigkeit
' _.Tenasci-n C 'ge'ring 1+ . h Tenascm C maB|g 2+ N Tenascin C stark 3+
Tabelle 6 Exemplarische Darstellung der Auswertung von Haufigkeit und Lokalisation der

Antikdrperfarbungen

Fur die Auswertung der Ki67-Antigen-Farbung (Proliferationsrate) und den TUNEL assay
(Apoptosenachweis) wurden im zentralen Tumorschnitt 1000 vitale Tumorzellen ausgezahit. Ki67
detektiert und markiert das im Zellkern befindliche Antigen, welches in allen aktiven Phasen (G1-,
S-, G2- und M-Phase) des Zellzyklus exprimiert wird. In der Ruhe-Phase (G0-Phase) findet keine

Exprimierung statt. Der Prozentanteil der Ki67 positiven Zellkerne spiegelt folglich die
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Proliferationsrate in Zellpopulationen wider [Scholzen et al.,, 2000]. Fur Féalle mit deutlicher
Tumorregression (vitaler Tumoranteil <20%) sowie im Falle des Biopsiematerials wurden 500
vitale Tumorzellen ausgezahlt. Der prozentuale Anteil der positiv gefarbten Tumorzellen und das
Farbemuster (homogenes versus heterogenes Bild) wurden notiert, Mittelwerte errechnet und eine
Korrelation zwischen Proliferation und Regression getestet. Die Auszéhlung erfolgte in 20-facher
VergroBerung von Hand, in 3 Gesichtsfeldern oder mehr. Abgeschilferte, nicht eindeutig

identifizierbare und randstandige Tumorzellen wurden aus Qualitatsgriinden nicht gewertet.

3.7 Statistik

Alle Berechnungen sind mit IBM SPSS inc., Version 21, durchgefiihrt worden. Fir stetige
Variablen wurde der Mittelwert angegeben und mittels Streudiagrammen abgebildet. Unterschiede
wurden mit dem Unpaired t-test bzw. Mann-Whitney-U-Test gepruft. Eine logistische Regression
wurde fir die Identifikation prognostischer Parameter durchgefiihrt. Fur alle Auswertungen wurde
das Signifikanzniveau 0=0,05 festgelegt, so dass alle Ergebnisse mit p<0,05 als statistisch

signifikant angesehen werden kénnen.
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4 Ergebnisse

4.1 Klinisch-pathologische Daten

Daten von 27 Patienten, darunter 11 Frauen (41%) und 16 Manner (59%), wurden
ausgewertet. Bei diesen Patienten wurde im Zeitraum von 2006 bis 2013 ein PDAC diagnostiziert.
Die Diagnose konnte in allen 27 Fallen praoperativ mittels Bildgebung (Computertomographie (CT)
und Magnetresonanztomographie (MRT)) belegt werden. Vor Therapiebeginn war in 5 Fallen
(19%) eine Gewebebiopsie und in 10 Fallen (37%) ein Punktionszytologie erfolgt. In 2 Fallen (7%)
wurde keine Histologie durchgefiihrt. In 10 Fallen (37%) war retrospektiv nicht mehr zu klaren, ob
eine préatherapeutische Biopsie erfolgt war. In 19 Fallen (70%) war das PDAC im Pankreaskopf, in
3 Fallen (11%) im Kopf- und Korpusbereich, in einem Fall (4%) im Korpus-Schwanzbereich und in
4 Fallen (15%) im Pankreasschwanz lokalisiert. Das durchschnittliche Alter bei Erstdiagnose lag
fur Frauen bei 62,82 Jahren und fur Manner bei 62,44 Jahren. Alle 27 Patienten zeigten bei
Erstdiagnose ein fortgeschrittenes, inoperables Karzinom. Zum Downsizing bzw. Downstaging des
PDAC erhielten die Patienten eine neoadjuvante Therapie. Die Therapieschemata waren
individuell verschieden und die Therapiedauer mit ca. 2 bis 22 Monaten unterschiedlich lang. Nach
Abschluss der neoadjuvanten Therapie erfolgte die chirurgische Resektion des PDAC in Miinchen
am Klinikum rechts der Isar, in der Abteilung flr Viszeralchirurgie. Postoperativ schloss sich die
histopathologische Aufarbeitung und Beurteilung der Operationspraparate an. Flr das 27 kopfige
Patientenkollektiv ergaben sich folgende Daten: 24 Karzinome (89%) wurden als ypT3/ypT4, 3
Karzinome (11%) als ypT1l/ypT2 klassifiziert. In 13 Fallen (48%) lagen Lymphknotenmetastasen
und in 5 Fallen (19%) Fernmetastasen (hepatisch (HEP) oder peritoneal (PER)) vor. Pro Fall
wurden 6 bis maximal (max.) 43 Lymphknoten enthommen. In allen Féllen zeigte sich eine
Perineuralscheideninvasion. 7 Patienten (26%) wurden lokal RO, 16 Patienten (59%) R1 reseziert.
Bei 4 Patienten (15%) konnte der Resektionsstatus nicht klassifiziert werden (RX). Eine detaillierte

Darstellung der erhobenen klinisch-pathologischen Daten mit Legende findet sich in Tabelle 7.
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Fall| | o ) c BZ 3
s .L;_j o grr:';ive Neoadjuvante Therapie % 2 Tumor- Tumorarée Diagnose Bii(SDP =)
c| &% mit Applikationszeitraum | 7 | % © | lokalisation 9! pT| PpN cM R Pn bis S
3| = | Gewebe- : a O<L¢|. (H/BI/T) in cm Tod/BE | ©
o 8 robe und Therapieschema o Q| im Pankreas Tod/BE (Monate) @
ozg| P (Monate) 0]
1 M58 - O%’g%';'i %?’FOL?: 2008, 2 Kopt  |23x2.2x20/3 0(0/6) | 0 | doﬁsal) 1| 532 | 498 |wv
2 |M| 69 | zytologie g%@ﬁg%ﬁfg; 2009| 2 | Kopf, Korpus |3,5x8,0x3,5 3 |0(0/11)] - 0o 1| 265 | 221 |wv
01/08 bis 06/08: GemOx 1
3 |W|52 - 03/09 bis 05/09: GemOxX 2009| 3 Schwanz |7,5x2,0x1,7, 3 | 0(0/8) " |(ventral) 1 29,6 13 Il
4 |wi63| - A leé?egnb('sse?n?’é ﬁg;oin 2010| 2 Kopf  [2,5x2,0x3,0 2|0(0/18)| 0 0o |1| 298 244 | IV
. 1
04/10 bis 07/10: 1
5 |W|60 - 4 Zyklen GemOx 2010, 2 Kopf 3,0 4 |1 (2/22) (PER) (dorgal, 1 18,7 14,5 11
medial)
. 1
L 10/09 bis 05/10: Kopf (Proc. 1
6 |W|65| Biopsie 7 Zyklen Gemcitabin 2010 1 Uncinatus) 28x2,0x15| 4 |1(1/24) (PER) gg(rjsigll), 1 16,3 6 11
07/10 bis 11/10: 1
7 |W|63 - 4 Zyklen Gemcitabin + 2010, 3 Schwanz |1,5x2,0x0,7| 1 |0 (0/23) (HEP) 0 1 29,2 24,3 Il
Erlotinib
08/11 bis 09/11: Kopf (Proc 1
8 |W|64 | Biopsie Hyperthermie mit 2011 2 Unr():inatus). 1,8x15x1,5| 3|0(0/18) - |(ventro-| 1 3,8 0,6 Il
Cisplatin + Gemcitabin medial)
9 |M 61| Biopsie ab 12/11: 2012| 3 | Schwanz |3,8x20x15| 3|0(0/16) - L 11 158 | 86 |1
P 12 Zyklen Folfirinox ' : ' (dorsal) ' ’
. 07/12 bis 08/12: 1
10 [M| 53 | Zytologie 3 Zyklen Folfirinox 2012 1 Kopf 3,0x2,0x20|3(1(3/20)| O (dorsal) 1 23,9 21,2 11
07/12 bis 10/12: 6 Zyklen Kopf (Proc
11 [M| 61 | Zytologie| Folfirinox + 50,4 Gy [2013| 1 UnFc):inatus). 2,5 3(1@/17] O X 1 23,5 14,1 Il
12/12 bis 01/13: 5-FU




1%

12 01/12: Folfirinox
. ab 06/12: Gemcitabin
67 | Zytologie ab 09/12: 6 Zyklen 2013 Kopf 3,0x25x%x2,0 1(6/11) - 0 29,7 13,6 11
Folfirinox
03/09 bis 07/09:
13 62 - 4 Zyklen Gemcitabin + | 2009 Kopf 7,0x7,0x6,0 0 (0/9) 0 X 9,3 3,5 Il
Erlotinib
. 07/11 bis 09/11: Korpus,
14 73 | Zytologie 32,2 Gy + Gemzar 2011 Schwanz 15x15x1,0 0(o/16)| O X 9,8 6,3 Il
1
05/08 bis 06/08: (dorsal,
15 68 - Cisplatin 2008 Kopf, Korpus |5,0 x 3,0 x 2,5 1(2/7) 0 Parench 7,4 4.5 Il
ym)
. 05/12 bis 08/12: 1 1
16 58| Biopsie Eolfirinox 2012 Kopf 28x28x1,8 1(1/33) (PER) | (dorsal) 34,3 30,4 11
12/07 bis 06/08: 1
17 69 - 12 Zyklen GemOx 2008 Kopf 2,5 1(3/30)| O (dorsal) 13,1 5,9 Il
11/07 bis 05/08: 1
18 66 - Gemcitabin 11/07 bis | 2008 Kopf 2,0 0 (0/25) (HEP) 0 24,4 17,8 Il
03/08: Erlotinib
: 10/13 bis 01/14: Kopf (Proc. 1
T 92 ZyrElog 5 Zyklen Folfirinox AU Uncinatus) €52 ey, " |(dorsal) = o 1L
o 03/09 bis 09/09: 1
20 66 | Biopsie 10 Zyklen GemOx 2009 Kopf 3,5x35x%x2,0 0 (0/15)| - (dorsal) 15 8,4 Il
08/09 bis 09/09:
21 69 - 30 Gy + 5-FU 2009 Kopf, Korpus [4,5x 2,5x 2,0 1 (2/43) 0 X 14,4 11,7 11
1
22 |wi48| - ab 08/09: GemOx  |2010 Kopf 3,0 o(py| - |(medal 25,3 13,1 | 1Nl
Parench
ym)
04/10 bis 06/10: 2 Zyklen
23 \W| 71 | zytologie| . SEMEitabin + Erlotinib |55, 4 Kopf  |2,0x23x20/ 3 0(09) | - 0 257 | 138 |Iv

06/10 bis 02/11: 8 Zyklen
Gemcitabin




24 1
M| 58 | Zytologie (12/12 bis 02/13: Folfirinox| 2013 | 2 Kopf 30x2,0x1,53|1(2/1a7)| - |(Parenc| 1 25,8 22,8 1]
hym)
12/06: Cisplatin,
Gemcitabin
05/07: Gemcitabin, 1
25 |M| 61 | Zytologie Tarceva 2008 1 Kopf 4,0 411(1/13)| O (dorsal) 1| 1011 77,7 I
10/07: 36 Gy + 5-FU
07/08 bis 10/08:
Oxaliplatin Xeloda
26 |M| 55 | Zytologie gzzﬁje?fgffg;( 2009| 2 Kopf  |27x15x20/3 |1(@12) - | do}sal) 1| 84 41 |
11/08 bis 05/09:
27 |M| 68 - 7 Zyklen Cis- und 2009 3 Schwanz [2,4x25x2,0| 2 [1(1/8) - 0 1 8,9 1 11
Carboplatin + Gemzar

Legende: W = weibliches Geschlecht, M = mannliches Geschlecht, , — , = keine Information, ED = Erstdiagnose, GemOx = Gemcitabin plus Oxaliplatin,

FOLFIRINOX = Folinsaure, 5-Fluorouracil, Irinotecan und Oxaliplatin, 5-FU = 5-Fluorouracil, Gy = Gray, Proc. = Processus, AR = Absetzungsrand, X = keine
Aussage maoglich, H/B/T = Hohe/Breite/Tiefe, T = Primartumor, T1 = Tumor auf Pankreas begrenzt <2 cm, T2 = Tumor auf Pankreas begrenzt >2 cm,

T3 = Organubergreifende Infiltration, T4 = Infiltration Truncus coeliacus oder Arteria mesenterica superior, N = Lymphknotenmetastasen, M = Fernmetastasen,
HEP = hepatische Metastasierung, PER = peritoneale Metastasierung, ¢ = klinisch, p = pathologisch, y = nach einer Behandlung, R = Resektionsausmal3,

RO = Resektionsrand frei von Karzinomzellen, R1 = Nachweis von Karzinomzellen am Resektionsrand, Pn = Perineuralscheideninvasion,

BZ = Beobachtungszeitraum, BE = Beobachtungsende, OP = Operation

Operationstechnik: 1 = partielle Duodenopankreatektomie nach Whipple und Kausch, 2 = pyloruserhaltende partielle Duodenopankreatektomie nach Traverso,

3 = Pankreaslinksresektion mit Splenektomie, 4 = Totale Pankreatektomie mit Splenektomie

Tabelle 7 Detaillierte Ubersicht tiber die klinisch-pathologischen Daten der 27 ausgewerteten Félle




4.2 Histopathologische Charakterisierung der neoadjuvant vorbehandelten Tumoren

4.2.1 Makroskopie

Makroskopisch zeigte sich ein unscharf begrenztes, induriertes, grauglasiges Tumorlager
(Abbildung 9) von derber Konsistenz mit abschnittweise kleinzystischer Schnittflache. Die
Karzinome im Pankreaskopf prasentierten sich mit einem minimalen (min.) Durchmesser von 1,5
cm und einem max. Durchmesser von 8,0 cm. Im Pankreasschwanz war das Tumorlager im min.
Durchmesser 0,7 cm und max. Durchmesser 7,5 cm grof3. Haufig war das Tumorlager schwer vom
benachbarten Fettgewebe abgrenzbar bzw. hatte dieses oder benachbarte Organe bereits
infiltriert. In 16 Fallen (59%) reichte das Tumorlager bis an mindestens einen Absetzungsrand
heran oder war <0,1 cm davon entfernt. Der Ductus pancreaticus wurde des Ofteren als stenosiert

beobachtet. Im peripankreatischen Fettgewebe waren Lymphknoten mit einem Durchmesser von

min. 0,5 cm bis max. 1,5 cm nachweisbar.

Abbildung 9 Neoadjuvant vorbehandeltes Pankreaslinksresektat mit unscharf begrenztem, induriertem

Tumorlager (kreismarkiert) von grauglasiger Farbe
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4.2.2 Mikroskopie

In allen 27 Fallen lie sich im makroskopisch beschriebenen Tumorlager histologisch ein
invasives PDAC nachweisen mit einem vitalen Tumorzellanteil von min. 10% bis max. 100% pro
Fall. In 4 Fallen (15%) konnte im gesamten Préparat Karzinom nachgewiesen werden (keine
sichtbare Tumorregression). In 8 Féllen (30%) zeigte sich das homogene Bild einer beginnenden
Regression (vitaler Tumoranteil >20%). In 7 Fallen (26%) zeigte sich ein sehr heterogenes Bild. In
der Gesamtschau war hier fir jeden Fall eine Reduktion an Tumormasse nachweisbar, innerhalb
der einzelnen Zonen reichte das Bild jedoch von einem fehlenden bis hin zu einem deutlich
sichtbaren Therapieansprechen. In 8 Fallen (30%) zeigte sich eine deutliche Reduktion an
Tumormasse (vitaler Tumoranteil <20%). In je einer zentralen, intermediéaren und peripheren Zone
von 3 unterschiedlichen Fallen waren keine vitalen Tumorzellen mehr nachweisbar. Bestatigt
wurde dieses Ergebnis durch eine nachtraglich durchgefiihrte negative CKpan-MNF116 Farbung

(Abbildung 10). Eine komplette Regression flr einen Fall zeigte sich jedoch nicht.

Das Wachstumsmuster des neoadjuvant vorbehandelten PDAC prasentierte sich tberwiegend
duktal mit kribriformen Arealen, teilweise fielen solide Areale auf. Die Drisenstrukturen waren
irregular gestaltet (Abbildung 11). Die Kern-Plasmarelation war zugunsten des Zellkerns
verschoben. Abh&ngig vom Differenzierungsgrad lieRen sich méafige bis hochgradige Kernatypien
nachweisen. Teilweise waren die Zellkerne bizarr geformt mit prominenten Nukleolen. Mitosen
waren haufig, mitunter waren atypische Mitosen nachweisbar (Abbildung 12). Abschnittsweise
zeigte sich ein hellzeliges Zytoplasma der Tumorzellen. In der Umgebung des invasiv
wachsenden PDAC konnte in 26 Fallen (96%) eine deutlich ausgepragte Kollagenfaservermehrung

beobachtet werden. Angiolymphatische Karzinominfiltrationen waren ebenfalls darstellbar.
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Abbildung 10 Suspekt wirkende Zellen (pfeilmarkiert) in der HE-Farbung (oben), die in der CKpan-

MNF116 Farbung (unten) jedoch nicht zur Darstellung kommen. Ausschluss vitaler

Tumorzellen.
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Abbildung 11 Bild eines neoadjuvant vorbehandelten PDAC. Karzinom mit irregulér gestalteter
Drisenstruktur ist im gesamten Praparat nachweisbar. In unmittelbarer Umgebung der
Tumorformationen findet sich eine ausgepragte desmoplastische Stromareaktion. HE-

Farbung

Abbildung 12 Bild eines neoadjuvant vorbehandelten PDAC. Gering differenziertes Karzinom mit atypisch,

mehrschichtig gestaltetem Epithel. Deutliche Anisokaryose, Pleomorphie und vermehrte
Mitoserate sind erkennbar. Schleimbildende Driisenstrukturen sind ebenfalls auszumachen.

HE-Farbung
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Neben regressiven Zellveranderungen und einer ausgepragten desmoplastischen Reaktion
zeigten sich weitere qualitativ morphologische Merkmale wie (azellulare) Schleimseen (Abbildung
13), zytoplasmatische Vakuolen (Abbildung 14) und Nekrosen (Abbildung 15). In 11 Fallen (41%)
zeigten sich Schleimseen in mindestens einer Zone mit einem Gesamtanteil von <5% bis max.
50%, bezogen auf die Gesamtmasse des Tumors. In der intermediaren und peripheren Zone
waren Schleimseen etwas haufiger zu beobachten. In 25 Fallen (93%) konnten zytoplasmatische
Vakuolen mit einem Gesamtanteil von ca. 1% bis max. 10% nachgewiesen werden. Nekrotisches
Gewebe, mit einem Anteil von <5% bis max. 30%, war in 17 Fallen (63%) nachweisbar. Fibrose

lieR sich in 26 Fallen (96%), entziindliche Uberlagerungen in 5 Fallen (19%) darstellen.
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Abbildung 13 Dargestellt sind azellulare Schleimseen als Zeichen der Regression in der HE- (oben), PAS-
Alcian- (Mitte) und Movat Pentachromfarbung (unten).
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Farbung

Abbildung 15 Bild einer Nekrose mit granulozytarem Infiltrat als Zeichen der Regression. HE-Farbung
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4.2.3 Charakterisierung der Stromareaktion mittels Movat Pentachromfarbung nach
Verhoff

Im Rahmen der visuellen Auswertung der Movat Pentachromfarbung konnten insbesondere

drei Farbemuster beobachtet werden (Abbildung 16, Tabelle 9).

1. Homogenes Bild mit Uberwiegend blauer, muzinreicher, aktiver Grundsubstanz von lockerer
Struktur. Die Grundsubstanz umfasst hierbei den Anteil der extrazellularen Matrix, der keine
Fasern enthalt (d.h. extrazellulare Matrix abzuglich Kollagen und anderen Fasern).

2. Homogenes Bild mit Uberwiegend gelbem, kollagenreichem und reifem Stroma von meist
kompakter Struktur.

3. Heterogenes Bild — zentral um die Tumorherde blau gefarbte, muzinreiche, unreife und aktive
Grundsubstanz, locker strukturiert. In der Tumorperipherie Uberwiegend gelbgefarbtes,

kollagenreiches und reifes Stroma von kompakter Struktur.

Fir 26 Falle (100%) konnte visuell deskriptiv ein Gesamtfarbemuster bestimmt werden. In 8 Fallen
(31%) prasentierte sich Uberwiegend Farbemuster 1, in 4 Fallen (15%) Farbemuster 2 und in 14

Fallen (54%) zeigte sich ein heterogenes Bild im Sinne von Farbemuster 3.
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Abbildung 16 Darstellung der oben beschriebenen Farbemuster in der Movat Pentachromféarbung.
Farbemuster 1 (oben): blaue, muzinreiche, aktive Grundsubstanz von lockerer Struktur.
Farbemuster 2 (Mitte): gelbes, kollagenreiches und reifes Stroma von iberwiegend
kompakter Struktur. Farbemuster 3 (unten): heterogenes Bild, um das Tumorzentrum
imponiert blaue, muzinreiche, aktive Grundsubstanz, locker struktuiert. In der
Tumorperipherie zeigt sich gelbes, kollagenreicheres Stroma, Uberwiegend kompakt

strukturiert.
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4.2.4 Definiens Developer XD gestitzte Auswertung der Movat Pentachromfarbung nach
Verhoff

Zur exakten objektiven prozentualen Analyse des tumorassoziierten Stromagewebes wurde
eine Software-gestitzte morphometrische Analyse mittels Definiens Developer XD durchgefihrt.
Die ermittelten prozentualen Farbwerte (Appendix) wurden weiter statistisch ausgewertet.
Interessanterweise  waren muzinreiche Falle (niedriger Kollagengehalt) mit hohen
Regressionsgraden (insbesondere Regressionsgrad Ill und 1V) assoziiert (Abbildung 17). Diese

Unterschiede waren statistisch jedoch nicht signifikant (p= 0,217).
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Abbildung 17 Streudiagramm: Niedrige Gelbanteile (d.h. muzinreich und kollagenarm) in der Movat
Pentachromfarbung sind mit einem hohem  Regressionsgrad (insbesondere
Regressionsgrad 1l und 1V) und geringer bis fehlender Tumorregression assoziiert,

statistisch jedoch nicht signifikant.
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4.3 Erstellen eines Regressionsgrades

Als Grundlage fur die Erstellung einer eigenen TRG flir das neoadjuvant vorbehandelte PDAC
dienten die histochemisch gefarbten Schnitte der 27 PDAC-Félle mit ihren 3 Zonen (zentral,
intermediar und peripher) sowie die in der Literatur vorbeschriebenen TRG (Tabelle 2). Die
Reduktion vitaler Tumormasse (Abbildung 18) und regressive Veranderungen wie der Nachweis
von Schleimseen, zytoplasmatischen Vakuolen und Nekrose-Arealen wurden notiert. Zudem
wurde die Stromareaktion detailliert untersucht. Zunéchst wurde jede Zone einzeln ausgewertet
und fur jede Zone ein separater Regressionsgrad erstellt. Spater wurde fir jeden Fall ein
Gesamtgrad — in Form eines Mittelwerts - errechnet, der sich aus den einzelnen
Regressionsgraden innerhalb eines Falls ergab. Das Ergebnis zeigt ein vierstufiges

Graduierungssystem (Tabelle 8).

Tumorregressionsgraduierung fir das neoadjuvant vorbehandelte PDAC

I Keine vitalen Tumorzellen im Praparat
I Eindeutig sichtbare Tumorreduktion, <20% vitale Tumorzellen
11 Sichtbare Tumorreduktion, >20 % vitale Tumorzellen

v Keine sichtbare Tumorreduktion, lediglich qualitative Verdnderungen der Tumorzellen
bzw. kein Effekt

Tabelle 8 TRG des neoadjuvant vorbehandelten PDAC

Die Prozentangaben von Tumorzellen und qualitativen Verdnderungen bezogen sich auf die
GesamtgrofRe des Tumorlagers. Der Schwellenwert von <20% bzw. >20% vitaler Tumorzellen
zwischen Regressionsgrad Il und Il wurde empirisch festgelegt, um unprazise Bezeichnungen, wie

beispielsweise ,kleine Gruppen von Zellen", zu vermeiden.
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Abbildung 18 Spektrum der Regression: keine sichtbare Tumorregression (oben links), sichtbare

Tumorregression = >20% vitale Tumorzellen (oben rechts), eindeutig sichtbare
Tumorregression = <20% vitale Tumorzellen (unten links), keine vitalen Tumorzellen mehr

nachweisbar (unten rechts). HE Farbung

Fur 15 (55%) von 27 Fallen ergab sich ein Gesamtgrad Ill. Gesamtgrad Il ergab sich fur 8 Falle
(30%) und Gesamtgrad IV flr 4 Falle (15%). Der Gesamtgrad | (komplette Regression) ergab sich
fur keinen Fall, jedoch waren in jeweils einer zentralen, intermediaren und peripheren Zone der
Falle 8, 13 und 14 keine vitalen Tumorzellen mehr nachweisbar. Eine komplette Ubersicht der
TRG fur jeden Tumorschnitt und Fall mit entsprechenden Regressionsmerkmalen ist in Tabelle 9
dargestellt. Zur einfacheren und schnelleren Visualisierung sind die Regressionsgrade I-IV mit
einem Farbcode — &hnlich einem Ampelschema - hinterlegt: griin (Grad 1), gelb (Grad Il), orange

(Grad IIl) und rot (Grad IV).
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Fall 1 Kriterien Zentral Intermediér Peripher Gesamtgrad
Schleimseen - - .
zytoplasmatische o 0 o
Vakuolen ca. 3% ca. 3% ca. 3% \VJ
Nekrose - - -
Stroma kollagenreichere unreif, locker perip’her'
i : zellen 93%
Abschnitte strukturiert kollagenreicher, °
vitale Tumorzellen 100% 90% 90%
Tumorregression Regressionsgrad IV | Regressionsgrad IV | Regressionsgrad IV
Fall 2 Kriterien Zentral Intermediar Peripher Gesamtgrad
Schleimseen <5% (azellular) - -
i v
zytoplasmatische ca. 3% ca. 3% ca. 5%
Vakuolen
0, 0, 0,
Nekrose ca. 30% ca. 30% ca. 20% TR T
Stroma zellreich, extrem zellreich, extrem zellreich, extrem
stromaarm stromaarm stromaarm zellen 100%
vitale Tumorzellen 100% 100% 100%
Tumorregression Regressionsgrad IV | Regressionsgrad IV | Regressionsgrad IV
Fall 3 Kriterien Zentral Intermediar Peripher Gesamtgrad
<5% (teilweise von
Schleimseen vitalen Tumorzellen - <5% (avital)
umgeben)
zytoplasmatische ) ca. 3% ca. 2% "
Vakuolen
Nekrose <5% ca. 5% ca. 15%
um Tumorherde aktiv, | um Tumorherde: aktiv vitale Tumor-
Stroma kompakt peripher: kollagenreich, reif,
peripher: reif, kollagenreicher, kompakt zellen 60%
kollgenreich, locker reifer, kompakt
vitale Tumorzellen 70% 90% 20%
Tumorregression Regressionsgrad Il | Regressionsgrad IV | Regressionsgrad Il
Fall 4 Kriterien Zentral Intermediar Peripher Gesamtgrad
0 —
Schleimseen <5% (azellulér) <5% (wenig vitale -
Tumorzellen) 0
zytoplasmatische ca. 5% ca. 5% ca. 2%
Vakuolen
Nekrose - - - vitale Tumor-
Uberwiegend aktiv, um Tumorherde: aktiv | " Tumorherde: zellen 90%
; . ) aktiv, locker
unreif, locker, peripher: . ’
Stroma 8 . peripher:
stellenweise kollagenreicher, .
X . kollagenreicher,
kollagenreicher reifer, kompakt
kompakt
vitale Tumorzellen 90% 90% 90%

Tumorregression

Regressionsgrad IV

Regressionsgrad IV

Regressionsgrad IV
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Fall 5 Kriterien Zentral Intermediar Peripher Gesamtgrad
Schleimseen - - -
zytoplasmatische ca. 5% ca. 5% ca. 10%
Vakuolen [
Nekrose - ca. 10% -
3 aktive, unreife Uberwiegend aktiv; uberwiegend aktiv, vitale Tumor-
Herde umgeben von | peripher: unreif; stellenweise
Stroma 7 . .
kollagenreicherer kollagenreicher, von reifen Fasern zellen 50%
Sklerose reifer, kompakt durchzogen
vitale Tumorzellen 20% 60% 70%
Tumorregression Regressionsgrad Il | Regressionsgrad Ill | Regressionsgrad Il
Fall 6 Kriterien Zentral Intermediar Peripher Gesamtgrad
Schleimseen - - -
zytoplasmatische i ca. 3% ca. 2%
Vakuolen "
Nekrose - - ca. 10%
um Tumorherde: iiberwiegend aktiv um Tumorherde: itale T
aktives, kompaktes g 9 . ’ aktiv, locker vitaie Tumor-
Stroma unreif; von reifen - .
Stroma Anteilen durchzogen peripher: zellen 70%
peripher:reifer 9 kollagenreicher 0
vitale Tumorzellen 70% 80% 60%
Tumorregression Regressionsgrad Ill | Regressionsgrad Ill | Regressionsgrad lll
Fall 7 Kriterien Zentral Intermediér Peripher Gesamtgrad
Schleimseen - - -
zytoplasmatische ca. 3% ca. 3% ) I
Vakuolen
Nekrose - - -
aktives Stroma Uberwiegend aktiv, vitale Tumor-
Stroma umgeben von unreif, locker -
reiferem, inaktivem strukturiert zellen 18%
vitale Tumorzellen 15% 20% -
Tumorregression Regressionsgrad Il | Regressionsgrad Il |-
Fall 8 Kriterien Zentral Intermediar Peripher Gesamtgrad
. ca.10% (avitale
Schleimseen - -
Tumorzellen)
zytoplasmatische i ca. 3% ca. 1%
Vakuolen Il
Nekrose - - -
heterogenes Bild; Uberwiegend reif, hetgrogenes Bild: vitale Tumor-
" . . aktives neben
Stroma Stroma Uberwiegend | kollagenreich, locker :
kollagenreichem zellen 10%

kompakt

strukturiert

Stroma

vitale Tumorzellen

0%

10%

20%

Tumorregression

Regressionsgrad |

Regressiongrad Il

Regressionsgrad Il
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Fall 9 Kriterien Zentral Intermediar Peripher Gesamtgrad
Schleimseen - - ca. 20% (avital) I
sytlc()plasmatlsche ca. 2% ca. 3% ca. 1% .

akuolen vitale

Nekrose - - -

. . . Uberwiegend reif, Uberwiegend reif, Tumor-
Stroma Egﬁ;wéiggir::% rl?r']f(’j kollagenreich, kollagenreich,

Kkom gakt stellenweise kompakt, stellenweise

P aufgelockert locker zellen 18%

vitale Tumorzellen 15% 20% 20%
Tumorregression Regressionsgrad Il | Regressionsgrad Il | Regressionsgrad Il

Fall 10 Kriterien Zentral Intermediar Peripher Gesamtgrad
Schleimseen - - -
f}gli’lﬁ’c')"’l‘:?a“s‘:he ca. 5% ca. 10% ca. 5% "
Nekrose - - <5%

iberwieaend aktiv tiberwiegend aktiv, heterogenes Bild: vitale Tumor-
Stroma unreif Ic?cker ’ unreif, stellenweise aktives neben
strukturiert von reifen Fasern kollagenreichem zellen 63%
durchzogen Stroma
vitale Tumorzellen 60% 60% 70%
Tumorregression Regressionsgrad Ill | Regressionsgrad Ill | Regressionsgrad Il

Fall 11 Kriterien Zentral Intermediar Peripher Gesamtgrad
Schleimseen - - -
s)gtlczlﬂ)cl)?:;natlsche ca. 3% ca. 5% ca. 5%

Il
Nekrose - - -
aktives Stroma um b | . . )
Tumorherde um.Tumorherde. aktiv uberywegend aktiv, vitale Tumor-
Stroma peripher peripher: unreif, kompakt
kollagenreicher kqllagenrelcher, peripher: . zellen 20%
kompakt ! reifer, kompakt kollagenreicher
vitale Tumorzellen 15% 15% 30%
Tumorregression Regressionsgrad Il | Regressionsgrad Il | Regressionsgrad Il

Fall 12 Kriterien Zentral Intermediér Peripher Gesamtgrad

Schleimseen <5% (wenig vitale <5% (wenig vitale )
Tumorzellen) Tumorzellen)
-
Nekrose - - -
N . . vitale Tumor-
Uberwiegend aktiv ubery\negend aktiv,
Stroma unreif, locker unrglL Tk K - zellen 60%
strukturiert peripher: kompa ter
organisiert
vitale Tumorzellen 40% 80% -

Tumorregression

Regressionsgrad Il

Regressionsgrad IlI
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Fall 13 Kriterien Zentral Intermediar Peripher Gesamtgrad
Schleimseen - - -
zytoplasmatische ca. 3% ca. 3% i
Vakuolen Il
Nekrose - - <5%
um Tumorherde aktiv | heterogenes Bild: vitale Tumor-
heterogenes Bild, peripher: aktives Stroma,
Stroma . . - .
kompakt strukturiert | kollagenreicher, peripher: zellen 12%
reifer, kompakt kollagenreicher
vitale Tumorzellen 15% 20% 0%
Tumorregression Regressionsgrad Il | Regressionsgrad Il | Regressionsgrad |
Fall 14 Kriterien Zentral Intermediar Peripher Gesamtgrad
Schleimseen ca.10% (azellular) <5% (azellulér) ca.10% (azellular)
zytoplasmatische ca. 5% ) _
Vakuolen Il
Nekrose - - -
aktives Stroma um . . ) . g
Tumorherde uberwiegend reif, tiberwiegend reif und vitale Tumor
Stroma ivher: kollagenreich, locker .
peripher: trukturiert kollagenreich zellen 13%
kollagenreicher, strukturier
vitale Tumorzellen 20% 0% 20%
Tumorregression Regressionsgrad Il | Regressionsgrad | | Regressionsgrad Il
Fall 15 Kriterien Zentral Intermediar Peripher Gesamtgrad
. <5% (wenig vitale <5% (wenig vitale <5% (wenig vitale
Schleimseen
Tumorzellen) Tumorzellen) Tumorzellen)
zytoplasmatische ca. 10% ca. 10% ca. 5% I
Vakuolen
Nekrose <5% ca. 10% <5%
" - - vitale Tumor-
, . . um Tumorherde aktiv uberwiegend aktiv,
Uberwiegend aktiv . . locker
. peripher: . .
Stroma und unreif, locker kollacenreicher peripher: 0
strukturiert 'lag : kollagenreicher, zellen 77%
reifer, kompakt
kompakt
vitale Tumorzellen 80% 80% 70%
Tumorregression | Regressionsgrad Ill | Regressionsgrad Il | Regressionsgrad lll
Fall 16 Kriterien Zentral Intermediar Peripher Gesamtgrad
Schleimseen - - -
zytoplasmatische ca. 5% ca. 3% ca. 3%
Vakuolen Ml
Nekrose - - -
tiberwiegend aktives | um Tumorherde aktiv | um Tumorherde aktiv, | Vitale Tumor-
Stroma Stroma stellenweise | peripher: lockerperipher:
von kollagenreichem | kollagenreicher, kollagenreicher, zellen 60%

Stroma durchzogen

reifer, kompakt

kompakt

vitale Tumorzellen

70%

60%

50%

Tumorregression

Regressionsgrad Il

Regressionsgrad Il

Regressionsgrad Il
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Fall 17 Kriterien Zentral Intermediar Peripher Gesamtgrad
3 —
Schleimseen ca. 50% (mit vitalen g}':'ts;lafslﬁ)agvenlg vitale 5% (wenig vitale bis
Tumorzellen) avitale Tumorzellen)
Tumorzellen)
zytoplasmatische ca. 3% ca. 3% ca. 3% il
Vakuolen
Nekrose ca. 5% <5% -
tiberwiegend reif, um_Trl:mf)rherde aktiv reiferes, vitale Tumor-
Stroma kollagenreich, Eelrllp er. h kollagenreiches zellen 43%
kompakt oragenreicher, Stroma Uberwiegt ?
reifer, kompakt
vitale Tumorzellen 20% 70% 40%
Tumorregression Regressionsgrad Il | Regressionsgrad Ill | Regressionsgrad lll
Fall 18 Kriterien Zentral Intermediar Peripher Gesamtgrad
Schleimseen - - -
zytoplasmatische ) ) _
Vakuolen Il
Nekrose ca. 2% - -
um Tumorherde: )
aktiv. locker vitale Tumor-
Stroma o - -
peripher:
kollagenreich, zellen 20%
vitale Tumorzellen 20% - -
Tumorregression Regressionsgrad Il |- -
Fall 19 Kriterien Zentral Intermediér Peripher Gesamtgrad
Schleimseen - - -
zytoplasmatische ca. 5% ca. 5% ca. 5% M
Vakuolen
Nekrose - ca. 10% <5%
heterogenes Bild: um Tumorherde: um Tumorherde: vitale Tumor-
aktives und reifes aktiv, locker aktiv, locker
Stroma Stroma peripher: peripher: zellen 77%
nebeneinander kollagenreich, reifer, | kollagenreicher,
vitale Tumorzellen 90% 80% 60%
Tumorregression Regressionsgrad IV | Regressionsgrad Il | Regressionsgrad Ill
Fall 20 Kriterien Zentral Intermediér Peripher Gesamtgrad
Schleimseen - - -
zytoplasmatische i i i
Vakuolen Il
Nekrose <5% - -
um Tumorherde: aktiv vitale Tumor-
Stroma peripher: ) _
kollagenreich, zellen 20%
kompakt
vitale Tumorzellen 20% - -

Tumorregression

Regressionsgrad Il
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Fall 21 Kriterien Zentral Intermediar Peripher Gesamtgrad
Schleimseen - - -
zytoplasmatische ca. 3% ca. 3% ca. 3%
Vakuolen M
Nekrose <5% <5% -
; um Tumorherde: .
reifes, lockeres aktiv. locker tiberwiegend aktiv, vitale Tumor-
Stroma Uberwiegt, Vs .
Stroma : . peripher: locker, dazwischen
partiell aktiv um . ) - zellen 37%
Tumorherde kollagenreich, reifer, | reifer und kompakt
lkoamnalt
vitale Tumorzellen 60% 30% 20%
Tumorregression Regressionsgrad Ill | Regressionsgrad lll | Regressionsgrad Il
Fall 22 Kriterien Zentral Intermediar Peripher Gesamtgrad
Schleimseen - - -
zytoplasmatische ca. 10% ) _
Vakuolen "
Nekrose <10% - -
um Tumorherde: . )
aktiv, locker tendenziell vitale Tumor-
Stroma peripher: reifer, - kollagenreich, reif,
kollagenreich, kompakt zellen 45%
vitale Tumorzellen 70% - 20%
Tumorregression Regressionsgrad Il |- Regressionsgrad Il
Fall 23 Kriterien Zentral Intermediér Peripher Gesamtgrad
T -
Schleimseen <10% _(_ubermeggnd - <5% (azellulér)
azellular bzw. avital)
zytoplasmatische o ) _
Vakuolen ca. 3% v
Nekrose <5% - <5%
um Tumorherde: Uberwiegend aktiv, vitale Tumor-
aktiv, locker unreif
Stroma peripher: reifer, - peripher: zellen 90%
kollagenreich, kollagenreicher und
vitale Tumorzellen 90% - 90%
Tumorregression Regressionsgrad IV_| - Regressionsgrad IV
Fall 24 Kriterien Zentral Intermediar Peripher Gesamtgrad
Schleimseen - - -
zytoplasmatische o i i
Vakuolen ca. 2% il
Nekrose <5% - -
um Tumorherde: vitale Tumor-
aktiv, locker
Stroma peripher: ) ) zellen 70%

kollagenreich,

vitale Tumorzellen

70%

Tumorregression

Regressionsgrad Il
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Fall 25 Kriterien Zentral Intermediar Peripher Gesamtgrad
Schleimseen <5% (azellulér) - <10% (azellular/avital)
i 1
zytoplasmatische ca. 2% ) ca. 10%
Vakuolen
Nekrose <5% ca. 10% ca. 15% vitale Tumor-
Uberwiegend reif, Uiberwiegend reif, Uberwiegend reif,
Stroma kollagenreich, kollagenreich, kollagenreich, zellen 70%
kompakt kompakt kompakt
vitale Tumorzellen 70% 60% 80%
Tumorregression Regressionsgrad Ill | Regressionsgrad Ill | Regressionsgrad Il
Fall 26 Kriterien Zentral Intermediér Peripher Gesamtgrad
Schleimseen - - -
zytoplasmatische ca. 3% i ca. 5%
Vakuolen "
Nekrose ca. 10% - <5%
Egrenrw;i? eunn(: aktiv, heterogenes Bild, vitale Tumor-
Stroma pakt, . - aktives und reifes
Tumorherde: Stroma llen 50%
stellenweise reifer zellen 5970
vitale Tumorzellen 80% - 20%
Tumorregression Regressionsgrad Il |- Regressionsgrad Il
Fall 27 Kriterien Zentral Intermediar Peripher Gesamtgrad
Schleimseen - ) )
zytoplasmatische
Vakuolen ca. 10% i i il
Nekrose . - -
um Tumorherde: aktiv vitale Tumor-
Stroma und locker - ;
peripher: kompakt, zellen 60%
kollagenreich
vitale Tumorzellen 60% - -
Tumorregression Regressionsgrad Il |- -
Tabelle 9 Tabellarische Ubersicht der TRG mit regressiven Merkmalen aller untersuchten Félle

4.3.1 Proliferation (Ki67-Antigen) und Apoptose (TUNEL assay)

Die Analyse zum Nachweis proliferationsaktiver bzw. apoptotischer Tumorzellen (Ki67, TUNEL

assay) wurde jeweils in 25/27 Fallen am zentralen Tumorschnitt durchgefuhrt (Appendix).

Die Wachstumsfraktion der 25 Falle (100%) fur den anti-Ki67 Antikérper lag zwischen min. 1,4%

bis max. 48% pro Fall (Abbildung 19), mit einem Mittelwert von 23,3%. Das Expressionsmuster

war in 21 Fallen (84%) mehrheitlich homogen. In 5 Fallen (20%) mit fehlender Tumorregression
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(Regressionsgrad V) wurde ein Mittelwert fir die Wachstumsfraktion mit 22,3% errechnet. Fir 12
Falle (48%) mit sichtbarer Tumorregression (Regressionsgrad Ill) lag die Proliferationsrate im
Mittel bei 31,7%. Fur 8 Falle (32%) mit einer eindeutig sichtbaren Tumorregression
(Regressionsgrad Il) in der zentralen Zone lag der Mittelwert fir die Wachstumsfraktion bei 11,4%.
Mittels dem Unpaired t-test konnte nachgewiesen werden, dass Falle mit deutlich sichtbarer
Tumorregression (Regressionsgrad 1) signifkant weniger positiv gefarbte Ki67 Tumorzellen und
somit eine geringere Wachstumsfraktion zeigten als Félle mit weniger Regression bzw. fehlender
Regression (Regressionsgrad Il und IV zusammen; p=0,004, logistische Regression p=0,017; OR:

0,89 (95%-KiI: 0,82-0,98)).

3 AN
el \

-
% S

R
Lo®

oo g
ats ’
-~

Abbildung 19 Darstellung unterschiedlich starker Expressionsraten von Ki67 in vitalen Tumorzellen

Fur 25 Falle (100%), gefarbt nach der TUNEL-Methode, zeigte sich ein homogenes Bild mit
minimaler bis fehlender Apoptoserate (Abbildung 20). In 22 Fallen (88%) war eine Apoptoserate
von min. 0,1% bis max. 1,4% nachweisbar. In 3 Fallen (12%) wurden keine apoptotischen
Tumorzellen detektiert. Der Mittelwert lag fur die 25 Falle bei 0,4%. Aufgrund der geringen bis
fehlenden Apoptoserate wurde auf eine weitere statistische Auswertung der TUNEL-Farbung

verzichtet.
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Abbildung 20 Dargestellt ist eine Tumorlasion mit zwei nach der TUNEL-Methode gefarbten, apoptotisch

geschrumpfte Zellen (pfeilmarkiert).

4.3.2 Charakterisierung der Stromareaktion mittels a-Glattmuskelaktin (a-SMA)
Neoadjuvant vorbehandeltes PDAC-Gewebe von 27 Fallen (100%) wurde gegen den
Antikbrper o-SMA gefarbt. Fir die Auswertung standen 27 zentrale und 19 periphere
Tumorschnitte (Appendix) zur Verfigung. In allen 27 Fallen (100%) kam die Hauptlokalisation
peritumoral zur Darstellung. Insbesondere Félle mit fehlender Regression (Regressionsgrad 1V)
prasentierten zudem ein diffuses Expressionsmuster mit 3+ Haufigkeit (Abbildung 21). Fir Falle
mit nachweisbarer Regression (Regressionsgrad Il und 1) wurden visuell eine tendenzielle
Abnahme der Haufigkeit (2+ bis 1+) sowie eine zunehmende Konzentrierung der peritumoralen
Lokalisation beobachtet (Abbildung 22 und 23). Insgesamt imponierten die Tumorschnitte

innerhalb eines Falls Uberwiegend homogen.
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Abbildung 21 Dargestellt ist ein zentraler neoadjuvant vorbehandelter Tumorschnitt mit der a—SMA
Farbung. Der Tumor weist keine Zeichen der Regression auf. Peritumorale Lokalisation von

PSC/Matrix in 3+ Haufigkeit und diffusem Expressionsmuster.

Abbildung 22 Dargestellt ist ein zentraler neoadjuvant vorbehandelter Tumorschnitt mit der o—SMA

Farbung. Der Tumor weist Zeichen der Regression auf. Peritumorale Lokalisation von

PSC/Matrix in 2+ Haufigkeit und diffus, fokal akzentuiertem Expressionsmuster.
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Abbildung 23 Dargestellt ist ein zentraler neoadjuvant vorbehandelter Tumorschnitt mit der o—SMA

Farbung. Der Tumor weist deutliche Zeichen einer Regression auf. Peritumorale Lokalisation

von PSC/Matrix in 2+ Haufigkeit und fokalem Expressionsmuster.

4.3.3 Charakterisierung der Stromareaktion mittels Tenascin C

Neoadjuvant vorbehandeltes PDAC-Gewebe von 27 Fallen (100%) wurde gegen den
Antikorper Tenascin C gefarbt. FUr die Auswertung standen 27 zentrale und 21 periphere
Tumorschnitte (Appendix) zur Verfigung. In 22 Féllen (81%) dominierte eine diffuse Expression.
Eine peritumorale Lokalisation war in allen 27 Fallen in mindestens einem Tumorschnitt
nachweisbar (Abbildung 24). Visuell zeigte sich einerseits die Abnahme von Haufigkeit der
peritumoralen Lokalisation bei zunehmender Tumorregression, andererseits zeigte sich bei
erfolgter Tumorregression eine nachweisbare Persistenz von diffus darstellbarer Matrix in

abgeschwachter Haufigkeit (Abbildung 25).
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Abbildung 24 Dargestellt ist ein zentraler neoadjuvant vorbehandelter Tumorschnitt mit der Tenascin C
Farbung. Peritumorale Lokalisation von PSC/Matrix in 2+ Haufigkeit und diffus, perilasional

akzentuiertem Expressionsmuster.

Abbildung 25 Dargestellt ist ein zentraler neoadjuvant vorbehandelter Tumorschnitt mit der Tenascin C

Farbung. Sichtbare Abnahme von Héaufigkeit der peritumoralen Lokalisation mit
zunehmender Regression. Fur Areale mit stattgefundener Tumorregression zeigt sich eine

diffuse, reduzierte Anfarbung der Matrix.
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4.3.4 Charakterisierung der Stromareaktion mittels SPARC

Neoadjuvant vorbehandeltes PDAC-Gewebe von 27 Fallen (100%) wurde gegen den
Antikbrper SPARC gefarbt. Fir die Auswertung standen 27 zentrale und 20 periphere
Tumorschnitte (Appendix) zur Verfugung. In allen 27 Fallen (100%) dominierte ein diffuses
Expressionsmuster (Abbildung 26). Die Hauptlokalisation peritumoral kam in allen 27 Féllen
(100%) zur Darstellung und prasentierte sich im Durchschnitt mit 2+ Haufigkeit. Innerhalb eines
Falls préasentierten sich die Tumorschnitte bezuglich Hauptlokalisation, H&aufigkeit und
Expressionsmuster weitgehend homogen. Eine zytoplasmatische Farbung der Tumorzellen wurde

regelhaft beobachtet.
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Abbildung 26 Dargestellt ist ein zentraler neoadjuvant vorbehandelter Tumorschnitt mit der SPARC
Farbung. Peritumorale Lokalisation von PSC/Matrix mit 3+ Haufigkeit und prominent
diffusem Expressionsmuster. Eine leichte zytoplasmatische Farbung der Tumorzellen ist

sichtbar.

4.3.5 Charakterisierung der Stromareaktion mittels NT-3
Neoadjuvant vorbehandeltes PDAC-Gewebe von 27 Fallen (100%) wurde gegen den

Antikdrper NT-3 gefarbt. Fur die Auswertung standen 27 zentrale und 21 periphere Tumorschnitte
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(Appendix) zur Verfugung. In allen 27 Fallen kam die Hauptlokalisation peritumoral, mit 1+ bis 2+
Haufigkeit in 25 Fallen (93%) und in 2 Fallen (7%) mit 3+ Haufigkeit, zur Darstellung (Abbildung
27). Kollagenreichere Fibrose-Areale kamen zudem in 13 Fallen (48%) zur Darstellung. Die 27
Falle prasentierten sich innerhalb ihres Falls weitgehend homogen. Zwischen den Fallen zeigte
sich jedoch eine Heterogenitét in Bezug auf die Merkmale Haufigkeit und Expressionsmuster. Eine
visuelle Korrelation zwischen Expressionseigenschaften und Regression konnte nicht ermittelt
werden. Eine intrazytoplasmatische Farbung von Tumorzellen kam in unterschiedlich starker

Auspragung regelhaft zur Darstellung.

Abbildung 27 Dargestellt ist ein zentraler neoadjuvant vorbehandelter Tumorschnitt mit der NT-3-Farbung.

Peritumorale Lokalisation von PCS/Matrix mit 2+ Haufigkeit und fokalem Expressionsmuster.

Eine schwache zytoplasmatische Farbung der Tumorzellen ist sichtbar.

4.3.6 Charakterisierung der Stromareaktion mittels a-Crystallin B

Neoadjuvant vorbehandeltes PDAC-Gewebe von 26 der 27 zentralen Tumorschnitten wurde
gegen den Antikérper a-Crystallin B gefarbt (Appendix). In 5 Fallen (19%) kam keine PSC/Matrix
zur Anfarbung. Innerhalb der verbliebenen 21 zentralen Tumorschnitten (81%) zeigte sich in 12

Fallen (46%) ein diffuses, nicht peritumorales Expressionsmuster mit 1+ und 2+ Haufigkeit in je der
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Halfte der Falle (Abbildung 28). In 9 Fallen (35%) zeigte sich ein fokales, nicht peritumorales
Expressionsmuster mit 1+ Haufikgeit. Eine zytoplasmatische Farbung von Tumorzellen wurde
regelhaft beobachtet. Im Unterschied zu den Farbungen a-SMA, SPARC, Tenascin C und NT-3
kam in der a-Crystallin B Farbung in keinem Fall die Lokalisation peritumoral zur Darstellung.
Aufgrund der geringen Aussagekraft der Farbung in den zentralen Tumorschnitten wurde auf eine

Farbung der peripheren Tumorschnitte verzichtet.
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Abbildung 28 Dargestellt ist ein zentraler neoadjuvant vorbehandelter Tumorschnitt mit der a-Crystallin B
Farbung. Ein diffuses, nicht perildasionales Expressionsmuster ist erkennbar. Vereinzelt sind
Zellen (PSC) in der Fibrose von geringer Haufigkeit und diffusem Expressionsmuster

nachweisbar.

4.3.7 Vergleich préa- versus posttherapeutische Befunde

Von 27 Féllen (100%) konnten 5 pratherapeutische Gewebebiopsien (19%) untersucht werden.
Das Biopsiematerial wurde mittels HE, Tenascin C, Ki67, SPARC und Movat Pentachromfarbung
gefarbt (Tabelle 10). Fir die Auswertung stellte das mengenmafig geringe Biopsiematerial einen

limitierenden Faktor dar.
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Regress-

ionsgrad
(2)
Fall Biopsie Tenascin C Ki67 SPARC Movat
Il gffﬁ'}:r?g&z: 2+, 28.90% peritumoral 2+, blau: 72,18%,
1 ! diffus gelb: 0,65%
6 akzentuiert
peritumoral 3+, - . 0
Biopsie diffus, fokal 21,40% pgrltumoral 3+, blau: 48,29%,
akzentuiert diffus gelb: 4,73%
| fokal in der Fibrose 3+ keine vitalen dl_ffus in der nicht auswertbar
8 Tumorzellen Fibrose 3+
Bionsie peritumoral 2+, diffus, nicht auswertbar peritumoral 1+, blau: 57,28%,
P fokal akzentuiert diffus gelb: 1,16%
I peritumoral 1+, diffus 5 20% (pj)ieﬁrlljtgrirrl]o(gzlft blau: 2,52%,
in der Fibrose 3+ V70 . gelb: 79,52%
9 Fibrose 2+
. . peritumoral 3+, diffus, o peritumoral 3+, blau: 37,98%,
Biopsie fokal akzentuiert 41,00% diffus gelb: 7,82%
I peritumoral 2+, diffus, 21 30% peritumoral 3+, blau: 50,39%,
16 fokal akzentuiert ’ diffus gelb: 22,67%
Biopsie nicht auswertbar 11,20% S%’S:moral 1+, nicht auswertbar
peritumoral 1+, diffus, o peritumoral 1+, .
20 . fokal akzentuiert L diffus AL SR
Bionsie peritumoral 3+, diffus, nicht auswertbar peritumoral 3+, blau: 17,68%,
P fokal akzentuiert diffus gelb: 2,63%
Tabelle 10 Pré- versus Post-Therapie-Vergleich mit Markern der Immunhistochemie (Tenascin C, Ki67,

SPARC) und Movat Penatachromfarbung
In der HE-Farbung zeigte sich fir alle 5 pratherapeutischen Gewebe-biopsien das Bild eines
invasiven PDAC mit teilweise reichlich anh&ngendem peripankreatischem Fettgewebe. Alle 5
posttherapeutischen zentralen Tumorschnitte zeigten eine Abnahme an vitalem Tumorgewebe von
unterschiedlichem Ausmaf3. FlUr Tenascin C zeigte sich Ubereinstimmend eine Abnahme der
Haufigkeit der peritumoralen Lokalisation aller 4 auswertbaren Biopsien gegeniber dem
posttherapeutischen Befund (Abbildung 29). Fir die Ki67-Antigen Farbung zeigte sich in 1 von 3
Fallen eine prozentuale Abnahme gefarbter Tumorzellen und in zwei Fallen eine Zunahme von
Ki67 positiv gefarbten Tumorzellen. Im Mittel lag die Wachstumsfraktion der Karzinomzellen in der
Biopsie bei 24,5%. Fir die SPARC Farbung zeigte sich im préa- versus posttherapeutischen
Vergleich fur 1 Fall kein Unterschied, fur je 2 Falle eine Zu- bzw. Abnahme beziglich der
Haufigkeit und Lokalisation. In der Movat Pentachromfarbung zeigte sich fir 4 auswertbare

Biopsien eine dominierende aktive blaue Grundsubstanz von lockerer Struktur (Mittelwert
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Blauanteil 40,31% versus Mittelwert Gelbanteil 4,09%). Aufgrund von fehlendem

Vergleichsmaterial in 3 Fallen war eine genauere Analyse der Movat Pentachromfarbung nicht

maglich.

Abbildung 29 Ausschnitt einer pratherapeutischen Gewebebiopsie (oben) mit der Tenascin C Farbung mit

3+ Haufigkeit der peritumoralen Lokalisation und diffusem Expressionsmuster. Im

posttherapeutischen Vergleich (unten) zeigt sich mit 1+ Haufigkeit eine deutliche Abnahme

der peritumoralen Lokalisation.
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4.3.8 Vergleich neoadjuvant vorbehandeltes PDAC versus therapienaives PDAC

PDAC-Gewebe von 10 therapienaiven PDAC-Fallen wurde HE und Movat Pentachrom sowie
mit Antikérpern gegen a-SMA, Tenascin C, SPARC, NT-3 und o-Crystallin B gefarbt und
ausgewertet (Appendix). In der HE-Farbung war in allen 10 Fallen prominent vitaler Tumor im
Praparat nachweisbar. Nekrose, anteilig zwischen <5%-<10% bezogen auf die Tumormasse,
wurde in 9 Fallen (90%) nachgewiesen. Zytoplasmatische Vakuolen waren mit einem Anteil von
ca. 3%-5% in 10 Fallen (100%) darstellbar. Schleimseen waren fir therapienaive Félle nicht
nachweisbar. In der Movat Pentachromfarbung dominerte visuell blaue Grundsubstanz bzw.
Uberwog der Anteil blauer Grundsubstanz in einem heterogenen Stroma. Desmoplastisches
Stroma war in allen 10 Fallen nachweisbar. In der Software-gestiitzten morphometrischen Analyse
der Movat Pentachromfarbung lag der Mittelwert des Blauanteils bei 55,34%, der Mittelwert des

Gelbanteils bei 8,60%.

In der a-SMA-Farbung zeigte sich in 8 Fallen (80%) ein diffuses Expressionsmuster. Die Farbung
war in 10 Fallen peritumoral lokalisiert mit einer 1+, 2+ und 3+ Haufigkeit von je ca. 1/3. In der
Tenascin C Farbung imponierte in 6 Fallen (60%) ein diffuses Expressionsmuster und in 4 Fallen
(40%) ein fokales Expressionsmuster. Eine peritumorale Darstellung zeigte sich fur alle Falle,
davon in 3+ Haufigkeit fur 7 Falle (70%), einer 2+ Haufigkeit fur 2 Falle (20%) und einer 1+
Haufigkeit fur einen Fall (10%). In der SPARC Féarbung zeigte sich fur alle 10 Falle ein diffuses und
peritumorales Expressionsmuster. Fir alle 10 Félle zeigte sich in der NT-3 Farbung ein fokales
Expressionsmuster. In der a-Crystallin B Farbung kam die Lokalisation peritumoral nicht zur

Darstellung. Fur 8 Falle (80%) konnte die Anfarbung einzelner PSC beobachtet werden.

Unterschiede bezlglich Hauptlokalisation, Haufigkeit und Expressionsmuster therapienaiver Falle
versus neoadjuvant vorbehandelter Falle mit fehlender Rergression ergaben sich in den

immunhistochemischen Farbungen nicht.
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5 Diskussion

Neoadjuvante Therapien finden in der Situation des lokal fortgeschrittenen bzw. nicht
resektablen PDAC zunehmend Einsatz [Heinemann et al., 2013, Katz et al., 2008]. Durch die
verstarkte Anwendung einer neoadjuvanten Therapie werden Pathologen zunehmend mit der
Herausforderung, Therapieeffekte und Response exakt zu beurteilen, konfrontiert [Hartman et al.,
2012, Verbeke et al., 2015, Wittekind et al., 2012]. Hilfestellung fiir das neoadjuvant vorbehandelte
PDAC bieten TRG von Ishikawa und Kollegen [Ishikawa et al., 1989], Evans und Kollegen [Evans
et al.,, 1992], CAP [Washington et al., 2013], Chatterjee und Kollegen [Chatterjee et al., 2012]
sowie White und Kollegen [White et al., 2005]. Ein optimales System mit prognostischer
Bedeutung fehlt jedoch bis heute [Chatterjee et al., 2012]. Regressive Schadigungen sind schwer
zu quantifizieren, ferner sind Wertigkeit und Relevanz regressiver Merkmale unklar bzw. strittig
[Hartman et al., 2012, Verbeke et al., 2015]. Beispielsweise werteten White und Kollegen neben
einer hohen Tumorlast auch den Nachweis von Nekrose im neoadjuvant vorbehandelten Praparat
als schlechten Prognosefaktor [White et al., 2005]. Evans und Kollegen hingegen sahen in der
Nekrose kein verlassliches Regressionskriterium, da Nekrose auch im therapienaiven PDAC
nachweisbar sei [Evans et al., 1992]. Die Beobachtung von Evans konnte in dieser Arbeit durch
einen Vergleich mit therapienaivem PDAC-Gewebe bestétigt werden. Ursachlich fir dieses
Uberlappende Phé&nomen wird der zytopathische Effekt mit der Noxe Ischamie verantwortlich
gemacht. Eine hervorgerufene Gewebeschadigung (Nekrose) kann Folge einer neoadjuvanten
Therapie (direkte zytotoxische Effekte und/oder therapieinduzierte Ischamie), aber auch direkt
tumorassoziert aufgrund einer insuffizienten vaskularen Versorgung bei rasantem Tumorwachstum
sein. Die Schwierigkeit besteht histopathologisch in der Zuordnung der mdglichen Ursache zum
gleichen Endergebnis, der Nekrose [Hartman et al.,, 2012]. Bei neoadjuvant vorbehandelten
Adenokarzinomen werden weiter auch zytoplasmatische Vakuolen [Becker et al., 2003, Srigley et
al.,, 2012] und Schleimseen [Evans et al., 1992, Shia et al., 2011] im Sinne regressiver
Veranderungen beobachtet. In eigenen Untersuchungen waren zytoplasmatische Vakuolen
wiederum sowohl in therapienaiven als auch in neoadjuvant vorbehandelten Fallen nachweisbar.

Somit handelt es sich hier im Fall des PDAC ebenfalls nicht um ein exklusives neoadjuvantes
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Merkmal und stellt die Bedeutung dieses Merkmals im Sinne der Response in Frage. Schleimseen
hingegen wurden als exklusives Merkmal lediglich im neoadjuvant vorbehandelten PDAC
beobachtet. Einen signifikanten Einfluss auf die Prognose beim Nachweis von Schleimseen beim
neoadjuvant vorbehandelten Rektumkarzinom konnte jedoch nicht nachgewiesen werden [Shia et
al., 2011]. Ein weiteres Merkmal der Tumorregression ist eine Fibrosierung des Tumorgewebes
[Becker et al., 2003, Sethi et al., 2012]. Allerdings ist es rein morphologisch sehr schwierig, die
Karzinom assoziierte Fibrose (Desmoplasie) von Therapie induzierter Fibrose makro- oder
mikroskopisch zu unterscheiden, bzw. rdumlich prazise abzugrenzen, so dass das Tumorlager
nach durchgefihrter neoadjuvanter Therapie nicht eindeutig definierbar und somit auch nicht
messbar ist [Hartman et al., 2012, Verbeke et al., 2015]. Ein erstes Ziel dieser Arbeit war, die
Stromareaktion des neoadjuvant vorbehandelten PDAC zu charakterisieren und mit der
Stromadesmoplasie zu vergleichen, um eventuelle spezifische Eigenschaften der Regression zu
identifizieren, als Hilfestellung fur das Herausarbeiten einer neuen TRG. Hierfur wurde neben der
HE- und PAS-Alcian-Farbung speziell die Movat Pentachromfarbung verwendet sowie 7
immunhistochemische Farbungen, die entweder als Marker fiir Karzinom assoziierte Fibroblasten
(a-Crystallin B, a-SMA, NT-3, SPARC, Tenascin C) oder als Marker fur proliferationsaktive bzw.

apoptotische Tumorzellen (Ki67, TUNEL assay) gelten.

Es ist bekannt, dass die desmoplastische Stromareaktion durch ein zell- und
grundsubstanzreiches Bindegewebe charakterisiert ist [Theocharis et al., 2000]. Speziell der
Muzinkomponente Hyaluron werden Eigenschaften wie Malignitat und Resistenz in Tumorzellen
gegenuber Chemotherapeutika zu fordern, zugesprochen [Toole et al., 2008]. In eigenen Analysen
war ein erhohter Blauanteil im therapienaiven PDAC mit dominierender aktiver blauer
Grundsubstanz von lockerer Struktur nachweisbar. Durch den Einsatz der Movat
Pentachromfarbung ist es mdglich, die Bindegewebskomponenten Grundsubstanz und reifes
Kollagen mit den Farben Blau und Gelb zu unterscheiden. Diese Visualisierung bietet den Vorteil
einer optischen anteilsmaRigen Differenzierung, die quantifiziert werden kann. Mittels der in dieser
Arbeit durchgefuhrten experimentellen Untersuchungen konnte ein tendenzieller Zusammenhang

hoher Blauanteile von lockerer Struktur (grundsubstanzreich) mit fehlender bzw. geringer
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Regression gegeniiber hohen Gelbanteilen von kompakter Struktur (kollagenreich) mit deutlicher
Tumorregression aufgezeigt werden. Der Umstand einer fehlenden statistischen Signifikanz dirfte
auf die geringe Anzahl an untersuchten Gewebeproben zurtickzufiihren sein. Nichtsdestotrotz
lassen diese Erkenntnisse die Vermutung zu, dass ein (hoher) Blauanteil fur vitales Tumorgewebe
spricht. Insbesondere bei sparlichen Tumorresten besteht die Herausforderung vitale Tumorzellen
zu identifizieren [Hartman et al., 2012]. Die Movat Pentachromfarbung kénnte zukinftig einen
wertvollen Beitrag zur sicheren Detektion spéarlichen vitalen Tumorgewebes leisten und somit die
exakte Beurteilung einer Tumorregression erleichtern. Eine sichere Unterscheidung zwischen einer

praexistenten Fibrose und einer Therapie induzierten Fibrose [Chatterjee et al., 2013] konnte

mittels Movat Pentachromfarbung nicht gewahrleistet werden (Abbildung 30).

Abbildung 30 Ergénzend zur HE-Féarbung (links) kann die Movat Pentachromférbung (rechts) zuséatzliche
Informationen Uber das Bindgewebe geben. Blauliches Gewebe in der Movat
Pentachromférbung (Bild unten) ist hinweisend auf vitales Tumorgewebe. Gelblich gefarbtes
Stroma deutet hingegen auf organisiertes, reifes, inaktives Bindegewebe hin (Bild oben).
Hierbei kann es sich jedoch um eine Therapie induzierte Fibrose oder um eine préexistente
Fibrose handeln. Mittels der Movat Pentachromféarbung kann dies nicht naher spezifiziert

werden.
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In beiden Fallen konnte der Vergleich mit der pratherapeutischen Gewebebiopsie zuséatzliche
Erkenntnisse liefern - sofern ausreichend pratherapeutisches Vergleichsmaterial zur Verfigung

steht.

Dariber hinaus konnten mittels Immunhistochemie weitere stromale Veradnderungen nach
neoadjuvanter Therapie abgebildet werden. a-SMA ist der bekannteste Marker flr aktivierte PSC
im PDAC [Apte et al., 2004]. In normalem Pankreasgewebe kommt a-SMA nur minimal zur
Anfarbung [Haber et al., 1999]. Fir PDAC-Félle mit fehlender Regression (Regressionsgrad V)
hingegen zeigte sich in der a-SMA Féarbung ein diffuses Expressionsmuster mit peritumoraler
Anfarbung in Uberwiegend starker Frequenz. Gleiches Verhalten zeigten in dieser Arbeit
therapienaive Falle. FUr Falle mit nachgewiesener Regression (Regressionsgrad Il und Ill) wurde
visuell eine tendenzielle Abnahme der Haufigkeit der Farbung sowie eine zunehmende raumliche
Konzentrierung des Expressionsmusters peritumoral beobachtet. Eine Abnahme von a-SMA nach
neoadjuvanter Therapie spricht somit fir eine Abnahme aktivierter PSC, was wiederum auf eine
reduzierte Aktivitdt im Sinne eines inaktiven Stroma hindeuten konnte und somit letztlich ein
Therapieansprechen auf stromaler Ebene widerspiegelt.

Korreliert mutmallicherweise eine Abnahme von o-SMA mit Tumorregression einerseits, so
korreliert moglicherweise eine Persistenz bzw. eine langere Nachweisbarkeit von Tenascin C, in
abgeschwachter Haufigkeit, anderseits ebenfalls mit Tumorregression. Insbesondere fur Areale mit
nachgewiesener Tumorregression wurde in dieser Arbeit teilweise eine diffuse Anfarbung von
Matrix in abgeschwdachter Haufigkeit mittels Tenascin C nachgewiesen. Im Pra- versus
Posttherapievergleich zeigte sich ebenfalls eine Abnnahme fur die Haufigkeit der peritumoralen
Lokalisation. Bekannterweise zeigt Tenascin C ein Remodeling der Gewebsarchitektur an, wie
beispielsweise bei der Rickbildung der Brustdriise nach Laktation, bei entziindlichen Ereignissen
und neoplastischen Erkrankungen [Jones et al., 2000]. Im PDAC ist Tenascin C im Vergleich zu
normalem Pankreasgewebe signifikant Gberexprimiert. Quelle dieser extrazellularen Komponente
sind PSC. Zudem sind pankreatische Karzinomzellen (pancreatic cancer cells = PCC) ebenfalls
zur Synthese von Tenascin C fahig [Esposito et al., 2006]. Die hier gemachten Beobachtungen

kénnten somit wie folgt gedeutet werden: Im PDAC steigt Tenascin C als Komponente der
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extrazellularen Matrix stark an, bleibt jedoch auch nach Regression im Sinne eines Remodelings
(langer) nachweisbar, insbesondere an Stellen, die nach Regression kein Karzinom mehr
aufweisen.

Zur Charakterisierung der Stromareaktion hingegen weniger geeignet erwies sich der SPARC
Antikorper. Aufgrund seines diffusen und raumgreifenden Farbeverhaltens von PSC und Matrix,
war eine prazise Abbildung und Detektion stromaler Vorgange oder kleinerer Tumorherde nicht
maoglich. Die anti-NT-3 Farbung detektierte PSC und Matrix, eine visuelle Korrelation zwischen
Expressionseigenschaften und Regression konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Aufgrund
eines minimalen Anfarbeverhaltens von PSC und Matrix in der anti-a-Crystallin B Farbung,
beobachtet fir neoadjuvant vorbehandelte wie auch fir therapienaive PDAC Falle, konnte die
stromale Architektur nicht aussagekraftig abgebildet und ausgewertet werden.

Die vorgeschlagene histologische TRG dieser Arbeit sieht eine Einteilung in vier Stufen zwischen
einer kompletten Regression (Regressionsgrad | = keine vitalen Tumorzellen mehr nachweisbar)
bis hin zu einem fehlenden Therapieansprechen (Regressionsgrad IV = keine sichtbare
Tumorreduktion, lediglich qualitative Verénderungen der Tumorzellen bzw. kein Effekt) vor.
Sinnvoll gewdahlte Zwischenstufen ermdéglichen eine qualitative und prozentuale Trennung
zwischen geringem (Regressionsgrad Il = sichtbare Tumorreduktion, >20% vitale Tumorzellen)
und deutlichem Therapieansprechen (Regressionsgrad Il = eindeutig sichtbare Tumorreduktion,
<20% vitale Tumorzellen). Eine Uberpriifung durch Ermittlung der Proliferationsrate mittels Ki67
Antigenfarbung im zentralen Tumorschnitt wurde durchgefuhrt. Fir Falle mit deutlich sichtbarer
Tumorregression (Regressionsgrad Il) zeigte sich eine signifikant geringere Wachstumsfraktion
vitaler Tumorzellen (p=0,017) als fur Falle mit weniger bzw. fehlender Regression
(Regressionsgrad Il und 1V). Dies deutet auf eine prinzipiell richtige Einordnung der in dieser
Arbeit erhobenen Ergebnisse und des entwickelten Klassifikationssystems, im Sinne einer
Abnahme an proliferierenden Zellen bei zunehmender Regression und Abnahme vitaler
Tumorzellen, hin. Beim Mammakarzinom ist die Ermittlung des Proliferationsindex mittels Ki67

Antigen im Residualtumor ein anerkannt pradiktiver Marker fir das Patiententberleben [von
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Minckwitz et al., 2013]. Die TUNEL-Farbung war aufgrund eines minimalen bzw. fehlenden

Farbeverhaltens vitaler Tumorzellen nicht weiter verwertbar.

Die Evaluation zentraler, intermediarer und peripherer Tumorschnitte vermittelt einen Eindruck
Uber Tumorbiologie und Wachstumsverhalten in Bezug auf das Tumorgesamtareal. Der
zusatzliche Informationsgewinn durch die préazisere Evaluation der Stromareaktion ist allerdings
auf Grund der oben beschriebenen Ergebnisse der Analyse, limitiert. Der Einsatz der Movat
Pentachromfarbung, gegebenenfalls mit den zusatzlichen a-SMA und Tenascin C Farbungen,
kann die Identifikation sparlicher Tumorinfiltrate bzw. einzelner Tumorzellen vereinfachen, was im

Umkehrschluss zu einer objektiveren Beurteilung des Regressionsgrades fihren kann.

In der Routinediagnostik der Pathologie kommt aktuell die TRG von CAP [Washington et al., 2013]
bevorzugt zum Einsatz. Die 27 PDAC-Falle wurden neben der neu entwickelten TRG dieser Arbeit
auch mit der TRG von CAP Kklassifiziert und verglichen (Tabellen 11, 12 und Appendix). Nach der
TRG von CAP erhielten 4 Félle (15%) Grad 3, 17 Falle (63%) Grad 2, 6 Falle (22%) Grad 1 und

kein Fall Grad 0.

Grad Beschreibung Anteil
I Keine vitalen Tumorzellen im Préparat 0%
I Eindeutig sichtbare Tumorreduktion, <20% vitale Tumorzellen 30 %
11 Sichtbare Tumorreduktion, >20 % vitale Tumorzellen 55 %
Keine sichtbare Tumorreduktion, lediglich qualitative Veranderungen der
v . 15 %
Tumorzellen bzw. kein Effekt
Tabelle 11 TRG dieser Arbeit
Grad Beschreibung Anteil
0 komplettes Ansprechen (keine vitalen Tumorzellen) 0%
1 deutliches Ansprechen (einzelne Zellen oder kleine Gruppen von Tumorzellen) 22 %
2 mafiges Ansprechen (Residualtumor mit Gberwiegender Fibrosierung) 63 %
mangelndes bis fehlendes Ansprechen (minimale bis fehlende
. i . 15 %
3 Tumorregression, ausgepragter Residualtumor)

Tabelle 12 TRG nach CAP

Diese Gegeniberstellung verdeutlicht, dass viele Falle sich im ,Mittelfeld* der TRG bewegen, da
eine komplette Regression aulierst selten ist. In einer groRen Studie aus den Vereinigten Staaten

an 223 Patienten zeigten lediglich 6 Patienten (2,7%) eine komplette Regression nach
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neoadjuvanter Therapie [Chatterjee et al., 2012]. Anlasslich dieser Studie reduzierten Chatterjee
und Kollegen den Regressionsgradient von CAP um einen Grad, da die Autoren lediglich eine
komplette histopathologische Response (Grad 0) bzw. einen minimalen Residualtumoranteil von
<5% (Grad 1) mit einem besseren Rezidivfreien- sowie Gesamtiberleben assozierten [Chatterjee
et al., 2012]. Folglich jedoch werden nach diesem Regressionsmodell Patienten mit fehlender
Regression bis hin zu einem vitalen Tumoranteil von lediglich 6% der gleichen Gruppe zugeteilt.
Dieses Regressionsmodell ist somit kritisch zu sehen, ist es doch fur den grof3ten Teil der
Patienten (derzeit) Uberhaupt nicht anwendbar. Es kann mehr als eine Art ,Zusatzschema“ bei
nahezu kompletter Regression (vitale Tumorzellen <5%) verstanden werden. Sinnvoll gewéahlte
»Zwischenstufen sind einerseits essentiell, andererseits auch mit préazisen Prozentangaben zu
versehen. Unprazise Beschreibungen wie ,einzelne Zellen oder kleine Gruppen® oder ,méafiges
Ansprechen”, vorgeschlagen von CAP, erschwerten in dieser Analyse die histopathologische
Beurteilung der TRG untereinander. Prozentangaben fordern Objektivitdt und Vergleichbarkeit
innerhalb eines Regressionsmodells, unabhangig vom Untersucher. Etwaige Vorteile fir das
Uberleben bei nachgewiesener Regression konnten aufgrund der zu kleinen Fallzahl mittels

Kaplan-Meier-Schatzer nicht Gberprift werden.

Tumormorphologisch zeigt sich eine Regression beim PDAC in der Mikroskopie haufig in Form
einzelner nachweisbarer Residualtumorherde, welche in unterschiedlichem grof3em Ausmal’ von
(betrachtlichen) Arealen nicht-neoplastischem Gewebes unterbrochen sein kénnen [Verbeke et al.,
2015]. Die frihere Annahme durch Ishikawa und Kollegen der Ballung residualer Tumorzellen auf
das Tumorzentrum in Folge einer konzentrischen Tumorreduktion durch neoadjuvante Therapie
[Ishikawa et al., 1989], scheint heute unzutreffend. Vielmehr ist bei Regression von einer
»tumorlastreduktion”, d.h. von weniger Tumorzellen bei gleichgrol3 bleibendem Tumorareal
auszugehen [Verbeke et al.,, 2015]. Grundlage fur die tatsachliche Einschatzung von
Tumorausmal3, Morphologie [Esposito et al., 2008] und Regression [Verbeke et al., 2015] ist die
(nahezu) Kompletteinbettung des PDAC-Gewebes [Verbeke et al., 2015, Zhao et al.,, 2012].
Nichtsdestotrotz fehlt im Studienaufbau vieler Untersuchungen die Information beziiglich des

Umfangs der Materialeinbettung. Nur wenige Daten sind hierzu bekannt [Verbeke et al., 2015]. Im
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Jahr 2012 zeigten in einer Studie mit 442 Patienten nur 2,5% der Falle nach Kompletteinbettung
eine vollstandige Regression [Zhao et al., 2012]. Studien, in denen weniger Material eingebettet
wurde, zeigten hingegen eine komplette Regression in bis zu max. 30% der Félle [Strobel et al.,
2012, Turrini et al., 2010]. Das fehlende standardisierte Vorgehen verdeutlicht das Dilemma fir die
Forschung. Ob die oben genannten prozentualen Unterschiede letztlich einzig und allein auf die
unterschiedlichen neoadjuvanten Therapieregime zuriickzufiihren sind, bleibt offen [Verbeke et al.,

2015].

Limitation der Studie

Histopathologische Effekte und Verdnderungen nach neoadjuvanter Therapie beim PDAC sind
schwer zu quantifizieren [Hartman et al., 2012]. Ferner existiert eine Vielzahl verschiedener TRG.
Eine internationale Vereinbarung fiir den Forschungs- und Klinikalltag fehlt bis heute. Die
prognostische Signifikanz und Reproduzierbarkeit der derzeit verfigbaren TRG ist weitgehend
unbekannt [Chatterjee et al., 2012, Hartman et al., 2012]. Die zellulare Heterogenitat im PDAC
stellt zudem eine nicht zu unterschatzende Herausforderung dar [Erkan et al.,, 2012a]. Aus
Objektivitatsgrinden empfiehlt sich daher eine detallierte Fotodokumentation regressiver
Veranderungen [Verbeke et al., 2015]. Als limitierend flr diese Arbeit erwiesen sich u.a. die
heterogenen Patientenkohorten mit (zu) kleiner Fallzahl, die nicht leitlinengetreue Erstdiagnose
sowie die individuellen Therapiekonzepte verschiedener Kliniken. Obwohl von der S3-Leitlinie fur
ein lokal fortgeschrittenes, inoperables oder metastasiertes PDAC gefordert [Leitlinienprogramm
Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, 2013a], erfolgte in dieser Arbeit vor Therapiebeginn nicht
in allen Fallen eine Biopsie zur histopathologischen Sicherung der klinischen Diagnose.
Nachweislich wurde in 10 Fallen (37%) eine Punktionszytologie und in 5 Fallen (19%) eine
Gewebebiopsie durchgefiihrt. Eine realistische Beurteilung der Therapieeffekte ist im Wesentlichen
abhangig von einer standardisierten (nahezu) Kompletteinbettung der Gewebeproben sowie der
Verflugbarkeit von aquivalentem und mengenmafiig ausreichend préatherapeutischem

Biopsiematerial [Verbeke et al., 2015]. Limitierend fir eine aussagekraftige Pra- versus Post-
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Therapie-Evaluation in dieser Arbeit erwies sich das zytologische Punktionsmaterial wie auch das

sparliche Material der Gewebebiopsie.

Aufgrund der genannten limitierenden Faktoren ist es sinnvoll, unter Mitbeteiligung der Disziplinen
Onkologie, Chirurgie, Pathologie, Radiologie und Strahlentherapie eine prospektive Studie auf den
Weg zu bringen, mit dem Ziel ein grol3tmdégliches gut evaluiertes Patientenkollektiv von dichtem
Informationsgehalt zu generieren. Wie sich in dieser Arbeit gezeigt hat sind standardisierte Ablaufe
sowie eine luckenlose Dokumentation die Grundlage fir Vergleich- und Reproduzierbarkeit
klinischer und histopathologischer Daten aus unterschiedlichen medizinischen Einrichtungen, um

Forschungs- und Patientenbenefit zuklnftig weiter zu optimieren.
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6 Zusammenfassung

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) zahlt zu den aggressivsten
Tumorerkrankungen mit einer auf3erst unginstigen Prognose. Neoadjuvante Therapien finden in
der Situation des lokal fortgeschrittenen und primér nicht resektablen PDAC zunehmend
Anwendung. Die histopathologische Beurteilung regressiver Veranderungen von neoadjuvant
vorbehandeltem PDAC-Gewebe gestaltet sich schwierig. Es existieren eine Vielzahl an
Tumorregressionsgraduierungen  (TRG).  Ziel dieser Arbeit war die Beurteilung
histomorphologischer Veranderungen im neoadjuvant vorbehandelten PDAC. Der Fokus wurde auf
Veranderungen der Stromareaktion und regressiver Merkmale gerichtet, um mdglicherweise die
Differenzierung von Desmoplasie und Therapie induzierter Fibrose zu erleichtern und als
Hilfestellung fir das Herausarbeiten einer neuen TRG. Gewebeproben von 27 Patienten nach
neoadjuvanter Chemotherapie oder neoadjuvanter Chemo- und Strahlentherapie sowie 5
pratherapeutische Biopsien wurden untersucht. Zudem standen Gewebeproben von 10 primar
resezierten externen PDAC-Fallen als Vergleichsmaterial zur Verfigung. Zuschnitt und
histopathologische Aufarbeitung der (nahezu) komplett eingebetteten neoadjuvant vorbehandelten
Gewebeproben erfolgten nach einem standardisierten Protokoll. Pro Patient wurden 3
reprasentative Gewebeblocke (Tumorzentrum, intermedidres und peripheres Tumorareal) fur
nachfolgende Farbungen ausgewahlt. Histochemisch wurden die Schnitte Hamatoxylin-Eosin (HE),
Periodsaure-Schiff-Reaktion (PAS)-Alcian und Movat Pentachrom gefarbt. Der Nachweis
proliferationsaktiver bzw. apoptotischer Tumorzellen erfolgte retrospektiv durch Kiel (Ki)67 und
TUNEL assay. Das Stroma wurde mittels 5 immunhistochemischer desmoplastischer
Stromamarker (a-Crystallin B, a-smooth muscle actin (a-SMA), Neurotrophin-3 (NT-3), secreted
protein acidic and rich in cysteine (SPARC) und Tenascin C) naher charakterisiert. 24 von 27
Karzinomen wurden als ypT3 oder ypT4 (89%), nur 3 Karzinome als ypT1 oder ypT2 klassifiziert.
Lymphknotenmetastasen waren in 13 Fallen (48%) und Fernmetastasen in 5 Fallen (13%)
nachweisbar. Histomorphologisch zeigte sich in allen 27 Fallen das Bild eines invasiven PDAC.
Fibrose war in 26 Fallen (96%), zytoplasmatische Vakuolen in 25 Fallen (93%), Nekrose-Areale in
17 Fallen (63%) und Schleimseen in 11 Fallen (41%) nachweisbar. Eine vierstufige TRG wurde
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entwickelt. Eine komplette Regression (keine vitalen Tumorzellen im Praparat = Regressionsgrad
I) wurde nicht beobachtet. Acht Falle (30%) zeigten eine eindeutig sichtbare Tumorreduktion
(£20% vitale Tumorzellen = Regressionsgrad Il). Fir 15 Falle (55%) ergab sich eine sichtbare
Tumorreduktion (>20% vitale Tumorzellen = Regressionsgrad Ill) und fur 4 Falle (15%) zeigte sich
keine sichtbare Tumorreduktion (lediglich qualitative Veranderungen der Tumorzellen bzw. kein
Effekt = Regressionsgrad V). In der Movat Pentachromféarbung zeigte sich ein tendenzieller
Zusammenhang zwischen kollagenreichem Stroma und deutlicher Tumorregression. Weiter
zeigten eine Abnahme von o-SMA und eine Persistenz in abgeschwéachter Haufigkeit von
Tenascin C eine Tendenz zur Korrelation mit Tumorregression. Eine Abnahme von Tenascin C im
Pra- (Biopsie) versus Posttherapievergleich konnte Ubereinstimmend gezeigt werden. Eine
Tumorregression war auf3erdem mit einem niedrigeren Proliferationsindex assoziert (p=0,017). Die
stromale Komposition beim PDAC nach neoadjuvanter Therapie ist heterogen und erschwert die
Beurteilung. Exklusive regressive Merkmale fir das PDAC gibt es wenige. Eine realistische
Beurteilung der Therapieeffekte ist im Wesentlichen abhangig von einer standardisierten (nahezu)
Kompletteinbettung der Gewebeproben sowie der Verflgbarkeit von ausreichend
pratherapeutischem Biopsiematerial. Eine eindeutige Unterscheidung von Tumordesmoplasie und
therapieinduzierter Fibrose durch einzelne Biomarker ist nicht méglich. Der Einsatz der Movat
Pentachromfarbung, gegebenenfalls mit den immunhistochemischen Farbungen a-SMA und
Tenascin C, kann die ldentifikation von spéarlichem Residualtumor erleichtern, was fir eine

objektivere Beurteilung der Regression und der Erstellung einer TRG notwendig ist.
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10 Appendix

Tabellarische Ubersicht der Ergebnisse nach Software-gestiitzter morphometrischer

Analyse der Movat Pentachromfarbung

Eall Relative Relative Relative Relative_ Quotient  Regression
Areablau Areagelb Area NON Areacandid gelb/blau sgrad
Biopsie 6 48,29% 4,73% 46,96% 0,02% 9,8 -
Biopsie 8 57,28% 1,16% 40,17% 1,39% 2,0 -
Biopsie 9 37,98% 7,82% 46,85% 7,35% 20,6 -
Biopsie 20 17,68% 2,63% 79,68% 0,00% 14,9 -
Fall1Z 86,58% 0,10% 11,08% 2,25% 0,1 v
Fall 11 66,02% 23,71% 10,10% 0,18% 35,9 v
Fall1 P 15,15% 74,79% 10,02% 0,04% 493,6 v
Fall 3z 79,47% 0,60% 13,10% 6,83% 0,8 Il
Fall 31 65,15% 1,05% 30,54% 3,25% 1,6 v
Fall 4 Z 72,60% 2,31% 22,39% 2,70% 3,2 v
Fall 41 50,22% 9,10% 26,72% 13,96% 18,1 v
Fall 4 P 11,39% 53,28% 35,15% 0,18% 468,0 v
Fall5Z 79,40% 2,07% 18,06% 0,47% 2,6 Il
Fall 51 38,52% 23,52% 37,44% 0,52% 61,1 Il
Fall5 P 37,84% 40,30% 21,68% 0,18% 106,5 Il
Fall6 Z 72,18% 0,65% 21,34% 5,83% 0,9 Il
Fall 61 71,76% 14,34% 13,51% 0,40% 20,0 I
Fall 6 P 48,00% 5,06% 6,40% 40,54% 10,5 Il
Fall 7z 85,21% 0,29% 11,87% 2,63% 0,3 Il
Fall 7 1 57,36% 4,44% 30,39% 7,81% 7,7 Il
Fall 8 1 14,34% 81,32% 4,27% 0,06% 567,0 Il
Fall 8 P 87,61% 7,46% 3,39% 1,54% 8,5 Il
Fall9 Z 2,52% 79,52% 17,91% 0,04% 3160,0 Il
Fall 91 0,03% 83,05% 16,92% 0,01% 314760,2 Il
Fall9 P 26,82% 53,82% 7,63% 11,73% 200,7 Il
Fall 10 Z 79,87% 0,15% 15,20% 4,79% 0,2 11
Fall 10 | 37,80% 0,84% 35,75% 25,61% 2,2 1]
Fall 10 P 23,86% 10,79% 49,47% 15,88% 45,2 Il
Fall 11 Z 69,54% 24,75% 5,68% 0,03% 35,6 Il
Fall 11| 37,19% 7,59% 17,56% 37,66% 20,4 Il
Fall 11 P 61,98% 11,05% 26,57% 0,40% 17,8 I
Fall12 z 77,06% 0,86% 20,91% 1,18% 11 11
Fall 12 | 49,68% 1,16% 35,99% 13,17% 2,3 Il
Fall 13 zZ 68,60% 2,51% 12,04% 16,85% 3,7 Il
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Fall 13 |

Fall 13 P
Fall 14 Z
Fall 14 |

Fall 14 P
Fall 15 Z
Fall 15 |

Fall 15 P
Fall 16 Z
Fall 16 |

Fall 16 P
Fall 17 Z
Fall 17 |

Fall 17 P
Fall 18 Z
Fall 19 Z
Fall 19 |

Fall 19 P
Fall 21 Z
Fall 21 |

Fall 21 P
Fall 22 Z
Fall 22 P
Fall 23 Z
Fall 23 P
Fall 24 Z
Fall 25 Z
Fall 25 |

Fall 25 P
Fall 26 Z
Fall 26 P
Fall 27 Z

33,73%
25,59%
51,40%
2,88%
0,26%
90,44%
47,19%
61,48%
50,39%
51,55%
54,46%
6,54%
92,34%
32,75%
1,16%
14,61%
10,14%
5,37%
11,96%
9,74%
95,97%
57,62%
0,10%
57,22%
71,08%
19,27%
3,53%
7,03%
54,66%
62,83%
57,62%
9,32%

18,66%
1,41%
29,19%
69,71%
94,38%
0,10%
28,60%
0,98%
22,67%
41,59%
29,93%
64,34%
0,82%
10,94%
79,11%
28,10%
35,01%
48,77%
70,90%
23,74%
2,33%
32,21%
81,93%
5,47%
0,10%
13,40%
31,41%
72,45%
19,16%
9,49%
17,19%
50,19%

23,67%
21,64%
19,24%
26,30%
5,35%
8,20%
24,14%
14,91%
7,80%
4,77%
7,61%
27,90%
3,55%
27,21%
19,37%
56,95%
54,36%
45,59%
9,71%
19,03%
0,92%
9,24%
17,71%
33,02%
28,62%
41,14%
52,24%
12,03%
9,76%
18,29%
15,93%
32,32%

23,94%
51,36%
0,17%
1,11%
0,01%
1,27%
0,06%
22,63%
19,14%
2,09%
8,00%
1,23%
3,30%
29,09%
0,36%
0,33%
0,49%
0,27%
7,43%
47,49%
0,78%
0,93%
0,25%
4,30%
0,20%
26,20%
12,81%
8,49%
16,42%
9,39%
9,25%
8,17%

55,3
55
56,8
2418,4
36656,0
0,1
60,6
1,6
45,0
80,7
55,0
984,5
0,9
33,4
6844,0
192,3
345,4
908,4
592,7
243,8
2,4
55,9
79735,5
9,6
0,1
69,6
888,9
1030,8
35,0
15,1
29,8
538,3

Aufgefuhrt sind nur die computerstitzt erfolgreich ausgewerteten Schnitte, Féalle und Biopsien.

Legende: Z = zentral, | = intermediér, P = peripher
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Tabellarische Ubersicht der Ki67 (Proliferation) Auswertung

Fall Auszdhlung Anteil Bemerkung Zentraler
Regressionsgrad
1 60von1000  6,0% geringe Proliferation, homogenes Bild %
2 16 von 1000 1,6% geringe Proliferation in einem Tumorabschnitt, v
Rest keine Proliferation, homogenes Bild
3 448von 1000 44,8% starke Proliferation, homogenes Bild il
4 300von 1000 30,0% Areale mit starker und schwécherer \Y}
Proliferation, heterogenes Bild
5 43von 500 8,6% niedrige Proliferation, homogenes Bild Il
6 289von 1000 28,9% maRige Proliferation, weitgehend homogenes i
Bild
7 110von300  22,0% maéRige Proliferation, homogenes Bild Il
8 - - keine vitalen Zellen im Praparat |
9 26 von 500 5,2% geringe Proliferation, homogenes Bild Il
10 71 von 1000 7,1% geringe Proliferation, in sklerosereichen i
Arealen geringe Proliferation, weitgehend
homogenes Bild
11 35 von 500 7,0% geringe Proliferation, grof3e sklerosereiche Il
Areale, homogenes Bild
12 341von 1000 34,1% maRige Proliferation, weitgehend homogenes i
Bild
13 131 von 500 26,2% malRige Proliferation, sklerosereiche Areale Il
geringere Proliferation, homogenes Bild
14 60 von 500 12,0% niedrige Proliferation, homogenes Bild Il
15 279von 1000 27,9% geringe bis starke Proliferation, heterogenes [
Bild
16 213von 1000 21,3% maRige Proliferation, weitgehend homogenes i
Bild
17 45 von 500 9,0% niedrige Proliferation, homogenes Bild Il
18 - - kein Schnitt I
19 309 von 1000 30,9% niedrige bis starke Proliferation, heterogenes \%
Bild
20 7von 500 1,4% minimale Proliferation, homogenes Bild Il
21 480 von 1000 48,0% starke bis sehr starke Proliferation, 1
homogenes Bild
22 412von 1000 41,2% starke Proliferation, homogenes Bild il
23 430von 1000 43,0% starke Proliferation, homogenes Bild v
24 442 von 1000 44,2% starke Proliferation, homogenes Bild il
25 161von 1000 16,1% geringe bis malRige Proliferation, heterogenes Il
Bild
404 von 1000 40,4% starke Proliferation, Uberwiegend homogenes i
26 Bild
267 von 1000 26,7% malige Proliferation, in sklerosereichen Il
27 Arealen geringere Proliferation, weitgehend

homogenes Bild
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Tabellarische Ubersicht der TUNEL assay (Apoptose) Auswertung

Zentraler
Fall Auszahlung Anteil Bemerkung Regressionsgra
d
1 3von1000 0,3% homogenes Bild, niedrige Apoptoserate Y
2 4von 1000 0,4% homogenes Bild, niedrige Apoptoserate v
3 5von1000 0,5% homogenes Bild, niedrige Apoptoserate [l
4 6vonl1000 0,6% homogenes Bild, niedrige Apoptoserate v
5 1von 500 0,2% homogenes Bild, niedrige Apoptoserate I
6 4vonl1l000 0,4% homogenes Bild, niedrige Apoptoserate Il
7 1von 500 0,2% homogenes Bild, niedrige Apoptoserate Il
8 - - keine vitalen Zellen im Praparat I
9 0von 500 0,0% homogenes Bild, keine Apoptose in Tumorzellen Il
10 1von 1000 0,1% homogenes Bild, niedrige Apoptoserate 11
11 1 von 500 0,2% homogenes Bild, niedrige Apoptoserate Il
12 4von 1000 0,4% homogenes Bild, niedrige Apoptoserate Il
13 5von 500 1,0% homogenes Bild, niedrige Apoptoserate Il
14 2 von 500 0,4% homogenes Bild, niedrige Apoptoserate Il
15 11von 1000 1,1% homogenes Bild, niedrige Apoptoserate [l
16 4von 1000 0,4% homogenes Bild, niedrige Apoptoserate 11
17 6 von 500 1,2% homogenes Bild, niedrige Apoptoserate Il
18 1von 500 0,2% homogenes Bild, niedrige Apoptoserate I
19 5von 1000 0,5% homogenes Bild, niedrige Apoptoserate v
20 2von 500 0,4% homogenes Bild, niedrige Apoptoserate Il
21 3von 1000 0,3% homogenes Bild, niedrige Apoptoserate [l
22 0von 1000 0,0% homogenes Bild, keine Apoptose in Tumorzellen 11
23 14von 1000 1,4% homogenes Bild, niedrige Apoptoserate A\
24 2von 1000 0,2% homogenes Bild, niedrige Apoptoserate Il
25 2von 1000 0,2% homogenes Bild, niedrige Apoptoserate Il
26 0Ovon 1000 0,0% homogenes Bild, keine Apoptose in Tumorzellen 11
27 - - kein Schnitt [l
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Tabellarische Darstellung der Merkmale der neoadjuvant vorbehandelten Falle in der a-

SMA-Farbung

zentral (z) Lokalisation und $ , ‘é’

Fall peripher Haufigkeit in Expressionsmuster 5 2 3 ® 3

(p) PSC/Matrix L '8 s 8 s

1 Z peritumoral 3+ diffus 1\ \Y
p peritumoral 2+ diffus v

2 Z peritumoral 2+ diffus \Y% \
p peritumoral 2+ diffus v

3 z peritumoral 1+ diffus Il I
p peritumoral 3+ diffus Il

4 Z peritumoral 3+ diffus \Y% \Y
p peritumoral 2+ diffus v

5 z peritumoral 2+ diffus, fokal akzentuiert Il 11
p peritumoral 1+ diffus, fokal akzentuiert [

6 Z peritumoral 1+ diffus Il I
p peritumoral 1+ fokal i

7 z peritumoral 2+ diffus, fokal akzentuiert Il Il
p kein Schnitt - -

8 z diffus in der Fibrose 1+ diffus, fokal akzentuiert | Il
p peritumoral 1+ fokal Il

9 Z peritumoral 2+ diffus, fokal akzentuiert Il Il

diffus in der Fibrose 2+

p peritumoral 1+ fokal Il

10 Z peritumoral 3+ diffus, fokal akzentuiert Il I
p peritumoral 1+ diffus, fokal akzentuiert Il

11 z peritumoral 2+ diffus, fokal akzentuiert Il Il
p peritumoral 2+ diffus, fokal akzentuiert i

12 Z peritumoral 1+ diffus, fokal akzentuiert Il I
p kein Schnitt - -

13 z peritumoral 2+ diffus, fokal akzentuiert Il Il
p diffus in der Fibrose 1+  diffus I

14 Z peritumoral 1+ fokal Il Il
p peritumoral 1+ fokal Il

15 Z peritumoral 3+ diffus, fokal akzentuiert Il I
p peritumoral 2+ diffus Il

16 z peritumoral 2+ diffus, fokal akzentuiert 1 11
p peritumoral 1+ fokal i

17 Z peritumoral 2+ diffus, fokal akzentuiert Il I
p kein Schnitt - -

18 z peritumoral 1+ fokal Il Il
p kein Schnitt - -

19 Z peritumoral 3+ diffus 1\ I
p peritumoral 1+ diffus, fokal akzentuiert i

20 z peritumoral 1+ fokal Il Il
p kein Schnitt - -

21 z peritumoral 2+ diffus, fokal akzentuiert 1 11
p peritumoral 1+ diffus Il

diffus in der Fibrose 1+

22 Z peritumoral 2+ diffus, fokal akzentuiert Il I
p kein Schnitt - -

23 Z peritumoral 3+ diffus \% \%
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24

25

26

27

normales
Pankreas

N T N T

peritumoral 2+
peritumoral 1+

kein Schnitt
peritumoral 1+

diffus in der Fibrose 1+
peritumoral 1+

diffus in der Fibrose 1+
peritumoral 3+
peritumoral 1+

diffus in der Fibrose 1+
peritumoral 1+

kein Schnitt

periduktal 2+
intralobular 1+

diffus
fokal

diffus
diffus, fokal akzentuiert

diffus, fokal akzentuiert
diffus, fokal akzentuiert

diffus, fokal akzentuiert

diffus

\%
Il

Tabellarische Darstellung der Merkmale

Tenascin C Farbung

der neoadjuvant vorbehandelten

Falle in der

zentral (z) N 0, ‘é’
Fall peripher Loka_llsat_lo_n und , Expressionsmuster 2o e T 5
0) Haufigkeit in PSC/Matrix 25 2
X eno: O o
1 z peritumoral 2+ (heterogen) diffus, fokal akzentuiert \Y A\
p peritumoral 1+ diffus, fokal akzentuiert A\
2 z peritumoral 3+ diffus, fokal akzentuiert \Y \Y
p peritumoral 3+ diffus, fokal akzentuiert v
3 z peritumoral 2+ diffus, fokal akzentuiert I Il
p peritumoral 2+ diffus, fokal akzentuiert Il
diffus in der Fibrose 2+
4 z peritumoral 2+ diffus, fokal akzentuiert \Y A\
p peritumoral 1+ fokal v
5 z peritumoral 2+ diffus, fokal akzentuiert 1] 1
diffus in der Fibrose 1+
p peritumoral 3+ diffus, fokal akzentuiert Il
6 z peritumoral 2+ diffus, fokal akzentuiert 11 1
p peritumoral 2+ diffus, fokal akzentuiert 11
7 z peritumoral 2+ diffus, fokal akzentuiert Il Il
diffus in der Fibrose 1+
p kein Schnitt - -
8 z fokal in der Fibrose 3+ fokal I Il
p peritumoral 2+ fokal I
9 z peritumoral 1+ fokal Il I
diffus in der Fibrose 3+
p peritumoral 2+ diffus, fokal akzentuiert Il
diffus in der Fibrose 3+
10 z peritumoral 2+ diffus, fokal akzentuiert [l Il
p peritumoral 1+ diffus, fokal akzentuiert 11
11 z peritumoral 2+ diffus, fokal akzentuiert 1] 1]
diffus in der Fibrose 1+
p peritumoral 2+ diffus, fokal akzentuiert 11
diffus in der Fibrose 1+
12 z peritumoral 1+ fokal Il Il
p kein Schnitt - -
13 z peritumoral 1+ diffus, fokal akzentuiert Il Il
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14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

normales
Pankreas

N T N T

N T N T

N T N ©

N T N T

©

diffus in der Fibrose 2+
diffus in der Fibrose 1+
peritumoral 1+

diffus in der Fibrose 1+
fokal in der Fibrose 1+
peritumoral 2+

diffus in der Fibrose 2+
peritumoral 2+
peritumoral 2+
peritumoral 2+
peritumoral 1+

diffus in der Fibrose 1+
peritumoral 1+
peritumoral 1+

kein Schnitt
peritumoral 2+

diffus in der Fibrose 2+
peritumoral 1+

diffus in der Fibrose 1+
peritumoral 1+

kein Schnitt
peritumoral 1+

diffus in der Fibrose 2+
peritumoral 1+

diffus in der Fibrose 3+
peritumoral 1+

diffus in der Fibrose 1+
peritumoral 1+
peritumoral 2+

diffus in der Fibrose 1+
peritumoral 2+

diffus in der Fibrose 1+
peritumoral 1+

diffus in der Fibrose 1+
kein Schnitt
peritumoral 3+
peritumoral 2+
peritumoral 2+

diffus in der Fibrose 1+
peritumoral 1+

diffus in der Fibrose 1+
peritumoral 2+

diffus in der Fibrose 1+
kein Schnitt

periduktal 1+

diffus, fokal akzentuiert
diffus, fokal akzentuiert

fokal
diffus, fokal akzentuiert

diffus, fokal akzentuiert
diffus, fokal akzentuiert
fokal
fokal

fokal
fokal

d_iffus, fokal akzentuiert
diffus, fokal akzentuiert
diffus, fokal akzentuiert
d_iffus, fokal akzentuiert
diffus, fokal akzentuiert

diffus, fokal akzentuiert

fokal
diffus, fokal akzentuiert

diffus, fokal akzentuiert

diffus, fokal akzentuiert

diffus, fokal akzentuiert
fokal

diffus, fokal akzentuiert
diffus, fokal akzentuiert

fokal

fokal

A\
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Tabellarische Darstellung der Merkmale der neoadjuvant vorbehandelten Falle in der

SPARC Féarbung

zentral (z) Lokalisation und . o £
Fall peripher(p) Haufigkeit in PSC/Matrix Expressionsmuster 25T 5 K
e o O o
1 z peritumoral 3+ diffus \Y \Y
p peritumoral 3+ diffus v
2 z peritumoral 3+ diffus \Y \
p peritumoral 3+ diffus v
3 z peritumoral 1+ diffus Il I
p peritumoral 2+ diffus Il
4 z peritumoral 3+ diffus A\ \Y
p peritumoral 3+ diffus Y
5 z peritumoral 2+ diffus Il I
p peritumoral 3+ diffus 11
diffus in der Fibrose 2+
6 z peritumoral 2+ diffus Il I
p peritumoral 3+ diffus [
7 z peritumoral 2+ diffus Il Il
diffus in der Fibrose 1+
p kein Schnitt - -
8 z diffus in der Fibrose 3+ diffus I Il
p peritumoral 3+ diffus Il
diffus in der Fibrose 3+
9 z peritumoral 3+ diffus Il Il
diffus in der Fibrose 2+
p peritumoral 1+ diffus Il
diffus in der Fibrose 1+
10 z peritumoral 3+ diffus, fokal akzentuiert I I
p peritumoral 3+ diffus i
diffus in der Fibrose 1+
11 z peritumoral 2+ diffus Il Il
p peritumoral 3+ diffus 11
diffus in der Fibrose 2+
12 z peritumoral 2+ diffus I I
diffus in der Fibrose 1+
p kein Schnitt - -
13 z peritumoral 2+ diffus Il Il
diffus in der Fibrose 1+
p diffus in der Fibrose 1+ diffus I
14 z peritumoral 2+ diffus Il Il
diffus in der Fibrose 1+
p diffus in der Fibrose 1+ diffus Il
15 z peritumoral 3+ diffus Il Il
p peritumoral 2+ diffus [
16 z peritumoral 3+ diffus I I
p kein Schnitt - -
17 z peritumoral 2+ diffus Il Il
diffus in der Fibrose 2+
p peritumoral 2+ diffus 11
diffus in der Fibrose 2+
18 Z peritumoral 2+ diffus Il Il

95



diffus in der Fibrose 1+

p kein Schnitt - -
19 z peritumoral 3+ diffus \Y I
p peritumoral 1+ diffus i
diffus in der Fibrose 1+
20 z peritumoral 1+ diffus Il Il
p kein Schnitt - -
21 y4 peritumoral 3+ diffus, fokal akzentuiert 1] 1]
diffus in der Fibrose 1+
p peritumoral 3+ diffus Il
diffus in der Fibrose 2+
22 z peritumoral 3+ diffus I Il
p peritumoral 1+ diffus Il
diffus in der Fibrose 2+
23 z peritumoral 3+ diffus v \
p peritumoral 2+ diffus v
24 z peritumoral 3+ diffus I I
p kein Schnitt - -
25 z peritumoral 2+ diffus Il Il
diffus in der Fibrose 1+
p peritumoral 2+ diffus 1
diffus in der Fibrose 1+
26 z peritumoral 3+ diffus [l I
p peritumoral 1+ diffus Il
diffus in der Fibrose 1+
27 z peritumoral 2+ diffus [l I
p kein Schnitt - -
normales inter-/perilobular 1+ diffus - -
Pankreas

Tabellarische Darstellung der Merkmale der neoadjuvant vorbehandelten Félle in der NT-3

Farbung
Fall Eirr];[gﬁle(rZ) Lokalisation und : Expressionsmuster § @ 5 e
0) Haufigkeit in PSC/Matrix P58 9%
reoao Oo
1 z peritumoral 2+ fokal v \%
p peritumoral 1+ fokal Y
2 z peritumoral 1+ fokal \Y \
p peritumoral 1+ fokal Y
3 z peritumoral 1+ fokal 1] Il
Fibrose 1+
p peritumoral 1+ fokal Il
Fibrose 2+
4 z peritumoral 1+ fokal Y \Y
p peritumoral 1+ fokal v
Fibrose 2+
5 z peritumoral 1+ fokal Il Il
p peritumoral 1+ fokal i
6 z peritumoral 1+ fokal 1] Il
p peritumoral 1+ fokal i
Fibrose 1+
7 z peritumoral 3+ multifokal Il Il
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p
8 z
p
9 z
p
10 z
p
11 z
p
12 z
p
13 z
p
14 z
p
15 z
p
16 z
p
17 z
p
18 z
p
19 z
p
20 z
p
21 z
p
22 z
p
23 z
p
24 z
p
25 z
p
26 z
p
27 z
p
normales
Pankreas

kein Schnitt
periduktal 1+, vereinzelt
Zellen in der Fibrose
peritumoral 1+
peritumoral 2+
peritumoral 2+
Fibrose 2+
peritumoral 1+
peritumoral 1+
peritumoral 1+
Fibrose 1+
peritumoral 1+
kein Schnitt
peritumoral 2+
periduktal 1+
Fibrose 2+
peritumoral 2+
Fibrose 2+
peritumoral 1+
peritumoral 1+
peritumoral 1+
Fibrose 2+
peritumoral 2+
peritumoral 2+
peritumoral 2+
kein Schnitt
peritumoral 2+

peritumoral 1+ peritumoral

1+
peritumoral 3+
kein Schnitt
peritumoral 2+
peritumoral 1+
Fibrose 1+
peritumoral 2+
Fibrose 2+
peritumoral 2+
peritumoral 1+
peritumoral 2++
Fibrose 1+
kein Schnitt
peritumoral 1+
peritumoral 1+
peritumoral 1+
Fibrose 3+
peritumoral 2+
Fibrose 1+
kein Schnitt
periduktal 2+

fokal

fokal
fokal
diffus, fokal akzentuiert

fokal
fokal
fokal
fokal
fokal
multifokal
multifokal

multifokal
fokal
fokal
fokal
fokal
diffus, fokal akzentuiert
fokal
multifokal
fokal
multifokal
multifokal

fokal
multifokal
fokal

multifokal
fokal
fokal
fokal
multifokal

fokal

fokal

multifokal

diffus, fokal akzentuiert
multifokal

diffus

Il
I

\Y
Y
i

A
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Tabellarische Darstellung der Merkmale der neoadjuvant vorbehandelten Falle in der a-

Crystallin B Farbung

. Regressionsgrad
Expressions- 9 9

Fall Lokalisation und Haufigkeit in PSC/Matrix der
muster
zentralen Zone
periazinar 1+ Y
1 einzelen Zellen in der Fibrose 1+ fokal
0 - v
0 - 1l
4 periazinar 1+, inter-/perilobuldr 1+ einzelne diffus v
Zellen in der Fibrose 1+
periazinar 1+ Il
g einzelne Zellen in der Fibrose 1+ fokal
6 periazinar 2++, inter-/perilobuléar 1+ diffus i
einzelne Zellen in der Fibrose 1+
7 periazinar 1+, inter-/perilobulér 1+ einzelne diffus I
Zellen in der Fibrose 2+
8 0 - l
9 diffus in der Fibrose 1+ diffus I
periazinar 1+, inter-/perilobuldr 1+ einzelne i
10 Zellen in der Fibrose 1+ fokal
11 einzelne Zellen in der Fibrose 1+ fokal I
12 einzelne Zellen in der Fibrose 1+ fokal I
13 0 - I
periazinar 1+, inter-/perilobular 1+ . I
14 einzelne Zellen in der Fibrose 1+ diffus
15 0 - I
periazinar 1+ , i
16 einzelne Zellen in der Fibrose 1+ diffus
periazinar 1+ Il
L7 einzelne Zellen in der Fibrose 1+ fokal
18 einzelne Zellen in der Fibrose 2+ diffus I
19 diffus in der Fibrose 2+ diffus %
periazinar 1+ I
20 einzelne Zellen in der Fibrose 1+ fokal
21 einzelne Zellen in der Fibrose 1+ diffus I
22 diffus in der Fibrose 2+ diffus I
23 periazinar 1+, diffus in der Fibrose 1+ diffus %
on periazinar 1+ fokal i

einzelne Zellen in der Fibrose 1+
25 diffus in der Fibrose 2+ diffus I
periazinar 1+ I

26 einzelne Zellen in der Fibrose 1+ fokal
27 kein Schitt i "
Pankreas PeIEZINAT 1+ fokal
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Untersuchung der therapienaiven PDAC-Félle auf regressive Merkmale

£. G285 g
PDAC 2§ E 2 5 2 Stroma Tumor
" o= [}
@ >© g z
1 - ca.5% <5% reichlich blaue, aktive Grundsubstanz 'm ggsamten
Praparat
heterogenes Stroma, Anteil der blauen
2 - ca.3% <5% Grundsubstanz Uberwiegt, Uberwiegend prominent
kompakt strukturiert
teilweise stromaarm, Anteil der blauen im gesamten
3 - ca.5% <5% Grundsubstanz tUberwiegt, Uberwiegend Pgr‘ci arat
kompakt strukturiert P
i heterogenes Stroma, Anteil der blauen
4 ca. 3% - Grundsubstanz Uberwiegt, locker prominent
strukturiert
5 ) ca 3%  <5% Uberwiegend blaue, aktive Grundsubstanz, im gesamten
' locker strukturiert Préaparat
heterogenes Stroma, zentral: blaue, aktive im gesamten
6 - ca.3% <5% Grundsubstanz, locker strukturiert, 9¢
. ) ; Praparat
peripher: kollagenreicher, kompakter
heterogenes Stroma, Anteil der blauen im gesamten
7 = ca.3% <10% Grundsubstanz tberwiegt, locker 9e
) Praparat
strukturiert
heterogenes Stroma, zentral: blaue, aktive im gesamten
8 - ca.5% <5% Grundsubstanz, locker strukturiert, ge:
. ) ; Praprat
peripher: kollagenreicher, kompakter
heterogenes Stroma, zentral: blaue, aktive im gesamten
9 - ca.3% <5% Grundsubstanz, peripher: kollagenreicher, ge
Praparat
kompakter
heterogenes Stroma, zentral: blaue, aktive im gesamten
10 - ca.3% <5% Grundsubstanz, locker strukturiert, ge
Praparat

peripher: kollagenreicher, kompakter

Tabellarische Ubersicht der

Ergebnisse nach Software-gestutzter

Analyse der Movat Pentachromfarbung therapienaiver Félle

morphometrischer

Fall Relative Area blau Relative Area gelb Relative Area candid
1 50,63% 3,97% 6,35%
2 43,38% 3,22% 30,46%
3 49,08% 5,22% 12,86%
4 82,36% 8,05% 3,51%
5 54,19% 17,29% 13,92%
6 36,82% 6,33% 33,81%
7 64,64% 20,62% 8,61%
8 47,90% 12,19% 27,45%
9 67,30% 4,06% 20,72%
10 57,06% 5,01% 30,01%
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Tabellarische Darstellung der Merkmale der therapienaiven PDAC-Félle in der a-SMA

Farbung

Lokalisation und Haufigkeit Expressions-

PDAC in PSC/Matrix ) pmuster Kommentar

1 peritumoral 2+ diffus peritumorale Farbung in

Lymphkonotenmetastase

> peritumoral 2+__ diffus -
inter-/perilobular 2+

3 peritumoral 3+ fokal -

4 peritumoral 1+ diffus -

5 peritumoral 1+ fokal -

6 peritumoral 3+ diffus -

7 peritumoral 2+ diffus -

8 peritumoral 3+ diffus -
inter-/perilobular 1+

9 peritumoral 1+ diffus -

10 peritumoral 2+ diffus -

normales  periduktal 2+ diffus -

Pankreas intralobular 1+

Tabellarische Darstellung der Merkmale der therapienaiven PDAC-Falle in der Tenascin C

Farbung
Lokalisation und Haufigkeit Expressions-
PDAC in PSC/Matrix muster Kommentar
1 peritumoral 2+ diffus, fokal peritumorale Farbung in LK-

akzentuiert Metastase
peritumoral 3+ -
2 periazinar 2+ fokal
inter-/perilobular 2+
diffus, fokal -
akzentuiert
peritumoral 3+ -
4 periazinar 1+ diffus
inter-/perilobular 2+
peritumoral 2+ =

3 peritumoral 3+

> inter-/perilobular 1+ fokal
peritumoral 3+ .
° fokal in der Fibrose 3+ fokal
7 peritumoral 3+ diffus, fokal i
fokal in der Fibrose 3+ akzentuiert
8 peritumoral 3+ diftus .

fokal in der Fibrose 3+

peritumoral 1+ -
9 periazinar 1+ fokal
fokal in der Fibrose 2+
peritumoral 3+ -

10 fokal in der Fibrose 3+ diffus
g:mzzz periduktal 1+ fokal -

100



Tabellarische Darstellung der Merkmale der therapienaiven PDAC-Falle in der SPARC

Farbung
Lokalisation und Haufigkeit in Expressions-
PDAC PSC/Matrix muster Kommentar
: : peritumorale Farbung in
. SETITOEL 2 i Lymphknotenmetastase
peritumoral 2+ . -
2 inter-/perilobular 1+ diffus
peritumoral 2+ : -
€ fokal in der Fibrose 3+ 2IiLE
peritumoral 2+ -
4 periazinar 1+ diffus
inter-/perilobular 2+
peritumoral 1+ -
5 periazinar 1+ diffus
inter-/perilobular 1+
peritumoral 2+ , -
6 fokal in der Fibrose 2+ diffus
peritumoral 3+ : -
! fokal in der Fibrose 2+ diffus
8 peritumoral 3+ diffus -
9 diffus in der Fibrose 2+ diffus -
peritumoral 2+ . -
10 diffus in der Fibrose 1+ diffus
Tl inter-/perilobular 1+ diffus i
Pankreas

Tabellarische Darstellung der Merkmale der therapienaiven PDAC-Falle in der NT-3 Farbung

Lokalisation und Haufigkeit Expressions-
PDAC in PSC/Matrix muster Kommentar
peritumoral 2+ . ,
1 kollagenreiche Fibrose 2+ fokal vereinzelt Farbung von Tumorzellen
2 peritumoral 1+ fokal vereinzelt Farbung von Tumorzellen
3 peritumoral 2+ fokal vereinzelt Farbung von Tumorzellen
4 peritumoral 2+ fokal vereinzelt Farbung von Tumorzellen
peritumoral 2+ . ,
5 kollagenreiche Fibrose 2+ fokal vereinzelt Farbung von Tumorzellen
6 peritumoral 3+ fokal vereinzelt Farbung von Tumorzellen
7 peritumoral 2+ fokal -
8 peritumoral 2+ fokal vereinzelt Farbung von Tumorzellen
9 peritumoral in der Peripherie 3+ fokal vereinzelt Farbung von Tumorzellen
10 peritumoral 3+ fokal vereinzelt Farbung von Tumorzellen
normales periduktal 2+ i Farbung_ von Inselzellen und einigen
Pankreas Gangepithelzellen

101



Tabellarische Darstellung der Merkmale der therapienaiven PDAC-Félle in der a-Crystallin B

Farbung
Lokalisation und Haufigkeit Expressions-
PDAC von PSC/Matrix muster Kommentar
periazinar 1+ .
1 einzelne Zellen in der Fibrose 1+ el FEINIG Vel Uzl
periazinar 1+ N
2 einzelne Zellen in der Fibrose 1+ fokal Farbung von Tumorzellen
3 einzelne Zellen in der Fibrose 1+ fokal Farbung von Tumorzellen
periazinar 1+ N
4 einzelne Zellen in der Fibrose 1+ fokal Farbung von Tumorzellen
5 periazinar 1+ fokal Farbung von Tumorzellen
periazinar 1+ : .
6 diffus in der Eibrose 3+ diffus Farbung von Tumorzellen
7 0 - Farbung von Tumorzellen
periazinar 1+ . .
8 diffus in der Fibrose 2+ diffus Farbung von Tumorzellen
periazinar 1+
9 inter-/perilobular 1+ fokal Farbung von Tumorzellen
diffus in der Fibrose 1+
10 0 - Farbung von Tumorzellen
g:rnrﬂzzss periazinar 1+ fokal -
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Tabellarische Gegenilberstellung der

histopathologischen

Klassifizierung der

27

neoadjuvant vorbehandelten Falle nach dem eigenen Regressionsmodell im Vergleich zu

CAP

Fall

Regressionsgrad dieser Arbeit
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