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1 Einleitung

1.1 Anatomie des Pankreas

Das Pankreas liegt in Hohe des 1.-3. Lendenwirbels sekundir retroperitoneal im
Oberbauch und ist an der Vorderseite von Peritoneum iiberzogen. Es ist ca. 10-15 cm
lang, 3-4 cm breit sowie 2-3 cm dick und wiegt zwischen 50 und 120 Gramm. Es hat
direkte Lagebeziehungen zum Duodenum, den extrahepatischen Gallenwegen, zum
Milzhilus sowie zur Arteria und Vena mesenterica superior. Anatomisch ldsst sich das
Pankreas in drei Anteile unterteilen: 1. Pankreas-Kopf, 2. Pankreas-Korper und 3. Pan-
kreas-Schwanz. Die arterielle Blutversorgung erfolgt hauptsdchlich iiber die Arteria
Pankreaticoduodenalis und die Arteria splenica, der vendse Abfluss wird gréftenteils
iiber die Vena portae geleistet. Es besteht aus einem exokrinen und einen endokrinen
Anteil, wobei der exokrine Teil ungefahr 98 % des Organs ausmacht. Das Pankreas
wird vom Ductus pankreaticus durchzogen. Er wird im klinischen Sprachgebrauch auch
Ductus Wirsungianus genannt und stellt den Hauptausfiihrungsgang dar. Zusammen mit
dem Ductus Choledochus miindet er in der Papilla duodeni major (Papilla Vateri) im
Duodenum. Das Parenchym besteht aus azindren Lobuli mit interlobuldren Géngen. Die
Azinuszellen produzieren tiglich 1-2 Liter bicarbonathaltigen Pankreassaft, der u.a. die
fiir die Verdauung sehr wichtigen Enzyme Amylase, Lipase, Trypsin und Chymotrypsin
enthilt (Bocker, 2004; Moll, 2006).

1.2 Tumoren im Pankreas

1.2.1 Benigne Tumore

Benigne Tumore des Pankreas sind sehr selten und machen nur ca. 1 % der
Pankreastumore aus. Dabei gehen die meisten vom endokrinen Anteil des Pankreas aus.
Je nach zelluldrem Ursprung der Neoplasie handelt es sich bei den neuroendokrinen
benignen Neoplasien entweder um Insulinome, Gastrinome, Glucagonome oder um ein
Vipom. Ca. 75 % aller endokrinen Tumore sind Insulinome, die zu 90 % benigne
Eigenschaften besitzen. In 10 % der Fille treten die Insulinome nicht singuldr sondern
multipel auf und haben eine Assoziation zum MEN-1-Syndrom (Biichler et al., 2004).
Mit Ausnahme des Insulinoms verhalten sich die neuroendokrinen Pankreastumore
hiufig maligne. Die histologischen Kriterien fiir Malignitét sind in diesen Féllen sehr

unzuverlassig.
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Benigne Tumore des exokrinen Pankreas sind das serdse und muzindse
Zystadenom. Die exokrinen benignen Tumoren verursachen nur uncharakteristische
klinische Symptome wie Oberbauchschmerzen und Riickenschmerzen. Zudem kann es
auch durch eine tumorbedingte Stenose des Gallengangs zu einem Ikterus kommen.
Daher sollten alle benignen Tumore des Pankreas operativ entfernt werden. (Biichler et

al., 2004).

1.2.2 Maligne Tumore

Mehr als 95 % der Pankreaskarzinome sind Adenokarzinome, die vom ductalen
Epithel ausgehen. Es wird davon ausgegangen, dass sich die maligne Entartung tiber
pramaligne Vorstufen im Pankreasgangsystem entwickelt (AWMF, S3-Leitlinie
,Exokrines Pankreaskarzinom®, 2006). Die Tumor-Differenzierung unterteilt man
histologisch in drei Grade: hochdifferenzierte (Grad 1), miBig differenzierte (Grad 2)
und wenig differenzierte (Grad 3) Karzinome. Tabelle 1 zeigt die pTNM-Klassifikation

des ductalen Pankreaskarzinoms:

Tabelle 1: Einteilung nach pTNM-Klassifikation (Bocker, 2004)

pT Primértumor

pTO kein Primirtumor nachweisbar

pTis Carcinoma in situ

pTl1 grofiter Durchmesser des Primértumors </= 2cm, Tumor innerhalb des
Pankreas

pT2 grofiter Durchmesser des Primdrtumors >/= 2cm, Tumor innerhalb des
Pankreas

pT3 Primértumor wichst ein in peripankreatisches Gewebe

pT4 Primértumor wéchst ein in angrenzende groBe Gefde (Aa. und Vv.

coeliacae und mesentericae sup.)

pTX Primértumor kann nicht untersucht werden

pNX die regiondren Lymphknoten kénnen nicht untersucht werden
pNO keine nachweisbaren regiondren Lymphknoten

pN1 regiondre Lymphknotenmetastasen

pMX Fernmetastasen konnen nicht untersucht werden

pMO keine Fernmetastasen nachweisbar

pM1 Fernmetastasen nachweisbar
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Seltene Formen des Pankreaskarzinoms sind das intraductale papillir-muzinose
Karzinom (IPMN), das Zystadenokarzinom sowie das extrem seltene Azinus-
zellkarzinom. Zudem gibt es noch das maligne Pankreatoblastom, das jedoch nur im
Kindesalter auftritt (Bocker, 2004). Das Pankreaskarzinom tritt in 70-80 % der Fille im
Pankreas-Kopf auf und hat bei Diagnosestellung in 80 % der Falle schon metastasiert,
was die aggressive Potenz dieses Tumors unterstreicht (Biichler et al., 2004). Das
Pankreaskarzinom verursacht in der Regel keine charakteristischen Frithsymptome.
Typische Spitsymptome sind der durch die tumorbedingte Verlegung des Ductus
choledochus bzw. der Papilla Vateri hervorgerufene schmerzlose Ikterus,
Gewichtsverlust, durch die Infiltration der Nervenscheiden hervorgerufene
Riickenschmerzen sowie ein neu aufgetretener Diabetes mellitus. Folgende Tabelle 2
zeigt die Symptomhdufigkeit von 368 Patienten mit histologisch gesichertem
Pankreaskarzinom (Sulkowski et al., 1988)

Tabelle 2: (Sulkowski et al., 1988)

Symptome Haufigkeit in %
Gewichtsverlust 67
Schmerzen 64
Ikterus 59
Acholischer Stuhl 45
Appetitverlust 37
Erbrechen 27
Diarrh6en 21
Pruritus 19

Reisman et al. (1996) belegen, dass bei Patienten iiber 60 Jahren das Pankreas-
oder Gallengangskarzinom mit 20 % die hdufigste Ursache fiir einen neu aufgetretenen
Ikterus darstellt. Zudem fiihrt die Obstruktion des Ductus Pankreaticus hiufig zu einer
chronischen  sekunddren  obstruktiven  Pankreatitis  (Bocker, 2004). Das
Pankreaskarzinom kann jedoch auch durch eine obstruktionsbedingte Cholangitis, bei
GefaBinfiltrationen durch eine Thrombose oder durch eine portale Hypertension
symptomatisch werden (Hopt, 2000).

Die Metastasierung verlduft zunichst {iber die regiondren Lymphknoten, bei

hdmatogener Ausbreitung lassen sich zu 80 % hepatische Metastasen diagnostizieren
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und in 50 % der Fille ist die Lunge von Metastasen befallen. Zudem findet man hiufig
eine Peritonealkarzinose sowie seltener Metastasen in Nieren, Nebennieren, Pleura und
im Skelettsystem (Biichler et al., 2004).

Die kurative Therapie des Pankreaskarzinoms ist nur durch chirurgische RO-
Resektion des Tumors moglich. Dabei muss das Ziel, unabhéngig von der Lokalisation
des Karzinoms, die komplette Resektion im Gesunden sein (Wagner et al., 2004;
(AWMEF, S3-Leitlinie ,,Exokrines Pankreaskarzinom*, 2006). Dabei sollten weder das
Alter der Patienten noch die Infiltration der Vena portae ein Kriterium fiir eine mogliche
Inoperabilitit sein. Durch eine En-bloc-Resektion ist zudem auch bei fortgeschrittenem
Tumorstadium die Prognose identisch zu der nach Standardresektion (Sasson et al.,
2002; Nakao et al., 2006). Im Falle von nachweisbaren Fernmetastasen sollte die
Pankreasresektion jedoch unterlassen werden, da der Nachweis eines Uberlebensvorteils
durch eine Resektion eines metastasierten Pankreaskarzinoms nicht erbracht wurde
(Mann et al., 2006; Shrikhande et al., 2007). Je nach Lage des Tumors stehen die
(pyloruserhaltene) Duodenopankreatektomie (OP nach Whipple), die Pankreas-
linksresektion und die subtotale Pankreaslinksresektion zur Auswahl. Eine erweiterte
Lymphadenektomie zusdtzlich zur Pankreas(teil)resektion konnte bisher keinen Benefit
aufweisen (Farnell et al., 2005). Nach der Operation gilt die adjuvante Chemotherapie
als die Behandlung der Wahl. Bei metastasiertem Krankheitsbild ist eine kurative
Behandlung zurzeit nicht moglich, und es verbleibt lediglich die palliative
Chemotherapie fiir die sinnvolle Behandlung dieser Patienten. Dabei steht die
Schmerzkontrolle und die Erhaltung der Lebensqualitit im Zentrum der Bemiihungen,
und weniger die Riickbildung des Tumors. Dabei hat sich der Einsatz von Gemcitabin

als Therapiestandard bewéhrt (Burris et al., 1997; Yip et al., 2006).

Bei IPMN wird die operative Resektion empfohlen, wenn vor der Operation die
Dignitdt der zu resezierenden Lésion nicht eindeutig zu kldren ist. Es gilt die Regel,
dass alle potentiell malignen zystischen Tumorldsionen in gleicher Weise operativ
behandelt werden sollen, wie das ductale Pankreaskarzinom (AWMEF, S3-Leitlinie

,»Exokrines Pankreaskarzinom®, 2006).

In ungefdhr 2 % der Félle handelt es sich bei der malignen Pankreasldsion um
eine Metastase eines anderen Primértumors. Bei der Metastasierung ins Pankreas stehen

die Nierenzellkarzinome an erster Stelle, gefolgt von Colon- und Bronchial-Karzinomen
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(Kirsch, 2005). Die Unterscheidung von Metastasen zu primédren Pankreaskarzinomen
ist extrem wichtig, da die exakte Diagnose die gesamte Ausrichtung der Behandlung
bestimmt. Zudem liegt die prognostizierte Uberlebensrate von Patienten mit ins
Pankreas metastasierten Karzinomen anderen Ursprungs in der Regel weit iiber der

Prognose von primdren Pankreaskarzinomen (Rickes et al., 2001).

Die Prognose des Pankreaskarzinoms ist nach wie vor extrem schlecht. Die
Erkrankung hat mit einer allgemeinen 5-Jahres-Uberlebensrate von 4 % einen der
schlechtesten Werte aller Krebserkrankungen. Dies liegt vor allem an der durch die
fehlende Symptomatik bedingte spite Diagnosestellung sowie an dem sehr aggressiven
Metastasierungsverhalten (AWMF, S3-Leitlinie ,,Exokrines Pankreaskarzinom®, 2006).
Selbst bei einer radikalen RO-Resektion liegt die mittlere statistische Uberlebenszeit bei
lediglich 9-18 Monaten, bei unbehandeltem Pankreaskarzinom betrdgt sie nur 1-2

Monate (Biichler et al., 2004).

1.3 Epidemiologie

In Deutschland erkranken jdhrlich ungefihr 12.800 Menschen am
Pankreaskarzinom, in den USA sind es 25.000 Menschen pro Jahr. Die Inzidenzrate in
Deutschland liegt, je nach Literatur, bei 7-10 Fillen pro 100.000 Einwohnern (Biichler
et al., 2004; Kirsch, 2005). Die Inzidenzrate ist seit 1990 ungefdhr stabil geblieben
(Bocker, 2004). Das Geschlechterverhiltnis ist ausgeglichen, und die meisten
Neuerkrankungen treten im hoheren Alter auf. Das durchschnittliche Erkrankungsalter
liegt be1 Ménnern bei 68 und bei Frauen bei 75 Jahren. Die Inzidenzraten zeigen erst
einen deutlichen Anstieg ab dem 50. Lebensjahr (Reisman et al., 1996). Da die
Prognose duBerst schlecht ist, entspricht die Inzidenzrate fast der Mortalitdtsrate. Das

Pankreaskarzinom stellt mit 6 % die fiinfthdufigste malignombedingte Todesursache in

Deutschland dar (AWMEF, S3-Leitlinie ,,Exokrines Pankreaskarzinom®, 2006).

1.4 Atiologie

Die Frage nach der Atiologie des Pankreaskarzinoms bleibt weiterhin ungeklirt.
Zwar gibt es Hinweise, dass Erndhrungsgewohnheiten, Rauchen und die berufsbedingte
Belastung die Entstehung des Pankreaskarzinoms fordern. Die Studienlage ist jedoch
besonders bei den Erndhrungsgewohnheiten nicht eindeutig, so dass die AWMEF in ihren

Leitlinien zum Thema ,,Exokrines Pankreaskarzinom® keine eindeutige
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Erndhrungsempfehlung geben kann. Anders ist es jedoch bei den Lebensgewohnheiten,
wozu durchaus Empfehlungen ausgesprochen werden.

Heute wird selbst der friiher als gesichert geltende Zusammenhang zwischen
Fett- bzw. cholesterinarmer Erndhrung und einer Senkung des Pankreaskarzinom-
Risikos angezweifelt, da es unterschiedliche Studienergebnisse dazu gibt, die sich zum
Teil wiedersprechen (Stolzenberg-Solomon et al., 2002; Michaud et al., 2005; Michaud
et al., 2003; Zhang et al., 2005). Als gesichert gilt jedoch, dass der vermehrte Verzehr
von gerducherten/gegrillten Lebensmitteln sowie Zigaretten- und exzessiver
Alkoholgenuss die Inzidenz steigert (Talamini et al., 1999; Anderson et al., 2005).
Besonders das Rauchen ist sehr stark mit einer Verdopplung des Erkrankungsrisikos
assoziiert und durch viele Studien eindeutig belegt (Yun et al., 2005; Larsson et al.,
2005; Hassan et al., 2007). Des Weiteren gibt es Studien, die den Zusammenhang
zwischen Adipositas und dem Auftreten von Pankreaskarzinomen beweisen (Patel et al.,
2005; Rapp et al., 2005). Zudem gibt es Hinweise, dass Herbizide, Fungizide, Pestizide
sowie chlorierte Kohlenwasserstoffe, Chromverbindungen und -elektromagnetische
Felder das Karzinomrisiko erhdhen (Ojajirvi et al., 2001; Ji et al., 2001; Yassi et al.,
2003; AWMEF, S3-Leitlinie ,,Exokrines Pankreaskarzinom®, 2006).

1.5 Diagnostik bei pankreatischen Raumforderungen mit Verdacht
auf Pankreaskarzinom

Die Abgrenzung von (entziindlichen) Pseudotumoren zu echten pankreatischen
Neoplasien ist im klinischen Alltag sowohl fiir den Patienten als auch fiir die Arzte von
grofiter Bedeutung. In der Leitlinie der ,,Deutschen Gesellschaft fiir Verdauungs- und
Stoffwechselkrankheiten (DGVS) und der ,,.Deutschen Krebsgesellschaft“ wird bei
Vorliegen eines Tumorverdachts empfohlen, zunichst eine Oberbauchsonographie
durchzufiihren (Kirsch, 2005; AWMF, S3-Leitlinie ,,Exokrines Pankreaskarzinom®,
2006). Biichler et al. (2004) beschreiben, dass die Sonographie alleine schon in bis zu
80 % der Fille auch zu einer Metastasendiagnose fiihrt, wenn ein Pankreaskarzinom
vorliegt. Insgesamt soll die Sensitivitit fiir den korrekten Nachweis eines
Pankreaskarzinoms mittels transabdominellen Ultraschalls 80-90 % betragen (Karlson
et al., 1999). Falls die gezielte Oberbauchsonographie zu keinem eindeutigen Ergebnis
fiihrt, kann sowohl die Endosonographie, eine MRT mit additiver ERCP (MRCP), oder

eine  Multidetector-CT zur Kldrung des Tumorverdachts eingesetzt werden. Dabei
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stellen die Computertomographie und die Endosonographie die Standardverfahren fiir
die pridoperative Tumordiagnostik dar (AWMF, S3-Leitlinie ,,Exokrines Pankreas-
karzinom®, 2006). Obwohl die ERCP in bis zu 90 % der Félle die Diagnose eines
Pankreaskarzinoms ermoglicht (Biichler et al., 2004), ist die Indikation zu einer rein
diagnostischen ERCP nicht mehr gegeben, da sie in bis zu 5 % der Fille zu einer
Pankreatitis fithren kann (Loperfido et al., 1998; Welzel et al., 2003). Jedoch erlaubt die
ERCP bei einer Tumorkompression die Einlage eines Stents, was insbesondere bei
palliativer Ausrichtung von grof3er therapeutischer Bedeutung ist.

Des Weiteren besteht die Moglichkeit einer Biirstenbiopsie aus dem
Pankreasgang. Obwohl einige Autoren die Sensitivitdt dieser Methode mit 66-81,8 %
angeben (Vandervoort et al., 1999; Uchida et al., 2007), bleibt sie umstritten und wird
nicht als Routinediagnostik empfohlen (AWMF, S3-Leitlinie ,Exokrines
Pankreaskarzinom®, 2006). Eine weitere Moglichkeit der Diagnostik bietet die
Positronenemissionstomographie (PET), die fiir den Nachweis eines Pankreaskarzinoms
Sensitivititswerte zwischen 85-100 % aufweist (Welzel et al., 2003). Jedoch bestehen
durch die extrem hohen Kosten und eine noch fehlende Validierung diverse Vorbehalte
gegen diese Methode.

Die Endosonographie wird von manchen Autoren als das diagnostische Mittel
mit der hochsten Sensitivitdt fiir die Diagnose einer Pankreasneoplasie beschrieben.
Insbesondere bei der Diagnostik von sehr kleinen Tumoren (< 2-3 cm) weist die
Endosonographie eine Sensitivitit von mehr als 90 % auf und gilt als das Diagnostische
Mittel der Wahl (Welzel et al., 2003; Nowack, 2004; Kahl und Malfertheiner, 2004).
Allerdings muss an dieser Stelle betont werden, dass eine definitive Tumordiagnose erst
durch histologische oder zytologische Untersuchung von operativ entnommenem
Gewebe oder praoperativ bioptisch gewonnenen Gewebe oder Zellen gestellt wird, und
nicht durch radiologische Methoden allein.

Die Tumormarker CEA und CA 19-9 haben sich weder in der Préventiv- noch
in der Primirdiagnostik bewéhrt. Zum einen sind die Marker im Friihstadium des
Pankreaskarzinoms nicht erhdht, zum anderen ldsst sich auch bei nicht-malignen
Pankreaserkrankungen, z.B. einer Pankreatitis, ein Anstieg der Tumormarker,
insbesondere von CA 19-9, feststellen. Die Tumormarker sind jedoch fiir das
Therapiemonitoring und die laborchemischen Rezidivkontrolle geeignet. Hinzu kommt,

dass sich die Uberlebenszeit der Patienten durch die postoperative CA 19-9-
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Bestimmung gut abschétzen ldsst (Steinberg, 1990; Welzel et al., 2003; Kim et al.,
2004).

1.6 Technik und Durchfiihrung der Feinnadelaspirationsbiopsie

1.6.1 Indikation

Das Ziel der Feinnadelaspirationsbiopsie (FNAB) des Pankreas ist es, durch eine
minimal-invasive und kostengiinstige Zellentnahme mit adjuvanter zytologischer
Untersuchung die komplikationsreiche und teure Laparotomie bei bestimmten Patienten
zu verhindern. Somit konnen unnétige Operationen bei benignem Befund oder
Nachweis von Metastasen mit anderem Primarius verhindert und eine palliative
Chemotherapie schneller eingeleitet werden. Dieser Sachverhalt ist nicht nur fiir den
Patienten von grofiter Bedeutung, sondern ist auch aus dkonomischen Griinden sehr
wichtig fiir die Planung des weiteren Behandlungsablaufes. Kramer et al. (2004)
berechneten die Kosten fiir eine EUS-FNAB auf 798 US $, wohingegen die Kosten fiir
eine explorative Laparoskopie mit 8177 US §$ erheblich hoher liegen (Mortensen et al.,
2000). Und auch Harewood et al. (2001) kommen zu dem Schluss, dass eine FNAB bei
Patienten mit Pankreaskarzinom die Behandlungskosten reduziert.

Laut der ,Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fiir Verdauungs- und
Stoffwechselkrankheiten (DGVS) und der Deutschen Krebsgesellschaft (DKG)* wird
empfohlen, bei einer resektabel erscheinenden unklaren Raumforderung diese zu
resezieren, ohne vorher eine bioptische Diagnosesicherung durchzufiihren. Das heif3t, es
sollen auch Raumforderungen unklarer Dignitdt operativ entfernt werden. Diese
Empfehlung wird mit dem Risiko einer moglichen Tumorzellverschleppung begriindet,
die durch eine Feinnadelpunktion hervorgerufen werden konnte. Es wird angeraten, nur
dann eine Feinnadelpunktion durchzufiihren, wenn differentialdiagnostisch eine
Metastase eines anderen Primértumors nicht ausgeschlossen werden kann oder eine
operative Resektion nicht mdglich ist, sondern eine palliative Therapie indiziert ist.
Insbesondere vor Beginn der palliativen Behandlung ist die bioptische
Diagnosesicherung durch eine Feinnadelaspirationsbiopsie (FNAB) zwingend
notwendig (Biichler et al., 2004; AWMEF, S3-Leitlinie ,,Exokrines Pankreaskarzinom®,
2006).

Das Lehrbuch ,Harrison-Innere = Medizin®“ empfiehlt, dass jedes

Pankreaskarzinom histologisch abgeklért sein muss, um eine Verwechslung mit anderen
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Neoplasien oder Lymphomen sicher auszuschlieBen. Weiterhin wird empfohlen, bei
nicht resezierbaren Tumoren und bei Kontraindikationen gegen eine explorative
Laparotomie eine CT- bzw. sonographisch-gesteuerte FNAB des Pankreas
vorzunehmen (Kasper und Harrison, 2005).

Welzel et al. (2003) beschreiben, dass die FNAB zwar im Einzelfall fiir die
Differenzierung von entzilindlichen und neoplastischen Lisionen herangezogen werden
kann, jedoch ist der routinemifige Einsatz bei kurativem Therapieansatz aufgrund der
moglichen Komplikationen wie einer Pankreatitis, Blutung, Infektion und Tumor-
zellverschleppung nicht indiziert. Liegt jedoch eine zystische Struktur vor, so sollte
diese EUS-gesteuert punktiert werden, da man nur durch die zytologische Diagnostik
und durch die Bestimmung des CEA- und CA-19-9-Wertes eine diagnostische Aussage
iiber die Dignitdt der Struktur machen konne (AWMEF, S3-Leitlinie ,,Exokrines
Pankreaskarzinom®, 2006).

1.6.2 Komplikationen

In vielen Studien konnte gezeigt werden, dass die Komplikationsrate sowohl bei
endosonographischer als auch bei sonographischer FNAB zwischen 0-2 % lag und
damit sehr gering war (Chang et al., 1997; Wiersema et al., 1997; Raut et al., 2003;
Bhatia et al., 2008).

1.6.3 Endosonographisch vs. sonographisch-gesteuerte Punktion

Betrachtet man verschiedene Studien zur Ermittlung der Sensitivitit von
Feinnadelaspirationsbiopsien bei pankreatischen Raumforderungen, so ist festzustellen,
dass die Werte zum Teil erheblich divergieren.

Letztendlich  sollte bei einer Entscheidung fir eine FNAB der
endosonographische Zugangsweg gewéhlt werden, da diese Methode sich als sehr
spezifisch und sensitiv herausgestellt hat (Chang et al., 1997; Varadarajulu und
Wallace, 2004; Agarwal et al., 2004; Agarwal et al., 2008). Insbesondere bei kleinen,
soliden Pankreastumoren hat sich die EUS-FNAB als sehr sensitiv erwiesen (Kahl und
Malfertheiner, 2004). Zudem wurde nachgewiesen, dass die Sensitivitit der EUS-FNAB
eindeutig von der Grofle der punktierten Raumforderung sowie malgeblich von der
Erfahrung des Punkteurs abhéngt (Barthet et al., 2007). Sogar fiir die sehr schwierige

Diagnostik von Neuroendorkrinen Tumoren des Pankreas (NETs) wurden gute
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Ergebnisse bei EUS-FNAB beschrieben (Chatzipantelis et al., 2008). Wie jedoch zu
Beginn schon beschrieben, unterscheiden sich die Angaben zur Sensitivitit in den
einzelnen Studien erheblich und liegen fiir die EUS-FNAB zwischen 66,6 % (Siidhoff et
al., 2004) und 94,6 % (Mitsuhashi et al., 2006). Die Sensitivitdt bei sonographisch-
gesteuerter Punktion wird einmal mit 76,4 % bei einer Spezifitit von 100% und einer
Gesamttreffsicherheit von 77,2 % angegeben (Fatka, 2002), Bhatia et al. (2008)

kommen hingegen auf eine Sensitivitit von 81 % mit einer Spezifitit von 100 %.

1.7  Ziel der Untersuchung

Das Ziel dieser Untersuchung war es herauszufinden, ob sich durch den Einsatz
von adjuvanter DNA-Zytometrie die Sensitivitit, Spezifitit, der positive als auch der
negative Vorhersagewert sowie die Gesamttreffsicherheit der zytologischen Diagnostik
auf das Vorliegen von Malignitit bei malignomverdédchtigen pankreatischen

Raumforderungen steigern lisst.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Gegenstand dieser Studie waren 192 zytologische Diagnosen von
Feinnadelaspirationsbiopsien pankreatischer Raumforderungen, die in den Jahren 2005
und 2006 im Institut fiir Cytopathologie in Diisseldorf gestellt wurden. Insgesamt
wurden 177 Patienten punktiert, bei 15 dieser Patienten wurde die FNAB zu einem
spateren Zeitpunkt wiederholt. Von diesen doppelt punktierten Patienten liegen aus
diesem Grund auch jeweils zwei zytologische Diagnosen vor, die jeweils einzeln in die
Studie mit aufgenommen wurden. Diesen Sachverhalt stellen Abbildungen la und 1b

dar.

FNAB Pankreas
n=177
100%
[ |
unzureichend zureichend
n=15 n= 162
8,5% 91,5%
|
[ |
kein Follow-Up Follow-Up
n=6 n= 156
3,7% 96,3%
[

[ I | |
Negativ Zweifelhaft Dringender Verdacht Positiv
n= 54 n=10 n=16 n=76
34,6% 6,4% 10,3% 48,7%

Abb. 1a: Flussdiagramm der zytologischen Diagnosen nach einmaliger Punktion
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FNAB Pankreas
n=177
100%
[ |
unzureichend zureichend
n=15 n= 162
8,5% 91,5%
|
[ |
kein Follow-Up Follow-Up
n=6 n= 156
3,7% 96,3%

[ I I |
Negativ Zweifelhaft Dringender Verdacht Positiv
n= 49 n=8 n=17 n= 82

31,4% 5,1% 10,9% 52,6%
Abb. 1b: Flussdiagramm der zytologischen Diagnosen nach wiederholter Punktion in
15 Féllen

Insgesamt 16 verschiedene Einsender haben in diesem Zeitraum 2897
Objekttrager von Feinnadelaspirationsbiopsien zur Begutachtung an das Institut fiir
Cytopathologie in Diisseldorf geschickt. Zwei dieser Einsender wurden von der Studie
ausgeschlossen: In einem Fall handelte es sich um ein Zweitgutachten, in dem anderen
Fall ist es nicht gelungen, die Follow-Up Daten zur Uberpriifung der zytologischen

Diagnosen vollstdndig zu erfassen.

Das Patientenkollektiv setzt sich aus 87 Maiannern (49,2 %) und 90 Frauen
(50,8 %) zusammen, insgesamt also 177 Patienten. Das Alter der Patienten lag bei
Diagnosestellung zwischen 25 und 87 Jahren, das Durchschnittsalter betrug zu diesem

Zeitpunkt 68,6 Jahre.

Wie aus Tabelle 3 und Abbildung 2 ersichtlich ist, waren ein GroBteil der
Raumforderungen (46 %) im Bereich des Pankreaskopfes lokalisiert, gefolgt von
Corpus (15 %) und Cauda (9 %). In 17 % der Fille konnte keine genaue Ortsangabe

gemacht werden.
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Tabelle 3: Lage der Raumforderungen im Pankreas

Ort Anzahl
Caput 82
Corpus 26
Cauda 16
Caput-Corpus 13
Corpus-Cauda 10
Pankreas ohne nédhere Angabe (0.n.A.) 23
keine Angabe 7
TOTAL 177

B Caput B Corpus

W Cauda B Caput-Corpus

B Corpus-Cauda M Pankreas o.n.A. ™ keine Angahe

Abb. 2: Lage der Raumforderungen im Pankreas
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2.2  Fiarbung der Praparate

Insgesamt 169 der 192 Einsendungen wurden nach Papanicolaou (Pap), zwei nur
nach May-Griinwald-Giemsa (MGG), und 14 Einsendungen sowohl nach Pap als auch
nach MGG gefarbt. Eine Einsendung war bei Eingang bereits nach Pap. geférbt, bei
einer anderen war das Férben der Préparate wegen unpassender Fixierung nicht mehr
moglich. In fiinf Féllen handelte es sich bei dem eingesendeten Material um
Fliissigkeiten. Das Sediment wurde nach Zentrifugation ausgestrichen und nach Pap
gefarbt. Insgesamt wurden 2357 Objekttriger nach Papanicolaou und 68 Objekttrager
nach MGG geférbt.

2.2.1 MGG-Firbung

Die May-Griinwald-Giemsa-Farbung (MGG-Farbung), auch ,,panoptische
Férbung nach Pappenheim* genannt, ist die Standardfirbung fiir luftgetrocknete,
extragenitale, zytologische Prdparate. Das Prinzip besteht darin, dass sich saure,
basische und neutrale Farbstoffe mit Bestandteilen des Zellkerns (DNA, RNA,
Nukleoli) und des Zytoplasmas sowie mit Proteinen verbinden. Die basischen Proteine
sind azidophil und werden rot angeférbt, die Zellkernbestandteile sind basophil und
stellen sich nach der Farbung bldulich dar. Die Qualitét ist stark vom pH-Wert des
verwendeten Wassers abhdngig, es muss daher sehr genau auf die richtige
Zusammensetzung, das Mischungsverhéltnis und die Einwirkzeit geachtet werden.

Tabelle 4 zeigt den genauen Ablauf der Farbung:

Tabelle 4: Farbung nach MGG

Ablauf Zeit in Minuten Substanz

1 5 May-Griinwald-Losung

1 Aqua dest., gepuffert

1 Aqua dest., gepuffert

15 gebrauchsfertige Giemsa Losung
Aqua dest., gepuffert

1 Aqua dest., gepuffert

- Préparate trocken lassen

- Eindeckeln

0 N N W bW
—
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2.2.2 Firbung nach Papanicolaou

Die zytologische Farbung nach Papanicolaou ist die Standardfirbung fiir
alkoholfixierte Priparate in der genitalen und extragenitalen Zytologie. Durch die
besondere Hervorhebung des Chromatingehaltes im Zellkern ist sie fiir die
Krebsdiagnostik von entscheidender Bedeutung.

Die Kerne stellen sich nach dieser Farbung dunkelviolett mit roten Nukleolen
und blaugriinem bis gelblichen Zytoplasma dar. Es kénnen sowohl Alkohol- als auch
sprayfixierte Praparate fiir die Pap-Farbung verwendet werden. Fiir den automatisierten
Féarbeablauf wird im Institut fiir Cytopathologie in Diisseldorf der Farbeautomat

Varistain der Firma Thermo-Electron verwendet. Tabelle 5 zeigt den genauen Ablauf

der Farbung:
Tabelle 5: Firbung nach Papanicolaou

Ablauf Zeit in Minuten Substanz
| 2 Ethanol 96%
2 1 Ethanol 80%
3 1 Ethanol 70%
4 1 Ethanol 50%
5 1 Aqua dest.
6 2 Gebrauchsfertiges Himatoxylin
7 3 Leitungswasser
8 3 Leitungswasser
9 1 NaOH
10 1 Ethanol 70%
11 1 Ethanol 70%

Ethanol 80%
Ethanol 96%

—_— =
w N
—_—

14 2 gebrauchsfertiges Orange 11 2b
15 1 Ethanol 96%
16 1 Ethanol 96%
17 2 Polychrom 3b
18 1 Ethanol 96%
19 1 Ethanol 96%
20 2 Ethanol 99,6%
21 1 Xylol

22 1 Xylol

23 1 Voclear

24 1 Voclear

25 Eindeckeln
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Abb. 3: Automatische Fiarbung nach Papanicolaou

2.3 Morphologische Grundlagen der zytologischen Interpretation

Nach dem Eingang begutachtete ein erfahrener Zytopathologe die Préparate und
stellte anschlieBend eine Diagnose. Viele der befundeten Einsendungen waren nicht
sehr zellreich. In den meisten Fillen konnte man Azinuszellen und ductale Epithelzellen
erkennen, Inselzellen konnten nur durch bestimmte Férbungen, z.B. Immuncyto-
chemische Féarbungen, sichtbar gemacht werden. Die Kontamination durch Zellen
anderer Organe, welche bei der Passage der Biopsienadel auftreten kann, stellt ein

zusitzliches Problem bei der morphologischen Interpretation dar (Gray, 2003).

Abbildungen 4a + 4b zeigen mikrophotographische Bilder einer FNAB des
Pankreas mit zytologischer Diagnose eines méBig differenzierten Adenokarzinoms mit

muzindser Komponente, vereinbar mit einem duktalen Pankreaskarzinom.
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Abb. 4a+b: Feinnadelaspirationsbiopsie des Pankreas: maBig differenziertes
Adenokarzinom mit muzindser Komponente, vereinbar mit einem duktalen

Pankreaskarzinom
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Einsendungen mit zytodiagnostisch unzureichendem Zellmaterial wurden als
»unzureichend klassifiziert und in dieser Studie nicht beriicksichtigt. Alle anderen
zureichenden Priparate wurden anhand der folgenden Kategorien klassifiziert (Bocking

und Freudenberg, 1995):

1) ,,negativ - keine Tumorzellen nachweisbar*
2) ,,zweifelhaft - Tumorzellen nicht sicher auszuschlieBen*
3) ,,mit dringendem Verdacht - Tumorzellen wahrscheinlich*

4) ,,positiv - Tumorzellen nachweisbar*

Tabelle 6 zeigt die allgemeingiiltigen Kriterien fiir die Diagnostik von
Tumorzellen, die unter anderem fiir die Befunderhebung herangezogen wurden
(Feichter und Dalquen, 2000). Zusétzlich wurden folgende in der Tabelle 7 aufgefiihrten
zytologischen Kriterien bei der Beurteilung der Priparate beriicksichtigt (Gray, 2003).

Tabelle 6: Diagnostische Malignititskriterien (Feichter und Dalquen, 2000):

Ordnung Malignitiatskriterium

Erste 1. Verschiebung der Kern-Plasma-Relation zugunsten des Kerns

. Kernhyperchromasie

. grobkorniges, verklumptes Heterochromatin

. typisches "Pfeffer und Salz"-Bild durch irregulidre Heterochromatin-Verteilung
. Anisonukleose

. Kernpolymorphie

N N R W

. Exzentrische Lage des Zellkerns im Zytoplasma

Zweite 1. Mehrkernigkeit
. Nukleolenatypie
. Kohésivitdtsverlust

. Hyperchromasie des Zytoplasmas

whn AW

. Vermehrte und atypische Mitosen

Dritte 1. Tumor-Diathese

2. Zell-Kannibalismus
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Tabelle 7: Befundkonstellationen in der zytologischen Pankreasdiagnostik

(Gray, 2003)

Nichtneoplastische Zytologische Befunde
Verinderungen
1. Akute Pankreatitis Akute Entziindungszellen (EZ) dominieren, zelluldre

Ablagerungen, degenerierte EZ

2. Chronische Pankreatitis Chron. Entziindungszellen, keine Nekrose +
Einzelzellen, wenig Mitosen, gelegentlich

Bindegewebe, Gangregenerate

Hypozellulér, im Hintergrund gallige, blutige, granulére
2. Pseudozyste Ablagerungen, Calzifikationen, keine Epithelzellen,
Schaumzellen (Makrophagen mit stark vakuolisiertem

Zytoplasma)

3. Pankreaszyste Haufig keratine Ablagerungen, evtl. Lymphozyten,
Cholesterol-Risse, Cholesterin-Kristalle

Neoplastische

Verinderungen

(benigne)

1. Seroses Zystadenom Hypozellulér, wiirfelformige Epithelzellen,
runder/ovaler Zellkern (ZK), klares Zytoplasma (ZP)
mit gut sichtbaren Zellgrenzen, undeutlicher Nukleolus
Haufig Schleimablagerungen, variable Zellzahl mit

2. Muzinoses Zystadenom sdulenformigen EZ, keine Atypien / Nekrosen/ Mitosen,

Einzelzellen
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3. Intraductales papilléres Wie bei muzindsem Zystadenom, + hiufig extrazell.
muzindses Adenom Schleim + Ansammlungen von muzindsen
(IPMN) Epithelzellen.

Neoplastische

Verinderungen

(maligne)

1. gutdifferenziertes ductales  Zellreiche Ausstriche, tiberlappende ZK,
Adenokarzinom Chromatinverklumpung + -aufhellung, Kernfldchen-

Variation, irreguldre Kernkontur

2. mittel/gering differenziertes Dreidimensionale Zellgruppen, Hyperchromasie +
ductales Adenokarzinom grobkorniges Chromatin, Mitosen + Nekrosen,

allgemeine Malignitétskriterien

3. undifferenziertes Prominente Tumordiathese, hiufig isolierte und
(anaplastisches) Karzinom  unzusammenhéngende Zellen, Mehrkernigkeit,

atypische Mitosen

4. Muzinoses Zystadeno- Wie bei muzindsem Zystadenom + Zellansammlung mit
karzinom deutlicher Zell-Dyshésion, Mitosen, Nekrosen, Atypien,
prominente Nukleoli

5. Intraductales papilléres

muzindses Adeno- wie bei [IPMN
karzinom
5. Endokrine Tumore Zellreiche Ausstriche, liberwiegend Einzelzellen mit

z.T. nackten ZK, (verzweigtes) Stroma mit umgebenden

TZ, einzelne groBBe ZK
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2.4 Anwendung der DNA-Bildzytometrie

2.4.1 Farbung nach Feulgen

Die Umfarbung der Priaparate nach Feulgen stellt die Voraussetzung fiir eine
quantitative DNA-Messung durch die statische DNA-Bildzytometrie dar. Die
chemische Reaktion nach Feulgen fiihrt zu einer spezifischen Markierung der DNA im
Zellkern (Feulgen und Rosenbeck, 1924). Die Grundlage der Firbung bildet die
Verbindungsreaktion von fuchsinschwefliger Saure (Schiff’sches Reagens) mit
mindestens zwei freigewordenen Aldehydgruppen zu rotviolettem Farbstoff. Mit
Ribonukleinsdure (RNA) féllt die Reaktion negativ aus, so dass spezifisch immer nur
DNA und keine RNA markiert wird. Bevor die nach Papanicolaou- oder MGG-
gefdarbten Préparate nach Feulgen umgefarbt werden konnen, miissen sie jedoch
zunidchst fiir mindestens 72 Stunden im Xylol-Bad entdeckelt und anschlielend fiir 60
Minuten mit Methanol gewaschen werden.

Zunédchst werden bei den so behandelten Préparaten mit Hilfe einer sauren
Hydrolyse mit Salzsdure freie Aldehydgruppen an den Desoxyriboseanteilen der zuvor
mit Formalin stabilisierten DNA erzeugt (Kasten, 1971). Dies hat zwei wichtige
Konsequenzen: Erstens werden durch die saure Hydrolyse die nach Papanicolaou
gefdarbten Priparate entfirbt und zweitens bilden die freien Aldehydgruppen den
Angriffspunkt fiir die Reaktion mit dem Schiff’schen Reagens (Merck, Nr. 1.09033).
Bei diesem Schritt miissen die Sdurekonzentration, die Hydrolysezeit sowie die
Reaktionstemperatur so abgestimmt sein, das mdglichst viele freie Aldehydgruppen
entstehen und dabei nicht direkt zerstort werden (Krug, 1980). Fiir die meisten Zellen
liegt das Hydrolyseoptimum mit 5 N HCI bei 25° C Reaktionstemperatur und einer
Reaktionszeit von 60 Minuten (Bocking et al., 1995a). Bei ungefarbten Priparaten
beginnt die Feulgen-Fiarbung erst mit der Formalinfixation. Auf das Firben mit dem
Schiff’schen Reagens folgt das Spiilen in SO*-Wasser und Aqua destillata sowie eine
Dehydrierung in aufsteigender Ethanol-Konzentration. AbschlieBend verbleiben die
Préparate bis zum Eindeckeln mit Entellan (Merck, Nr. 7961, n 20/D 1,9-1,50)
lichtgeschiitzt im Xylol-Bad. Auch nach dem Eindeckeln sollten nach Feulgen gefarbte
Priaparate immer unter Lichtausschluss aufbewahrt werden, um ein Ausbleichen der

Féarbung zu verhindern.
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Unsere Prédparate wurden alle vollautomatisch mit dem modifizierten
Féarbeautomaten Varistain 23-4 der Firma SHANDON (Runcorn, U.K.) gefarbt. Das
Féarbeschema ist in nachfolgender Tabelle 8 ersichtlich (Bocking, 1995b). Nach der
erfolgreichen Umféarbung der Prdparate nach Feulgen ist eine Riickfirbung nach

Papanicolaou ohne Qualitidtsverlust moglich.

Tabelle 8: Schematischer Ablauf der Feulgen-Farbung (Bocking 1995b)

Zeit in
Ablauf Minuten Substanz
1 15 Xylol
2 5 Ethanol 100%
3 5 Ethanol 96%
10 % Formalin, gepuffert
4 50 Na2HPO4+NaHPO2
5 10 Aqua dest.
6 5 Aqua dest.
7 60 5 N HCl, 25°C
8 2 Aqua dest.
9 2 Aqua dest.
10 2 Aqua dest.
11 60 Schiff'sches Reagenz
12 5 SO2
13 5 SO2
14 5 SO2
15 1 Aqua dest.
16 1 Aqua dest.
17 3 Ethanol 70%
18 3 Ethanol 96%
19 3 Ethanol 100%
20 10 Xylol

21 - Eindeckeln mit Entellan
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Abb. 5: Automatische Umfarbung der Praparate nach Feulgen

2.4.2 Versuchsaufbau und Vorbereitung der Priparate

Vor der fiir die DNA-Bildzytometrie notwendigen Umfarbung nach Feulgen
wurden alle in Betracht kommenden Objekttriger des Patientenkollektivs im
Lichtmikroskop betrachtet und die Objekttriger mit dem grofiten Gehalt an
verddchtigen Zellen fiir die DNA-Zytometrie ausgewéhlt. Solche Einsendungen, bei
denen entweder die zytologische Diagnose wegen einer zu geringen Anzahl an
diagnostisch relevanten Zellen eingeschriankt war oder Prédparate, die von einer Punktion
einer Zyste und/oder Pseudozyste stammten und somit keine oder nur eine zu geringe
Anzahl und relevanten Zellen enthielten, wurden von der zytometrischen Messung
ausgeschlossen und nicht umgeférbt.

Vor der Feulgen-Farbung markierte man zellreiche Areale mit einem Filzstift.
Dabei wurde darauf geachtet, wenn mdglich nur solche Areale auszuwihlen, in denen
es keine Uberlappungen der Zellkerne untereinander und/oder durch Erythrozyten oder
Zelldetritus gab. AnschlieBend wurden die so markierten Objekttriger fotokopiert.
Durch die so entstandenen Vorlagen konnte sichergestellt werden, dass auch nach der
fiir die Feulgen-Farbung notwendige Entdeckelung die fiir die DNA-Zytometrie
interessanten Préparatareale erneut markiert und somit schnell wieder gefunden werden

konnten.
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2.4.3 Die Messung

Die photometrische Messung der integrierten optischen Dichten (IOD) der nach
Feulgen gefirbten Zellkerne erfolgte durch ein TV-Bildanalysesystem (AutoCyte Inc.
Quic-DNA, Zeiss, Jena, Deutschland und TriPath, Burlington, USA). Dies besteht aus
einem Zeiss-Axioskop mit 40er Objektiv, n.A. 0,75, einem 570 nm-Interferenzfilter +/-
10 nm Halbwertsbreite, einer Schwarzweillkamera mit 572 Linien (VarioCam, Modell
CCIR, PCO Computer Optics, Kehlheim) mit Kameraadapter mit einem
Vergroferungsfaktor von 1,6, einem Pentium-PC, Monitor, einer Tastatur mit Maus und
einem Farb-Tintenstrahldrucker. Die Monitor-Bilder wurden mit einem Frame-Grabber-
Board (Firma Leutron, Ziirich, Schweiz) analysiert.

Die Messungen und das TV-Bildanalysesystem entsprachen den Standards und
Anforderungen der European Society for Analytical Cellular Pathology (ESACP), die
Richtlinien und MaBnahmen der Qualitdtssicherung und Qualitdtskontrolle in den
,»Consensus Reports of the ESACP Task Force on Standardization of Diagnostic DNA
Image Cytometrie* aufgestellt und verdffentlicht hat (Bocking et al., 1995a; Giroud et
al., 1998; Haroske et al., 2001).

Vor jeder Messung wurde eine Kohler’sche Beleuchtung zur Reduzierung des
Streulichtes eingestellt. Die Zellkernbilder wurden automatisch mit Hilfe eines
Wasserscheidenalgorithmus segmentiert, und der mittlere Grauwert der Umgebung des

Zellkerns mit in die Berechnung der integrierten optischen Dichte (IOD) einbezogen.

Abb. 6: Zeiss Axioplan 2 Mikroskop mit Schwarzweisskamera und der AutoCyte
Quic-DNA-Workstation Software.



2 Material und Methoden 28

Die Messung der IOD der markierten Zellkerne erfolgte bei griinem Licht bei
einem Absorbtionsmaximum von 570 nm. In diesem Bereich liegt der
Absorbtionsgipfel der mit Fuchsinsdure gefarbten und somit markierten DNA der
Zellkerne. Der Messvorgang der einzelnen Zellkerne umfasste sowohl die Festlegung
der Zellgrenzen, die Messung der jeweiligen IOD also auch die Verrechnung der IOD
des Hintergrundes mit der IOD des Kerns. Die Auswahl der zu messenden Kerne
erfolgte interaktiv durch den Untersucher. Mittels einer an die Kernform und Kerngrof3e
angepassten Messmaske wurde das Markieren einzelner Zellkerne erheblich
vereinfacht. Es wurde bei jedem Messvorgang darauf geachtet, dass keine sich
tiberlappenden Zellkerne fiir die IOD-Messung mit einbezogen wurden, ebenso wenig
solche Zellkerne, bei denen ein zu dunkler Hintergrund das Messergebnis zu stark
verfdlscht hétte. Durch einen von Hand gezogenen Trennstrich konnten jedoch auch
zwei sehr dicht beieinander liegende Zellkerne separat voneinander gemessen werden.
Auch nekrotische oder autolytische Zellkerne wurden von der Messung ausgeschlossen.
Um eine interne Eichung bei jedem neuen Messvorgang sicherzustellen, wurden im
Laufe jeder Messung mindestens 30 Referenzzellen gemessen. Dies waren in den
meisten Féllen Lymphozyten, nur in Einzelfdllen wurden Granulozyten oder normale
Epithelzellen als Referenzellen herangezogen. Die mittlere integrierte optische Dichte
(IOD) dieser Referenzzellen wurde vom Untersucher als ,,2c*“-Wert festgelegt (lc
entspricht dem DNA-Gehalt eines einfachen Chromosomensatzes). Dies war jedoch nur
zuldssig, wenn der Variationskoefizient (CV-Wert) der Referenzpopulation weniger als

5 % betrug (Bocking et al., 1995a; Haroske et al., 1998).

Wenn moglich, wihlte der Untersucher 300 verdichtige und/oder atypische
Zellen als Analysezellen aus. Alle gemessenen Zellen wurden zwecks
Qualitéitssicherung und Ausschluss von Artefakten in einer Bild-Galerie gespeichert, sie
sind somit jederzeit bei fraglichen Resultaten einsehbar. Abbildung 7 zeigt eine solche

Bild-Galerie wéhrend einer Messung.
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Abb. 7: Bild-Galerie am Ende einer DNA-zytometrischen Messung

Es mussten mindestens 70 verdidchtige Zellen gemessen werden, damit eine
abschlieende Interpretation der Messergebnisse zuldssig war. Sowohl die Messwerte
der Referenzzellen als auch die der Analysezellen wurden anschlieend nach ihrem
DNA-Gehalt und der Haufigkeitsverteilung in ein DNA-Histogramm eingetragen.
Daraus folgte ein DNA-Histogramm, das auf der Abszisse den DNA-Wert (in der
Dimension ¢) zeigt, und mit der Ordinate die Anzahl der Zellen mit gleichem DNA-
Gehalt beschreibt. Abbildungen 8a+b zeigen Beispiele solcher Histogramme. Zum
Abschluss markierte der Untersucher noch die Stammlinie im Histogramm und druckte

dieses zusammen mit anderen Parametern der Messung aus.

2.4.4 Auswertung und Kriterien der DNA-Aneuploidie

Die DNA-Bildzytometrie misst den Nettoeffekt von numerischen und/oder
strukturellen Chromosomenaberrationen, die in malignen und auch vielen benignen
Tumoren fast immer nachweisbar sind. Diese Chromosomenaberrationen, ausgelost
durch genetische Instabilitdt, werden als das Schliisselereignis in der frithen
Tumorgenese betrachtet (Bocking, 1995b; Haroske et al. 2001). Es gilt also, dass DNA-
Aneuploidie als Marker fiir die erfolgte Transformation von Zellen in Neoplasien
betrachtet wird. Wichtig ist jedoch, dass ein Fehlen von DNA-zytometrisch messbarer

Aneuploidie eine Neoplasie nicht ausschlieft (Bocking, 1995b), da eventuell geringe
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strukturelle oder numerische Chromosomenaberrationen, z.B. in einer sehr frithen Phase

der malignen Transformation, (noch) nicht erfasst werden.

Das fiir die Interpretation wichtige DNA-Histogramm zeigt dabei die
Haufigkeitsverteilung des DNA-Gehaltes der gemessenen Zellen. Bei der Messung
einer nicht maligne-entarteten Referenzpopulation zeigt sich im Histogramm ein
Haufigkeitsgipfel bei 2¢ (¢ = content). Dies entspricht einem diploiden DNA-Gehalt im
Zellkern. Befinden sich die gemessenen Zellen gerade in der G2/M-Phase des
Zellzyklus, konnen im Histogramm auch Haufigkeitsspitzen um 4c¢ (+/- 10%)
auftauchen. Verschiedene andere FEinflussfaktoren konnen jedoch auch ohne
neoplastische Verdnderungen dazu fiihren, dass die Héufigkeitsgipfel im Histogramm
verschoben sind. Zu diesen Faktoren gehoren Virusinfektionen mit Humanen
Papilloma-, Cytomegalie- oder Herpes-Viren, ebenso Zytostatika, Vitamin B12-Mangel
sowie Strahlentherapie (Bocking, 1995b; Duesberg et al., 2004). Aber auch in
physiologischen =~ Geweben  wurde eine  Abweichung der  normalen
Haufigkeitsverteilungen festgestellt, dies wird als euploide Polyploidisierung
beschrieben. In folgenden Geweben wurde dies festgestellt: Beta-Zellen der
Langerhansschen Inseln, Onkozyten, Hepatozyten, Herzmuskelzellen,
Samenblasenepithelien, Mesothelien, Megakaryozyten, Urothelien, Thyreozyten und in
zervikalen Zylinderepithelien (Biesterfeld et al. 1994; Bocking, 1995b). Um eine
Fehlinterpretation der Messergebnisse zu verhindern, miissen diese Ausnahmen und
Faktoren bei der Interpretation der Diagramme beachtet werden.

Die diagnostische Befundung erfolgte in den Kategorien euploid (DNA-diploid,
-polyploid) und aneuploid. Als DNA-aneuploid werden dabei die DNA-Verteilungen
bezeichnet, die signifikant von ruhenden, proliferierenden und polyploiden

Zellpopulationen abweichen.
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Eine euploide DNA-Polyploidie wurde angenommen, wenn Stammlinien, d.h.
die dominierenden Hiufigkeitsgipfel im Histogramm, innerhalb der Bereiche von 2c
(diploid) und 4c (tetraploid) und ggf. 8c (oktaploid) vorlagen, zuziiglich +/- 10% dieser
Grenzwerte. Ganz allgemein wird als DNA-Stammlinie (DNA-STL) ein lokaler
Haufigkeitsgipfel bezeichnet, dem DNA-Werte im Bereich seiner Verdopplung
zugeordnet werden konnen.

Das Vorliegen einer DNA-Aneuploidie wurde angenommen, wenn 1. die
Modalwerte der Stammlinien um mehr als +/- 10% von 2c, 4c oder 8c abgewichen sind
(Bocking, 1995b; Haroske et al. 1998) und/oder 2. Zellen mit einem DNA-Gehalt von
mehr als 9¢ (9¢c Exceeding Events, 9cEE) nachweisbar waren (Chatelain et al. 1989;

Bocking, 1995b).

Abbildungen 8a + 8b zeigen Beispiele fiir diploide und aneuploide DNA-
Histogramme von FNAB des Pankreas.



2 Material und Methoden

32

240

220

200

g0

160

140

120

100
a0
EO
40

u] 1 2 3 4 5 [ 7

g
DM [C]

Abb.8a: DNA-Histogramm mit euploid-diploider DNA-Verteilung
(eine DNA-Stammlinie um 2¢ und einige Werte bei 4c, 9cEE = 0)
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(eine DNA-Stammlinie um 3,3c, 9cEE = 0)
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Vor der Software-unterstiitzten Interpretation markierte der Untersucher die
Stammlinie durch das Anklicken ihres Minimums und Maximums am
Computerbildschirm. Die Berechnung des Modalwertes der einzelnen Stammlinien
erfolgte anschliefend automatisch.

Nur wenn ausschlieBlich morphologisch-eindeutige Tumorzellen gemessen
werden, darf auch ein DNA-Malignitdtsgrad bestimmt werden. Da dies bei den
Messungen von FNAB aus dem Pankreas nicht sicher gewihrleistet werden konnte,
erfolgte kein Malignititsgrading. Tabelle 9 zeigt die Kriterien zur diagnostischen

Beurteilung von DNA-Histogrammen.

Tabelle 9: Kriterien zur diagnostischen Beurteilung von DNA-Histogrammen

Stammlinie (STL) DNA-Gehalt > 9¢ (9¢cEE)

DNA-Diploid >1,80c <2,20c -
DNA-Polyploid 1)> 1.80c < 2,20
2) > 3,60c < 4,40c -
DNA-Aneuploid . .
1)< 1,80c >2,20c mind. 1 Zellkern mit DNA-
2) < 3,60c > 4,40c Gehalt > 9¢




2 Material und Methoden 34

2.5 Klinisches Follow-Up

Fiir die Beurteilung der Richtigkeit der zytologischen und/oder zytometrischen
Diagnosen wurde neben den histologischen Ergebnissen auch das klinische Follow-Up
herangezogen. Wenn histologische Ergebnisse fehlten, wurden nur die Resultate des
klinischen Follow-Up beriicksichtigt. Die untersuchten Einsendungen wurden danach
klassifiziert, ob sie Tumorzellen enthielten oder nicht. Die Ergebnisse aus den
Untersuchungen der Patientengeschichte wurden nur dann als zureichend bewertet,
wenn sich daraus geniigend Beweise fiir oder gegen das Vorhandensein eines
Pankreastumors ergaben. Im Follow-Up wurde die Krankheitsgeschichte der Patienten
auf Hinweise untersucht, die fiir oder gegen eine Tumordiagnose im Pankreas sprachen.
Folgende Parameter wurden bei der Follow-Up-Erfassung beriicksichtigt und
ausgewertet: 1. Histologie, 2. Sonographie/Endosographie-Befunde, 3. CT-, MRT-,
Rontgen- /Szintigraphiebefunde, 4. der weitere Krankheitsverlauf, 5. das Sterbedatum
des Patienten. Zusatzlich wurde notiert, ob eine Chemo- bzw. Strahlentherapie
durchgefiihrt wurde. AuBerdem wurden bei der Durchsicht der Patientenakten die Grof3e

und der Ort der punktierten Raumforderung sowie mogliche Komplikationen notiert.

Die in dieser Studie untersuchten Diagnosen wurden dann als ,richtig positiv
und ,,richtig negativ* bewertet, wenn die zytologische Diagnose mit den histologischen
Befunden und/oder den Ergebnissen aus dem Patienten-Follow-Up {ibereinstimmte.
War dies nicht der Fall und es lagen eindeutige Diskrepanzen vor, wurden sie als
»falsch negativ oder ,falsch positiv bewertet. Fiir die Auswertung wurden die
»zweifelhaften” zytologischen Diagnosen zu den Test-neagtiven, die ,,dringend
verddchtigen Diagnosen zu den Test-positiven zugeordnet.

Die Eignung der Follow-Up-Befunde, eine valide Basis fiir das tatsidchliche
Vorliegen oder Fehlen eines malignen Tumors darzustellen (positiver bzw. negativer
Referenzstandard), wurde in verschiede Evidenzlevel (EL) eingeteilt, Evidenzlevel 1
stellt die niedrigste, Evidenzlevel 6 die hochste Bewertungsstufe bei den positiven
Féllen dar. Dementsprechend wurde auch bei den negativen Fillen so verfahren, jedoch
stellt hier Evidenzlevel 4 die hochste Stufe dar. Tabelle 10 zeigt die einzelnen
Einstufungskriterien und die Anzahl (n) der auf die verschiedenen Evidenzlevel

verteilten Befunde.
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Tabelle 10: Definition der Einteilungskriterien in ,,richtig/falsch positiv* und
»richtig/falsch negativ*

*EL = Evidenzlevel; EL1 = niedrigstes Evidenzlevel, EL6 = hochstes Evidenzlevel; in Klammern angegeben: Anzahl n der fiir das Evidenzlevel zutreffenden Befunde,
Insgesamt (zytologische Diagnose + eindeutiges Follow-Up) n= 151; unklares Follow-Up n= 5

MALIGNES TUMORLEIDEN

Positiv

negativ

HRNQOZAOP ~C

richtig positiv

EL1*aus Arztbrief geht die gleiche (im Hinblick auf die Malignitit

falsch positiv

EL1*aus Arztbrief geht eine abweichende ( im Hinblick auf die Malignitét des

histologische Diagnose widerlegt den zytopathologischen Befund
(n=6)

P des Prozesses) positive Diagnose hervor wie aus dem zyto- Prozesses) negative Diagnose hervor als aus dem zytopathologischen Befund,
0 pathologischen Befund, keine weitere Diagnoseabsicherung (es widerlegt jedoch keine Diagnose den zytopathologischen Befund) (n= 0)
S (n=0) EL2* aus Arztbrief geht eine abweichende (im Hinblick auf die Malignitét des
i EL2*wie ELI, jedoch mit bestétigtem Follow-Up (durch Behandlung Prozesses) negative Diagnose hervor als aus dem zytopathologischen Befund; die
t des Tumorgeschehens (n= 0) Atiologie der punktierten Raumforderung wurde geklért (n= 0)
. EL3*ein erneuter zytologischer Befund stiitzt den zytopathologischen EL3*ein weiterer zytologischer Befund steht im Widerspruch zur ersten
1 Befund (n=1) zytopathologischen Diagnose (n= 0)
v EL4* Rontgen/Sono/Endosono stiitzt die zytologische Diagnose EL4* Rontgen/Sono/Endosono widerspricht dem zytopathologischen Befund (n=0)
(n=38) EL5* MRT und/oder CT widersprechen dem zytologischen Befund (n= 0)
ELS* MRT und/oder CT stiitzen die zytologische Diagnose (n= 39) EL6*Histologie (Stanzbiopsie oder nach operativer Resektion des Herdes) widerspricht
EL6*Histologie (Stanzbiopsie oder nach operativer Resektion des dem zytologischen Befund (n= 1)
Herdes) stiitzen die zytologische Diagnose (n= 49)
falsch negativ richtig negativ
EL1*Prozess wurde im Arztbrief abschlieend als positiv beschrieben, | EL1*Prozess wurde im Arztbrief abschlieend als ungeklért aber nicht maligne
jedoch widerlegen keine weiteren Befunde den zyto- diagnostiziert, Kliniker iibernahm die zytopathologische Diagnose ohne weitere

n pathologischen Befund (n= 0) Befundabklirung (n=2)
€ EL2* Prozess wurde im Arztbrief abschlieend als positiv beschrieben, | EL2* Prozess wurde im Arztbrief abschlieBend als ungeklirt beschrieben, jedoch
g weiterer zytologischer Befund oder Bildgebung (auBler MT/CT) bestétigen weitere zytologische und/oder histologische Befunde die zyto-
a widerlegt die zytopathologische Diagnose (n= 1) pathologische Diagnose (n= 2) )
t EL3* Prozess wurde im Arztbrief abschlielend als positiv beschrieben, | EL3* Prozess wurde im Arztbrief abschlieBend als benigne beschrieben, die Atiologie
) CT- und/oder MRT-Befund widerlegt den zytopathologischen des Prozesses wurde geklart (n= 10)
1 Befund (n= 6) EL4* wie EL2, jedoch bestitigen weitere Befunde von Zytologie/ Histo-
A% EL4* Prozess wurde im Arztbrief abschlielend als positiv beschrieben,

logie/Sonographie/Endosonographie/Rontgen/MRT/CT den zytopathologischen
Befund, oder Bestitigung der zytopathologischen Diagnose durch negatives,
mehrjéhriges Follow-Up (n= 26)




2 Material und Methoden 36

2.5.1 Kennziffern der statistischen Auswertung

Die Sensitivitit sowie die Spezifitit wurden anhand der {iblichen statistischen
Vierfeldertafel berechnet (Hilgers und Bauer, 2007). Zudem wurde die Treffsicherheit
sowie der positive als auch der negative Vorhersagewert bestimmt.

Die Sensitivitdt beschreibt die Empfindlichkeit eines Testverfahrens, da sie die
(bedingte) Wahrscheinlichkeit fiir die richtige Diagnose bei der Erkennung von
tatsdchlich Kranken angibt.

Sensitivitit: Test positiv und tatsichlich positiv

Gesamtzahl der Erkrankten

Die Sperzifitit hingegen beschreibt die (bedingte) Wahrscheinlichkeit fiir ein

richtiges Testergebnis bei der Erkennung von gesunden Patienten.

Spezifitit: Test negativ und tatséiichlich negativ

Gesamtzahl der Gesunden

Der positive Vorhersagewert gibt die (bedingte) Wahrscheinlichkeit an, bei
Vorliegen eines positiven Ergebnisses auch tatsdchlich krank zu sein, wohingegen der
negative Vorhersagewert die (bedingte) Wahrscheinlichkeit darstellt, bei einem

negativen Testergebnis tatsdchlich gesund zu sein.

Positiver Vorhersagewert: Test positiv und tatsichlich positiv

Test positiv

Negativer Vorhersagewert: Test negativ und tatsichlich negativ

Test negativ
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Die Gesamttreffsicherheit beschreibt das Verhéltnis von ,.richtig positiv" und

»richtig negativ* erkannten Féllen zur Gesamtzahl aller untersuchten Fille.

Gesamttreffsicherheit (Accuracy):

Anzahl der richtig Negativen + Anzahl der richtig Positiven

Anzahl der richtig Negativen + richtig Positiven + Anzahl falsch Negativen + falsch

Positiven
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3  Ergebnisse

3.1 Allgemein

Wie Abbildung 9 deutlich macht, konnte ich im Rahmen dieser Arbeit von den
177 punktierten Patienten 156 giiltige und zureichende Follow-Up-Erfassungen
erheben. Dabei wurde bei den Patienten, die ein zweites Mal zeitversetzt punktiert
wurden, separat nur die erste oder zweite, nicht jedoch beide Diagnosen gleichzeitig mit
in die Berechnung der Ergebnisse einbezogen.

In sechs Fillen gelang es nicht, eine ausreichende Nachbeobachtung der
einzelnen Krankheitsverldufe zu gewihrleisten, da die Akten nicht einsehbar waren. Es
blieben in dieser Untersuchung auch alle 15 Biopsien, die als ,,unzureichend*

klassifiziert wurden, unberiicksichtigt.

FNAB Pankreas
n=177
100%
[ |
unzureichend zureichend
n=15 n= 162
8,5% 91,5%
|
[ |
kein Follow-Up Follow-Up
n=6 n= 156
3,7% 96,3%
[
[ I | |
Negativ Zweifelhaft Dringender Verdacht Positiv
n= 54 n=10 n=16 n=76
34,6% 6,4% 10,3% 48,7%
unklar| richtig | falsch unklar| maligne| nicht unklar| maligne| nicht unklar | falsch |richtig
negativ | negativ maligne maligne positiv | positiv
n=3 | n=38 | n=13 n=1 n=7 n=2 n=1 n=14 n=1 n=0 n=0 |n=76
5,6% | 70,4% | 24,1% 10% | 70% 20% 6,3% | 87,5% | 6,3% 100%
Sampling Screening
Error Error
n=13 n=0
100%

Abb. 9: Follow-Up nach einmaliger Punktion

Als erstes untersuchten wir die Treffsicherheit fiir alle zytologischen Diagnosen
nach einmaliger Punktion. AnschlieBend berechneten wir die Steigerung der

Treffsicherheit bei einer Wiederholung der Punktion.
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3.1.1 Evidenzlevel der Follow-Up-Erhebungen
Wie deutlich in Tabelle 11 und Abbildungen 10a und 10b zu erkennen ist, lieBen

sich der GrofBiteil der Follow-Up-Erhebungen in die zwei jeweils hochsten Kategorien
einordnen, bei den negativen Féllen fielen nur 5 von 53 Erhebungen auf die beiden
niedrigsten Evidenzlevel aus. Bei den positiven Befunden stellt ein Fall mit
Evidenzlevel 3 die niedrigste Kategorie der in dieser Studie verwendeten Follow-Up-

Erhebungen dar.

Tabelle 11: Aufteilung der Follow-Up-Erhebungen nach Evidenzlevel. Insgesamt
(zytologische Diagnose + eindeutiges Follow-Up) n= 151, unklares Follow-Up n=5

Evidenzlevel Anzahl n Anzahl n
positive Diagnosen negative Diagnosen
1 0 2
2 0 3
3 1 16
4 8 32
5 39 -
6 50 -

Gesamt 98 53
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M Evidenzlevel 1
B Evidenzlevel 2
M Evidenzlevel 3
B Evidenzlevel 4
B Evidenzlevel 5

W Evidenzlevel 6

Abb. 10a: Graphische Darstellung der Aufteilung nach Evidenzlevel

der positiven Diagnosen

H 2:4% B 3;6%

B Evidenzlevel 1
W Evidenzlevel 2
W Evidenzlevel 3

B Evidenzlevel 4

Abb. 10b: Graphische Darstellung der Aufteilung nach Evidenzlevel

der negativen Diagnosen
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3.2 ,Negative* Fille

3.2.1 Zytologische Ergebnisse
Die Analyse der Daten ergab, dass von den in den Jahren 2005 und 2006 zur

zytopathologischen Begutachtung eingeschickten Pridparaten 54 als ,negativ®
klassifiziert worden sind. Dies entspricht einem relativen Anteil von 34,6 % aller
zureichenden und mit einem Follow-Up versehenen Biopsien. Von den 54 gestellten
Diagnosen ,,Tumorzell-negativ*“ konnten drei (5,6 %) durch ein unklares Follow-Up
weder bestitigt noch falsifiziert werden und fallen deshalb aus der Studie heraus. Von
den restlichen 51 untersuchten Einsendungen konnten 38 als ,.richtig negativ“ und 13
als ,,falsch-negativ* klassifiziert werden. Dies entspricht einem relativen Ergebnis von
74,5 % ,richtig negativen™ und 25,5 % ,,falsch negativen® Diagnosen, abziiglich der
Diagnosen mit unklarem Follow-Up. Von den 13 ,,falsch-negativen* Befunden wurden
finf (38,5 %) vom Zytopathologen mit dem Vermerk versehen: ,,Diagnostische
Sicherheit eingeschriankt wegen zu geringer Anzahl diagnostisch relevanter Zellen®.
Alle der 13 ,falsch-negativen Ergebnisse wurden ein zweites Mal von einem
erfahrenen Zytopathologen begutachtet und weiterhin als ,,negativ - ohne Tumorzellen*

bewertet.

Wenn man jedoch den jeweils zweiten Befund der doppelt biopsierten Patienten
heranzieht, ergibt sich, wie Abbildung 11 deutlicht macht, dass von den 54 giiltigen
Diagnosen nur noch 49 als ,,negativ* bewertet wurden. Dies entspricht einem relativen

Anteil von 31,4 %.
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FNAB Pankreas
n=177
100%
[ |
unzureichend zureichend
n=15 n= 162
8,5% 91,5%
[ | |
kein Follow-Up Follow-Up
n=6 n= 156
3,7% 96,3%

[ I I |
Negativ Zweifelhaft Dringender Verdacht Positiv
n= 49 n=8 n=17 n= 82

31,4% 51% 10,9% 52,6%
unklar| richtig | falsch
negativ | negativ

n=3 n= 38 n=8

6,1% | 77,6% | 16,3%

—

Sampling Screening
Error Error
n=8 n=0

Abb. 11: Follow-Up nach wiederholter Punktion in 15 Féllen

Von diesen 49 negativen Diagnosen waren wiederum drei, also 6,1 %, aufgrund
eines unklaren Ergebnisses der Follow-Up-Erfassung nicht zu bewerten. Die restlichen
46 Befunde teilten sich in 38 als ,richtig negativ und 8 als ,falsch negativ*
eingeordnete Diagnosen auf. Dies entspricht unter Nichtberiicksichtigung der unklaren
Fille einem prozentualen Ergebnis von 82,6 % ,,richtig negativen® und 17,4 % ,,falsch
negativen® Klassifizierungen. Zu den 8 ,falsch negativen“ Befunden bleibt zu
erwidhnen, dass in der Abschlussdiagnose in 4 Féllen der Zusatz: ,,Diagnostische
Sicherheit eingeschrinkt wegen zu geringer Anzahl diagnostisch relevanter Zellen* zu
finden war. Wie schon oben erwdhnt, wurden alle genannten 8 ,falsch negativen*

Befunde ein zweites Mal von einem erfahrenen Zytopathologen begutachtet und

weiterhin als ,,negativ - ohne Tumorzellen* bewertet.
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Tabelle 12 zeigt, dass sich die Zahl der als ,negativ klassifizierten Punktate
auch nach erneuter Begutachtung durch einen erfahrenen Zytopathologen nicht
verdndert hat. Fiinf negative Befunde, die nicht mit dem Follow-Up zu vereinbaren

waren, sind alle durch die spitere Zweitbiopsie korrigiert worden.

Viermal wurde der zytologische Befund der zweiten zu einem spiteren
Zeitpunkt wiederholten Biopsie mit ,,positiv und einmal ,,mit dringendem Verdacht®
bewertet, so dass es sich in allen urspriinglich 13 ,,falsch-negativen* Fillen um einen

Sampling-Error handelt, und sie somit einer Fehlpunktion zuzuschreiben sind.

Tabelle 12: Uberpriifung der falsch-negativen Diagnosen

Punktionszytologie der Anzahl nach Anzahl nach Anzahl nach

Hhegativen* Fille 1. Durchsicht 2. Durchsicht 2. Punktion
richtig negativ 38 38 38
falsch negativ 13 13 8

3.2.2 Zytometrische Ergebnisse

Nach der zytomorphologischen Diagnostik wurde eine DNA-zytometrische
Messung der Priparate durchgefiihrt. Dies gelang jedoch nur, wenn das Préparat sowohl
genligend messbare Zellen nach den in Absatz 2.2 genannten Kriterien als auch
ausreichend viele Referenzzellen enthielt. Zusétzlich wurden auch die Préparate von
der Messung ausgeschlossen, die entweder im Rahmen der immunzytochemischen
Diagnostik umgefdrbt worden waren, den Zusatz ,,Diagnostische Sicherheit

eingeschrinkt trugen als auch solche, bei denen einen Zyste diagnostiziert worden war.
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Wie Abbildung 12 zeigt, wurden von den 49 als ,,negativ* beurteilten Préparaten
11 (22,4 %) DNA-zytometrisch gemessen. Die restlichen 38 Fille (77,6 %) konnten bei

der DNA-Zytometrie aus den oben genannten Griinden nicht beriicksichtigt werden.

negativ
n=49
31,4%
DNA-Zytometrie
nicht messbar | Aneuploid: |Not Aneuploid
n= 38 n=0 n= 11
77,6% 0% 22,4%
maligne maligne maligne
n=5 n=0 n=3
13,2% 27,3%
nicht maligne: nicht maligne: nicht maligne:
n= 31 n=0 n=7
81,6% 63,6%
unklar unklar unklar
n=2 n=0 n=1
5,3% 9,1%
Follow-Up

Abb. 12: Ergebnisse der DNA-Zytometrie bei negativer zytologischer Diagnose

In allen 11 adjuvant durchgefiihrten Messungen ergab die DNA-Zytometrie eine
not-aneuploide bzw. euploide DNA-Verteilung und somit ein mit der negativen
zytologischen Diagnose konformes Ergebnis. Es wurden mindestens 30 und hdchstens
48 Referenzzellen (Durchschnittswert: 33,2) und zwischen 80 und 370 Analysezellen
(Durchschnittswert: 213) ausgewéhlt.
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In drei Féllen (27,3 %) zeigte sich ein Pankreaskarzinom im Follow-Up. Diese
drei Priaparate wurden jedoch schon morphologisch als ,,falsch negativ* klassifiziert und
daraufhin ein zweites Mal zytologisch begutachtet. Wie in Absatz 3.2.1. beschrieben,
konnten auch bei der wiederholten Durchsicht keine Tumorzellen in den Prédparaten
festgestellt werden, so dass auch das Ergebnis der DNA-Zytometrie auf eine
Fehlpunktion bzw. ,,Sampling Error* hindeutet. In 7 Féllen (63,6 %) stimmte der
Follow-Up-Befund einer Pankreatitis mit der euploiden DNA-Verteilung {iiberein. In
einem Fall (9,1 %) konnte die Frage der Dignitét des klinisch erhobenen Befundes nicht

hinreichend gekldrt werden und blieb somit unklar.

3.3 ., Zweifelhafte* Fille

3.3.1 Zytologische Ergebnisse

Fiir die zehn Fille in der diagnostischen Kategorie ,,zweifelhaft wurden zehn
Patienten punktiert, bei zwei Patienten wurde die Punktion zu einem spéteren Zeitpunkt
wiederholt und die zytologische Diagnose geéndert. Die Auswertung der Follow-Up-
Daten der zehn wiahrend des ersten Punktionsversuches als ,,zweifelhaft* klassifizierten
Punktate (6,4%) ergab, dass in sieben Féllen (70 %) ein malignes Geschehen
festgestellt werden konnte, jedoch in einem Fall (10 %) die Frage nach der Dignitét der
Neoplasie nicht beantwortet werden konnte. In zwei Féllen (20 %) lag kein Anhalt auf
Malignitét vor. Bei fiinf der sieben (71,2 %) als ,,zweifelhaft eingeordneten Diagnosen
mit positiver Tumordiagnose im Follow-Up wurde der Zusatz: ,Diagnostische
Sicherheit eingeschrinkt wegen zu geringer Anzahl diagnostisch relevanter Zellen* in
dem Befund mit angegeben.

Bei den beiden doppelt punktierten Patienten wurde die jeweils zweite zu einem
spéteren Zeitpunkt erhobene Diagnose in einem Fall auf ,,dringend verdichtig® und in
dem anderen Fall auf ,positiv beziiglich des Vorhandenseins von malignen
Tumorzellen hochgestuft. Im ersten Fall wurde die Tumorsdiagnose durch das klinische
Follow-Up bestitigt und im zweiten Fall ergab die Nachbeobachtung der
Krankengeschichte den klinischen Befund eines inoperablen Pankreas-Kopf-
Karzinoms. Wie in Abbildung 13 zu erkennen ist, sank dadurch die Anzahl der als

»zweifelhaft beschriebenen Fille von zehn auf acht (5,1 %).
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FNAB Pankreas
n=177
100%
[ ]
unzureichend zureichend
n=15 n= 162
8,5% 91,5%
[ | ]
kein Follow-Up Follow-Up
n=6 n= 156
3,7% 96,3%

[ I % ]
Negativ Zweifelhaft Dringender Verdacht Positiv
n= 49 n=8 n=17 n= 82
31,4% 51% 10,9% 52,6%

unklar| maligne| nicht
maligne

n=1 n=5 n=2

12,5% | 62,5% 25%

Abb. 13: Follow-Up der ,,zweifelhaften zytologischen Tumordiagnosen nach

wiederholter Punktion in 15 Fillen

3.3.2 Zytometrische Ergebnisse

Wie Abbildung 14 zeigt, konnten vier der acht (50 %) ,,zweifelhaften* Fille
aufgrund einer zu geringen Anzahl an diagnostisch relevanten Zellen aus dem Pankreas
nicht DNA-zytometrisch gemessen werden. Die Messung der restlichen vier Préparate
ergab in einem Fall ein aneuploides (12,5 %) und dreimal (37,5 %) ein not-aneuploides
Resultat. Es wurden zweimal 30 und jeweils einmal 31 und 32 Referenzzellen
(Durchschnittswert:  30,75) und zwischen 303 und 363 Analysezellen
(Durchschnittswert: 337) ausgewéhlt.

Der aneuploide Befund ging mit der klinischen Diagnose eines fortgeschrittenen
Pankreaskarzinoms einher und bestétigte auch somit die zytologisch erhobene Diagnose
eines malignen Tumors. Eine der drei not-aneuploiden Messungen konnte durch den
histologischen Befund ,.kein Anhalt fiir Malignitdt* verifiziert werden. Im zweiten Fall
wurde die Raumforderung im Follow-Up als ,,benignes Cystadenom* beschrieben, was
die Richtigkeit der zytologischen Diagnose anzeigt, da die Lésion im zytologischen
Gutachten auch als ,benignes muzindses Cystadenom im Pankreas“ beschrieben
wurde. Im dritten Fall ergab das Follow-Up den dringenden CT- und
endosonographisch gestiitzten Verdacht eines malignen Pankreas-Kopf-Tumors mit
tumorbedingter Stenose des Ductus Hepatocholedochus (DHC) und wurde somit in die

Kategorie ,,falsch-negativ‘ eingeordnet.
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Zweifelhaft
n=8
5,1%
DNA-Zytometrie
nicht messbar | Aneuploid: |Not Aneuploid
n=4 n=1 n=3
50% 12,5% 37,5%
maligne maligne maligne
n=3 n=1 n=1
75% 100% 33,3%
nicht maligne: nicht maligne: nicht maligne:
n=0 n=0 n=2
66,6%
unklar unklar unklar
n=1 n=0 n=0
25%
Follow-Up

Abb. 14: Ergebnisse der DNA-Zytometrie bei Praparaten mit der zytologischen

Diagnose ,,zweifelhaft*

3.4 ,Dringend verdichtige* Fille

3.4.1 Zytologische Ergebnisse

Die Anzahl der ,,dringend verdichtigen* Diagnosen bzgl. des Vorhandenseins
einer Neoplasie verdnderte sich durch die Wiederholung der Punktion nur sehr
geringfligig. Die Anzahl erhohte sich von 16 nach einmaliger auf 17 nach der erneuten
FNAB bei einem Patienten.

Die Uberpriifung der urspriinglich 16 als ,,dringend verdichtig* klassifizierten
Diagnosen, was einem relativen Anteil von 10,3 % entspricht, ergab, dass sich bei 14
Patienten der maligne Tumorverdacht bestitigte, ein Fall unklar blieb und nur bei einem
Patienten keine maligne Neoplasie nachgewiesen werden konnte. Da wir bei der
Berechnung der statistischen Werte wie Sensitivitit, Spezifitit und der
Gesamttreffsicherheit alle ,,dringend Verdidchtigen Félle mit zu den positiven

Befunden zéhlten, ergibt sich daraus, dass in 14 Féllen eine ,,richtig-positive* (93,3 %)
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und in einem Fall eine ,,falsch-positive* Aussage (6,7 %) seitens der Zytopathologen
getroffen wurde.

Wie die folgende Tabelle 13 im Einzelnen verdeutlicht, wurde 13-mal ein
primdres Pankreaskarzinom diagnostiziert, in sieben Fillen konnte dies auch
histologisch gesichert werden. Bei einem dieser Patienten konnte die durch eine PE
gewonnene Histologie kein malignes Geschehen im Pankreas feststellen, da jedoch alle
klinischen und radiologischen Anzeichen sowie die begonnene Chemotherapie flir die
Richtigkeit der im Follow-Up erhobenen Diagnose sprachen, wurde dieser Fall als
»richtig positive bewertet. Dariiber hinaus wurde jeweils einmal ein Neuroendokriner
Tumor unklarer Dignitét, ein B-Zell-Lymphom, sowie eine benigne ductale Pankreas-
Zyste, in diesem Fall auch histologisch gesichert, im Follow-Up beschrieben. Die
benigne Zyste wurde félschlicherweise als Tumor gedeutet, sodass wir diesen Fall als

,»falsch positiv einordneten.

Tabelle 13: Haufigkeitsverteilung der Abschlussdiagnose bei ,,dringend verdéchtigen

Diagnose mit der Diagnose ,,dringendzslif:rdacht“ Anzahl n =
Priméres Pankreaskarzinom 13
Neuroendokriner Tumor unklarer Dignitét 1
B-Zell-Lymphom 1
benigne ductale Pankreas-Zyste 1
Gesamt 16

Bei drei Patienten blieb auch bei der Wiederholung der FNAB der ,,dringende
Verdacht auf das Vorliegen von Tumorzellen bestehen. Bei einem Patienten wurde
nach der zweiten Biopsie die Diagnose von ,dringend verdidchtig® auf ,positiv*
heraufgesetzt. Hinzu kamen noch zwei weitere nach der zweiten Punktion als ,,dringend
Verdichtig® kategorisierte zytologische Befunde, die nach der ersten Punktion als

»hegativ und ,,zweifelhaft* diagnostiziert worden waren.
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FNAB Pankreas
n=177
100%
[ |
unzureichend zureichend
n=15 n=162
8,5% 91,5%
|
[ |
kein Follow-Up Follow-Up
n=6 n= 156
3,7% 96,3%
[

[ [ [ |
Negativ Zweifelhaft Dringender Verdacht Positiv
n=49 n=38 n=17 n= 82
31,4% 5,1% 10,9% 52,6%

unklar| maligne{ nicht
maligne

n=1 n=15 n=1

5,9% | 88,2% 5,9%

Abb. 15: Follow-Up der ,,dringend verdédchtigen* zytologischen Tumordiagnosen nach

in 15 Féllen wiederholter Punktion

Wie Abbildung 15 demonstriert, wurden alles in allem unter Einbeziehung der
wiederholten FNAB 17 (10,9 %) der 156 Fille als ,,dringend verdichtig™ bewertet.
Davon wurden 15 Félle (93,8 %) als ,,richtig positiv* und wiederum ein Fall (6,2 %) als
»falsch positiv‘ bewertet. In einem Fall konnte die Dignitdt der Léision nicht

hinreichend geklért werden, dieser Fall wurde als unklar kategorisiert.

Die ,falsch positive* Diagnose wurde zum zweiten Mal fiir den gleichen
Patienten gestellt. Die zytologische Diagnose lautete zunéchst erneut: ,,Dringender
Verdacht auf Vorliegen eines Azinus-Zell-Karzinoms®. Dies konnte jedoch im Follow-
Up nicht bestitigt werden, da die unklare Raumforderung im Pankreas als histologisch
gesicherte benigne ductale Pankreaszyste in der Abschlussdiagnose beschrieben wurde.
In diesem besonderen Fall fiihrte der zustdndige Zytopathologe eine direkte DNA-
zytometrische Messung der Préparate dieses Patienten durch. Diese ergab keinen
Nachweis von Aneuploidie, und die Verdachtsdiagnose wurde auf ,,zweifelhaft - Kein
sicherer Nachweis von Tumorzellen, Zellbild entspricht abnormen Azinusepithelzellen*

zuriickgestuft. Das aneuploide Ergebnis der schon nach der ersten FNAB
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durchgefiihrten DNA-Zytometrie wurde in der Nachbetrachtung fiir ungiiltig erklart, da
technische Fehler wihrend des Messvorgangs das Resultat verfélschten.

Wie in der nachstehenden Tabelle 14 zusammengefasst, blieb die Anzahl der in
dieser zytologischen Kategorie diagnostizierten Priméren Pankreaskarzinome insgesamt
gleich. Zusétzlich wurde jedoch auch ein Malignom mit unklarem Primarius entdeckt,

dass folgerichtig in die Kategorie ,,richtig positiv* mit eingeordnet wurde.

Tabelle 14: Hiufigkeitsverteilung der Abschlussdiagnose bei ,,dringend verdéachtigen

Diagnose mit der Diagnose ,,dringendlejsliilrdacht“ Anzahl n =
Priméres Pankreaskarzinom 13
Neuroendokriner Tumor unklarer Dignitét 1
B-Zell-Lymphom 1
benigne ductale Pankreas-Zyste 1
Malignom mit unklarem Primarius 1

Gesamt 17
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3.4.2 Zytometrische Ergebnisse

Von den 17 in der diagnostischen Kategorie ,dringender Verdacht®

beschriebenen Féllen konnten sechs (35,3 %) aus den in Abschnitt 2.2 genannten

Ausschlusskriterien nicht zytometrisch gemessen werden. Die restlichen 1

(64,7 %) konnten um die adjuvante DNA-Zytometrie erginzt werden. Abbildung 16

stellt diesen Sachverhalt anschaulich dar.

1 Diagnosen

Dringender Verdacht
n=17
10,9%
maligne NPL unklare Dignitat
n=9 n=8
50% 44,4%
DNA-Zytometrie DNA-Zytometrie
nicht messbar | Aneuploid: [Not Aneuploid nicht messbar | Aneuploid: [Not Aneuploid
n=3 n=4 n=2 n=3 n=5 n=0
33,3% 44,5% 22,2% 37,5% 62,5%

maligne maligne maligne maligne maligne maligne

n=3 n=4 n=1 n=2 n=5 n=0

100% 100% 50% 66,7% 100%

nicht maligne: nicht maligne: nicht maligne: nicht maligne: nicht maligne: nicht maligne:
n=0 n=0 n=1 n=0 n=0 n=0
50%
unklar unklar unklar unklar unklar unklar
n=0 n=0 n=0 n=1 n=0 n=0
33,3%
Follow-Up Follow-Up

Abb.16: Follow-Up der DNA-Zytometrie bei Priparaten mit der zytologischen

Diagnose ,,dringender Verdacht*

Insgesamt wurden dabei wenigstens 30 und maximal 54 Referenzzellen

(Durchschnittswert:  34,82) und zwischen 135 und 430 Analysezellen

(Durchschnittswert: 294,6) selektiert.
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Bei vier der neun Patienten (44,5 %), bei denen zytologisch eine maligne
Neoplasie beschrieben worden war, zeigte sich Aneuploidie in der DNA-Zytometrie. In
zwei weiteren Féllen (22,2 %) konnte jedoch trotz ,,dringendem Verdacht auf Vorliegen
von malignen Zellen* keine Aneuploidie festgestellt werden, obwohl sich ein Verdacht
durch das Follow-up bestdtigte. Im anderen Fall wurde hingegen, wie schon oben
beschrieben, das ,,not aneuploide* Ergebnis der DNA-Zytometrie verifiziert, da sich die
punktierte Lasion histologisch gesichert als ,,benigne ductale Pankreaszyste darstellte.
Insofern verbesserte die DNA-Zytometrie das ,,falsch-positive* zytologische Ergebnis,
indem sie die Raumforderung ,,richtig-negativ diagnostizierte. Die Priparate von drei
Patienten (33,3 %) mit sowohl zytologischer als auch klinisch bestdtigter Diagnose
eines Malignoms konnten nicht gemessen werden, da nicht ausreichend Analysezellen
den in Abschnitt 2.4.3 beschrieben Auswahlkriterien geniigten. Von den acht als
»dringend verdichtig® beschriebenen Punktaten mit unklarer Dignitét stellten sich finf
(62,5 %) als aneuploid dar, in drei Féllen (37,5 %) konnte keine zytometrische Messung
vorgenommen werden. Insgesamt stellten sich alle neun in der Kategorie ,,dringender
Verdacht durch die DNA-Zytometrie erhobenen aneuploiden Befunde als ,richtig
positiv dar. Demgegeniiber steht der oben beschriebene eine Fall einer ,,falsch

negativen® zytometrischen Diagnose.

Nachstehende Tabelle 15 und Abbildung 17 stellen erneut dar, wie hiufig die
einzelnen Kiriterien flir die Feststellung der Aneuploidie herangezogenen wurden.
Viermal wurde die Aneuploidie durch die Stammlinieninterpretation bestimmt. In einer
Messung gab die Anzahl der Zellen mit einem DNA-Gehalt >9¢ den Ausschlag fiir die
Diagnose: Aneuploidie. Weitere viermal waren beide Kriterien der Aneuploidie im
Histogramm zu finden. Der hochste 9cEE-Wert einer aneuploiden Messung betrug

21,49c.
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Tabelle 15: Kriterien der Aneuploidie in den ,,dringend verdédchtigen* Féllen
DNA-zytometrische Kriterien, anhand derer Aneuploidie Anzahl

festgestellt wurde n=

Stammlinie (STL) alleine
9cEE alleine
beide Kriterien (STL + 9cEE) kombiniert

e H~ = b

Gesamt

m Stammlinie (STL)
W 9cEE alleine

W STL+ 9cEE zusammen

Abb. 17: Haufigkeitsverteilung der fiir die Diagnose ,,Aneuploid* herangezogenen

Kriterien der dringend verdéchtigen Fille
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3.5 ,Positive Fille“

3.5.1 Zytologische Ergebnisse

Wieder beginnend in der Annahme, dass jeder der 156 Patienten nur ein einziges
Mal biopsiert wurde, ergab die Analyse der Daten, dass 76-mal eine ,,positive®
Diagnose gestellt wurde. Dies entspricht einem relativen Anteil von 48,7 % aller
Biopsien. In allen 76 ,,positiven* Féllen konnte der Tumorbefund durch die Follow-Up-
Erhebung bestitigt werden. Da es keine unklaren oder ,,falsch positiven* Ereignisse bei
der Auswertung der Daten gab, konnten somit 100 % der zytologisch als ,,positiv*
bewerteten Fille als ,,richtig positiv* eingestuft werden.

Die Erhebung kam zu dem Ergebnis, dass es sich bei den punktierten
Raumforderungen in 70 Féllen um Primire Pankreaskarzinome und in jeweils 6 Fillen
um eine Metastase von einem anderen malignen Tumor handelte (Tabelle 16). Im
Einzelnen wurden jeweils eine Metastase eines Colon- und eines Ovarial-Karzinoms
sowie zwei Bronchial-Karzinom-Metastasen im Pankreas diagnostiziert. In einem Fall
wurde eine Pankreas-Beteiligung des bekannten multiplen Myeloms richtig
diagnostiziert. Zusétzlich wurde auch die Pankreas-Metastasierung eines malignen

Melanoms durch die durchgefiihrte FNAB entdeckt.

Tabelle 16: Héaufigkeitsverteilung der Abschlussdiagnose bei ,,positiven‘ Fallen

Diagnose der ,,Tumorzell-positiven* Fille Anzahl n =
Primires Pankreaskarzinom 70
Metastase eines Ovarial-Ca 1
Metastase eines Bronchial-Ca 2
Metastase eines malignen Melanoms 1
Metastase eines Colon-Ca 1
Pankreasbeteiligung eines Multiplen Myeloms 1
Gesamt 76

Insgesamt konnte die Diagnose in 40 Féllen histologisch gesichert werden. Bei
zwei Patienten war der histologische Befund unauffillig, jedoch sprachen die klinischen
Angaben sowie das weitere Vorgehen der behandelnden Arzte fiir die Richtigkeit der

zytologischen Diagnose, so dass beide Fille als ,,richtig positiv* klassifiziert wurden.
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In 36 Fillen stand kein histologischer Befund zur Verfiigung, so dass sich die
Uberpriifung der zytologischen Diagnosen auf das klinische Follow-Up stiitzte.
Berticksichtigte man auch die Befunde der sechs Patienten, die erst nach der zweiten
FNAB eine positive Diagnose aufwiesen, erhdhte sich die Anzahl auf 82 ,,positive*

Diagnosen. Dies wird in Abbildung 18 veranschaulicht.

FNAB Pankreas
n=177
100%
[ |
unzureichend zureichend
n=15 n= 162
8,5% 91,5%
|
[ |
kein Follow-Up Follow-Up
n=6 n=156
3,7% 96,3%
[
[ I | ]
Negativ Zweifelhaft Dringender Verdacht Positiv
n=49 n=8 n=17 n= 82
31,4% 51% 10,9% 52,6%
unklar | falsch |[richtig
positiv | positiv
n=0 n=0 |n=82
100%

Abb. 18: Follow-Up der ,,positiven* zytologischen Tumordiagnosen nach wiederholter

Punktion in 15 Féllen

Im Einzelnen wurden vier Patienten, bei denen bei der ersten FNAB keine
Tumorzellen nachgewiesen werden konnten und somit als ,negativ klassifiziert
wurden, ein zweites Mal punktiert. In diesen durch die zweite Punktion gesicherten
Priaparaten wurden in allen vier Féllen maligne Tumorzellen nachgewiesen und eine
»positive® Diagnose gestellt. Da sich im Follow-Up der Malignitédtsverdacht eindeutig
bestdtigte, wurden die vier Befunde als ,richtig positiv bewertet. Durch die
wiederholte Begutachtung der Pridparate aus der ersten Punktion dieser vier Patienten
wurde bewiesen, dass es sich eindeutig um ,,Sampling Error bei der Punktion handelte
und der Fehler nicht in der zytologischen Diagnostik lag.

Zusitzlich reichte in je einem Fall eine ,,zweifelhafte sowie eine ,,dringend
Verdichtige® zytologische Diagnose nicht fiir eine Therapieentscheidung aus, so dass

eine wiederholte Punktion durchgefiihrt wurde. In beiden Angelegenheiten resultierte
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aus der Wiederholung der Punktion eine ,,positive* Diagnose. Es stellten sich alle sechs
Fille bei der Uberpriifung der zytologischen Diagnosen als ,,richtig-positiv** dar, so dass
der relative Wert weiterhin bei 100 % ,richtig-positiver” aller als ,,positiv*
klassifizierten Diagnosen lag. Fiinfmal wurden die Befunde durch das klinische Follow-

Up bestitigt, eine Diagnose konnte auch histologisch gesichert werden.

Wie in Tabelle 17 zu sehen ist, erhohte sich die Anzahl der entdeckten priméren
Pankreaskarzinome durch die Wiederholung der FNAB von 70 auf 76. Insgesamt wurde
bei 78 Patienten zytologisch die Diagnose einer malignen Raumforderung im Pankreas
gestellt, bei vier Patienten wurden Tumorzellen mit unklarer Dignitdt gefunden. In allen
82 Fillen konnte ein maligner Tumor im Pankreas durch das Follow-Up bestitigt

werden.

Tabelle 17: Hiufigkeitsverteilung der Abschlussdiagnose bei ,,positiven* Fillen

Diagnose der ,,Tumorzell-positiven* Fille Anzahl n =
Priméres Pankreaskarzinom 76
Metastase eines Ovarial-Ca 1

Metastase eines Bronchial-Ca 2
Metastase eines malignen Melanoms 1
Metastase eines Colon-Ca 1
Pankreasbeteiligung eines Multiplen Myeloms 1
Gesamt 82




3 Ergebnisse 57

3.5.2 Zytometrische Ergebnisse

Wie Abbildung 19 verdeutlicht, konnten von 82 ,positiven Diagnosen
insgesamt 64 (78,1 %) DNA-zytometrisch gemessen werden. Es wurden dabei
mindestens 30 und hochstens 44 Referenzzellen (Durchschnittswert: 31,4) und

zwischen 75 und 379 Analysezellen (Durchschnittswert: 259,4) ausgewéhlt.

Positiv
n =82
52,6%

maligne NPL benigne NPL unklare Dignitat

n=78 n=0 n=4
95,1% 4,9 %
DNA-Zytometrie DNA-Zytometrie
nicht messbar | Aneuploid: [Not Aneuploid nicht messbar | Aneuploid: |Not Aneuploid
n=17 n =56 n=5 n=1 n=1 n=2
21,8% 71,8% 6,4% 25% 25% 50 %
maligne maligne maligne maligne maligne maligne
n=17 n =56 n=5 n=1 n=1 n=2
100 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
nicht maligne: nicht maligne: nicht maligne nicht maligne: nicht maligne: nicht maligne:
n=0 n=0 n=0 n=0 n=0 n=0
unklar unklar unklar unklar unklar unklar
n=0 n=0 n=0 n=0 n=0 n=0
Follow-Up Follow-Up

Abb. 19: Follow-Up DNA-zytometrischer Diagnosen an Préparaten mit der

zytologischen Diagnose ,,positiv



3 Ergebnisse 58

Von den 78 Fillen (95,1 %), die schon zytologisch als eindeutig maligne
klassifiziert wurden, zeigten 56 (71,8 %) ein aneuploides Verteilungsmuster im
Histogramm. Nur fiinf (6,4 %) untersuchte Priparate wiesen ein not-aneuploides bzw.
euploides Ergebnis auf. 17 (21,8 %) dieser 78 zytologischen Befunde waren nicht
messbar und konnten deshalb nicht der adjuvanten DNA-Zytometrie zugefiihrt werden.
Insgesamt viermal (4,9 %) wurde zytologisch eine positive Tumordiagnose gestellt,
ohne jedoch die Frage nach der Dignitit eindeutig zu kldren. Von diesen vier Fillen mit
,unklarer Dignitdt® war einer (25 %) nicht messbar, ein weiterer (25 %) zeigte ein
aneuploides Ergebnis. Die angefertigten DNA-Zytometrien der beiden anderen
Patienten (50 %) wiesen ein euploides DNA-Verteilungsmuster auf.

Alles in allem konnte in 57 der 64 (89,1 %) als ,,positiv** diagnostizierten und
DNA-zytometrisch gemessenen Fille Aneuploidie als Zeichen einer malignen
Transformation der Zellen nachgewiesen werden. In nur sieben Fillen (10,9 %) gelang
dies nicht, da die Messungen dieser Préiparate ein not-aneuploides bzw. euploides
Ergebnis aufwiesen, obwohl im Follow-Up ein maligner Tumor bestdtigt wurde. Es
handelte sich bei diesen als ,,falsch negativ klassifizierten Féllen sechsmal um ein
priméres Pankreaskarzinom und einmal um ein Endokrines Karzinom im Pankreas. Wie
schon im Absatz 3.5.1 beschrieben, zeigte sich bei allen 82 punktierten und in die

»positiv-Gruppe eingeordneten Patienten ein malignes Geschehen im Follow-Up.
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Sowohl die nachfolgende Tabelle 18 als auch Abbildung 20 zeigen, wie hiufig
die einzelnen Kriterien filir die Feststellung der Aneuploidie herangezogenen wurden.
30-mal waren beide der in Abschnitt 2.4.4. beschrieben Kriterien der Aneuploidie im
Histogramm zu finden, zwolfmal wurde die Aneuploidie durch die
Stammlinieninterpretation (STL) bestimmt. Bei 15 Messungen gab die Anzahl der
Zellen mit einem DNA-Gehalt >9c¢ den Ausschlag fiir die Diagnose: Aneuploidie. Der
hochste 9cEE-Wert einer aneuploiden Messung betrug 50,12c.

Tabelle 18: Kriterien der Aneuploidie in den ,,positiven* Fillen

DNA-zytometrische Kriterien, anhand derer Aneuploidie Anzahl
festgestellt wurde n=
Stammlinie (STL) alleine 12
9cEE alleine 15
beide Kriterien (STL + 9cEE) kombiniert 30
Gesamt 57

m Stammlinie (STL)
W 9cEEalleine

W STL+ 9cEE zusammen

Abb. 20: Haufigkeitsverteilung der fiir die Diagnose ,,Aneuploid* herangezogenen

Kriterien der positiven Fille
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3.6 Komplikationen

Insgesamt wurden bei den 192 Punktionen zwei Komplikationen festgestellt, die
von den Klinikern in direkten Zusammenhang mit der FNAB gebracht wurden. Dies
entspricht einer Komplikationsrate von 1 %. Beide Komplikationen traten nach einer
EUS-gezielten FNAB auf. Im ersten Fall klagte der Patient nach dem diagnostischen
Eingriff {iber neu aufgetretene Oberbauchschmerzen. Das klinische Follow-Up ergab
eine chronische Pankreatitis mit Pseudozystenbildung bei bekanntem C2-Abusus. Die

zytologische Diagnose stellte sich somit in diesem Fall als richtig-negativ heraus.

Die andere beschriebene Komplikation stellte sich hingegen als schwerwiegend
dar. Es wurde in der Patientenakte dokumentiert, dass nach endosonographisch-gezielter
transgastraler Punktion ,,Implantationsmetastasen* im Stichkanal nachzuweisen waren.
Die richtig-positive  zytologische  Diagnose eines gering differenzierten
Adenokarzinoms konnte durch die Histologie bestétigt werden, da sich der Patient einer
Pankreasresektion unterzog. Das pathologische postoperative Staging lautete: pT3, pN1,
pM1 mit nachweisbarer hepatischer und peritonealer Metastasierung. Angesichts des
weit fortgeschrittenen Stadiums der Krankheit hatte die Komplikation jedoch weder
eine klinische noch eine therapeutische Konsequenz fiir den Patienten. Wir versuchen
derzeit, diese schwerwiegende Komplikation zu verifizieren. Es ist jedoch anzumerken,
dass ein Nachweis von Tumorzellen im Stichkanal nicht mit einer

Implantationsmetastase gleichzusetzen ist.
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3.7 Wiederholung der Punktion

Zusammenfassend kann man feststellen, dass durch eine Wiederholung der
Punktion bei ,,unzureichenden®, ,negativen®, ,zweifelhaften oder auch ,,dringend
verddchtigen Befunden bei vorhandenen klinischen Verdachtsmomenten die Anzahl
der ,,falsch negativen Diagnosen zuriickgeht und gleichzeitig die Anzahl der ,,richtig
positiven Befunde steigt. So wurden insgesamt eine ,unzureichende®, sieben

,hegative®, drei ,,zweifelhafte* sowie vier ,,dringend Verdichtige® FNAB wiederholt.

Wie Abbildung 21 offenbart, wurde bei flinf der sieben Patienten mit zuvor
,hegativem® Befund viermal ein ,,positives® und einmal ein ,,dringend verdédchtiges*
zytologisches Bild durch die zweite FNAB gefunden. Auch die drei vormals als
»zweifelhaft kategorisierten Biopsien wiesen nach der erneuten Punktion in zwei
Féllen ein ,,positives* und in einem Fall ein ,,dringend verdédchtiges* Ergebnis auf. Eine
,unzureichende* Biopsie erbrachte auch nach der zweiten Punktion ein
,unzureichendes* Ergebnis. Die nochmalige Einsendung von Biopsiematerial der vier
zuvor als ,,dringend verdachtig® klassifizierten Patienten erbrachte in drei Fillen das
gleiche Ergebnis, nur in einem Fall wurde die Diagnose in die Kategorie ,,positiv*
hochgestuft. Nur zweimal wurde der erste ,,negative” Befund auch durch die zweite
Punktion erneut bestétigt. Dies war auch mit dem Follow-Up vereinbar, so dass wir in
beiden Fillen von einer ,richtig negativen® zytologischen Diagnostik ausgingen.
Insgesamt fiihrte die Wiederholung jedes Mal zur einer korrekten Diagnose, welche in

allen Fillen durch das Follow-Up als zutreffend bestatigt werden konnte.

Diagnostische Nach 1. FNAB Nach 2. FNAB

Kategorie n= n=
unzureichend 1 1
negativ 7 2
zweifelhaft 3 0
dringender Verdacht 4 5
positiv 0 7
Gesamt 15 15

Abb. 21: Verteilung der zytologischen Diagnosen nach 1. und 2. Punktion
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3.8 Treffsicherheit der zytologischen und DNA-bildzytometrischen
Diagnostik

3.8.1 Zytologische Diagnostik
Wie in Abbildung 22 zu erkennen ist, gab es bei der zytologischen Diagnostik

eines Malignoms im Pankreas 97 ,richtig positive, 40 ,richtig negative®, einen ,,falsch
positiven* sowie 13 , falsch negative* Fille. Insgesamt gab es zudem 5 als ,,unklar*
definierte Diagnosen, bei denen die Frage nach der Dignitdt der Lasion durch das

klinische Follow-Up nicht hinreichend geklért werden konnte.

Zytologie
positiv negativ
Follow-Up
maligne richtig positiv: falsch negativ:
n= 97 n=13
nicht maligne falsch positiv richtig negativ:
n=1 n= 40

Abb. 22: Vierfeldertafel fiir die Berechnung der diagnostischen Treffsicherheit fiir die
Feinnadelaspirationsbiopsie von Raumforderungen der Bauchspeicheldriise. Unklares
Follow-Up: n=5

Aus den in Abbildung 22 zu entnehmenden Werten ergaben sich folglich eine
Sensitivitidt von 88,2 %, eine Spezifitit von 97,6 % sowie eine Gesamttreffsicherheit
von 90,7 % fiir die zytologische Diagnostik eines Malignoms im Pankreas. Der positive
und negative Vorhersagewert lagen bei 99 % und 75,5 %. Diese Werte beziehen sich
auf die Auswertung nach Wiederholung der Punktion in 15 Fillen (siehe 3.7)
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Vergleicht man diese Werte mit der Treffsicherheit nach erster Punktion, so
lasst sich eine Steigerung der Sensitivitdt um 6,4 %, des negativen Vorhersagewertes

um 8,8 % und der Gesamttreffsicherheit um 4,6 % beobachten.

3.8.2 DNA-Bildzytometrie

Wie Abbildung 23 veranschaulicht, wurden 89 auswertbare und mit einem
eindeutigen Follow-Up versehene zytologische Diagnosen durch die DNA-ICM
iiberpriift. Insgesamt wurde 67-mal (75,3 %) die Diagnose ,,aneuploid® und 22-mal
(24,7 %) die Diagnose ,,not aneuploid“ gestellt. Alle aneuploiden Félle zeigten ein
malignes Geschehen im Follow-Up, wohingegen sich nur zehn der 23 ,not-
aneuploiden® Diagnosen als richtig-negativ herausstellten. Ein beziiglich der Dignitét

unklarer not aneuploider Fall wurde aufgrund der unklaren Follow-Up-Erhebung nicht

beriicksichtigt.
DNA-ICM:
n= 89
100 %
Aneuploid Not Aneuploid
n= 67 n= 22
75,3% 24,7%
maligne nicht maligne maligne nicht maligne
n= 67 n=0 n=12 n=10
100% 54,5% 45,5%

Abb. 23: Flussdiagramm zum Follow-Up DNA-zytometrischer Diagnosen

Bezog man nur die DNA-zytometrisch gemessenen und mit einem eindeutigen
Follow-Up versehenen Préiparate in die Berechnung der Treffsicherheit ein, so lag die
Sensitivitit der DNA-Bildzytometrie alleine bei 84,8 %. Die Spezifitit sowie der

positive Vorhersagewert der DNA-Bildzytometrie betrugen 100 %, da es keine falsch-
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positiven Diagnosen zu verzeichnen gab, d.h., alle aneuploiden Ergebnisse konnten
durch einen Malignombefund im Follow-Up bestdtigt werden. Insgesamt zeigten 67 von
79 malignen Diagnosen DNA-Aneuploidie in Histogramm, was einer Privalenz von
84,8 % entsprach. Da jedoch in 12 Féllen ein Malignombefund keine DNA-Aneuploidie
zeigte, betrug der negative Vorhersagewert 45,5 %. Die Gesamttreffsicherheit der
DNA-Zytometrie alleine betrug 86,5 %.

Etwas andere Werte ergaben sich, wenn man die beiden in Abschnitt 3.2.2.
genannten ,,Sampling-Error“-Félle aus der Berechnung der diagnostischen Mallzahlen
auslieB. Beide dieser zytologisch ,,falsch-negativen Félle zeigten nach der DNA-ICM
verstindlicherweise ein ,,not-aneuploides* Ergebnis, da die verddchtige Struktur gar
nicht punktiert wurde und sich somit auch keine malignen Zellen auf den zu messenden
Objekttragern befanden. Berlicksichtigt man dies, so kommt man fiir die DNA-
Zytometrie auf eine Sensitivitit von 87 %. Und auch der negative Vorhersagewert
sowie die Gesamttreffsicherheit verbesserten sich demzufolge auf 50 % bzw. 88,5 %.

Die Spezifitit sowie der positive Vorhersagewert blieben stabil bei 100 %.

3.8.3 Zytologische Diagnostik erginzt um die DNA-Zytometrie

Aufgrund der oben gezeigten Ergebnisse bedient man sich im Institut fiir
Zytopathologie in Diisseldorf in der routinemiBigen Diagnostik folgendem
Handlungsalgorithmus (Abbildung 24), um eine mdglichst prizise und klare Diagnose

an die Kliniker tibermitteln zu konnen:

Sowohl bei DNA-zytometrisch aneuploiden als auch euploiden Ergebnissen
wurden die zytologisch positiven Félle als positiv in Bezug auf das Vorhandensein von
malignen Zellen bewertet. Waren hingegen die Ergebnisse der DNA-Zytometrie bei
zytologisch dringend verddchtigen und zweifelhaften Féllen euploid, zéhlte man sie zu
den negativen Ergebnissen, und nur die aneuploiden Messungen zéhlten als positive
Félle. Die zytologisch negativen Diagnosen =zeigten alle ein euploides DNA-
Histogramm, so dass sie alle als negativ angesehen wurden. Insgesamt gab es 89 Fille,
in denen sowohl eine zytologische Diagnose als auch der Befund der DNA-Zytometrie

sowie ein eindeutiges Follow-Up vorlagen.
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Zytologie
positiv  dringender zweifelhaft negativ
Verdacht
DNA-ICM
aneuploid positiv positiv positiv negativ
n= 57 n=9 n=1 n=0
nicht positiv negativ negativ negativ
aneuploid n=7 n= 2 n=3 n=10

Abb. 24: Algorithmus zur Bewertung der Kombination von zytologischen und DNA-
zytometrischen Ergebnissen; Insgesamt (zytologische Diagnose + DNA-Zytometrie +

eindeutiges Follow-Up): n= 89; Positiv n= 74; Negativ n= 15,

Kombinierte man die in ,,positive* und ,,negative* kategorisierten Fille in Bezug
auf das Vorhandensein von malignen Tumorzellen mit den Ergebnissen des Follow-Up,
so erhielt man folgende statistischen Mafzahlen fiir die Gesamttreffsicherheit auf das

Vorliegen von malignen Zellen im Pankreas:

Die Sensitivitdit betrug 93,6 %, die Spezifitit als auch der positive
Vorhersagewert lagen bei 100 %, und der negative Vorhersagewert betrug 66,7 %. Dies

ergab eine Gesamttreffsicherheit von 94,4 %.
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Bei Hinzunahme der nicht DNA-zytometrisch untersuchten Patienten der Studie
ergibt sich folgendes Bild: Wie in Abbildung 25 deutlich zu erkennen ist, gibt es durch
die Kombination der zytologischen Diagnose mit der adjuvanten DNA-Zytometrie

insgesamt 97 positive, 54 negative und 5 unklare Befunde.

Zytologie
positiv  dringender zweifelhaft negativ
DNA-IC Verdacht
aneuploid positiv positiv positiv negativ
n= 57 n=9 n= 1 n=0
nicht positiv negativ negativ negativ
aneuploid n=7 n= 2 n=3 n=10
nicht positiv positiv negativ negativ
messbar n=18 n=>5 n=3 n= 36

Abb. 25: Algorithmus zur Bewertung der zytologischen und DNA-zytometrischen
Ergebnisse auf das Vorliegen von Malignitét. Insgesamt (zytologische Diagnose +
DNA-Zytometrie + eindeutiges Follow-Up): n= 151; Positiv n= 97; Negativ n= 54;

unklar n=5
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Bei dem Vergleich dieser Kategorisierung mit dem Follow-Up dieser Patienten
zeigten sich folgende Ergebnisse, wie in Abbildung 26 gut zu erkennen ist: 97 , richtig
positiven* und 41 ,,richtig negativen* Befunden stehen nur 13 ,,falsch negative*
Diagnosen gegeniiber. Durch den Einsatz der DNA-ICM konnte der in Absatz 3.8.1

erwéhnte eine ,,falsch-positive® Fall korrigiert werden.

Zytologie +
DNA-ICM positiv negativ
Follow-Up
maligne richtig positiv: falsch negativ:
n= 97 n=13
nicht maligne falsch positiv richtig negativ:
n=0 n= 41

Abb. 26: Berechnung der statistischen Werte auf das Vorliegen von Malignitit.
Zytologische Diagnose + DNA-ICM kombiniert; eindeutiges Follow-Up n=151;
unklares Follow-Up: n=5
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Vergleicht man die statistischen Mafizahlen der zytologischen Diagnostik auf

das Vorliegen von Malignitédt mit der Kombination von zytologischer Diagnostik und

adjuvanter DNA-Zytometrie, so zeigt sich, dass sich durch den Einsatz der DNA-

Zytometrie sowohl die Spezifitit, der positive Vorhersagewert als auch die Gesamt-

treffsicherheit steigern lassen.

Tabelle 19: Vergleich der statistischen Mafizahlen der FNAB von

malignomverdichtigen pankreatischen Raumforderungen

Zytologische Diagnostik auf das
Vorliegen von Malignitit

Zytologische Diagnostik + DNA-
ICM auf das Vorliegen von

Malignitét

Sensitivitét 88,2 % 88,2 %

Spezifitat 97,6 % 100 %
Positiver

Vorhersagewert 99 % 100 %
Negativer

Vorhersagewert 75,5 % 76 %

Gesamttreffsicherheit 90,7 % 91,4 %
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4 Diskussion

Das Ziel dieser Studie war es, anhand der in den Jahren 2005 und 2006
eingesendeten Punktate von malignomverddchtigen pankreatischen Raumforderungen
zu beweisen, dass mit Hilfe der Feinnadelaspirationsbiopsie und adjuvanter DNA-
Zytometrie sichere und prizise zytologische Diagnosen mdglich sind. Die von uns
berechneten Maf3zahlen von 88,2 % (Sensitivitit), 97,6 % (Spezifitit), 99 % (positiver
Vohersagewert), 75,5 % (negativer Vorhersagewert), 90,7 % (Gesamttreffsicherheit) fiir
die zytologische Diagnostik alleine, sowie von 88,2 % (Sensitivitit), 100 % (Spezifitit),
100 % (positiver Vohersagewert), 76 % (negativer Vorhersagewert), 91,4 % (Gesamt-
treffsicherheit) fiir die Kombination von zytologischer Diagnostik und adjuvanter DNA-
Zytometrie machen deutlich, dass durch den Einsatz der Feinnadelaspirationsbiopsie
und DNA-Zytometrie eine ausreichend sichere und valide Diagnosestellung

gewihrleistet werden kann.

Es besteht in der Literatur eine Kontroverse dariiber, ob bei resektablen
Pankreastumoren, die lediglich 15 % der Félle ausmachen, eine pridoperative
histologische und/oder zytologische Diagnostik sinnvoll erscheint. Es finden sich in der
Literatur sowohl Arbeiten, die dieses prioperative Vorgehen mit dem Verweis auf die
Gefahr einer Tumorzellverschleppung strikt ablehnen (Kahl und Malfertheiner, 2004;
AWMF, S3-Leitlinie ,,Exokrines Pankreaskarzinom®, 2006) als auch Arbeiten, die eine
préoperative Biopsie dringend empfehlen. Sie argumentieren richtigerweise, dass
dadurch die Zahl der unnétigen Operationen und somit auch die iiberfliissigen Kosten
fiir das Gesundheitssystem deutlich abnehmen (Harewood und Wiersema, 2001; Chen
et al., 2004). Dieser Meinung schliefen wir uns an.

Bei Patienten mit nichtresektablen Pankreastumoren hingegen ist die Datenlage
eindeutig. So empfiehlt das ,,National Comprehensive Cancer Network® in ihren
Leitlinien, dass eine Bestéitigung der Krebsdiagnose vor (palliativem) Therapiebeginn
unbedingt vorliegen sollte (NCCN Clinical Practice Guidelines in Oncology, Pancreatic
Adenocarcinoma, 2009). Dies kann, wie unsere und viele weitere Studien eindeutig
belegen, durch den Einsatz der FNAB sicher gewihrleistet werden. Somit kdnnen den
Patienten in den meisten Fédllen gefdhrliche, invasive und teure Eingriffe wie eine

explorative Laparotomie erspart werden.
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Die FNAB hilft, unnétige Operationen bei nachgewiesenem benignem Befund
oder bei Nachweis von Metastasen zu vermeiden. Zudem konnten Chen et al. (2004)
zeigen, dass die Kostendiskrepanz fiir die Diagnose eines Pankreaskarzinoms bis zu
16306 US$ betragen kann, je nachdem, fiir welchen diagnostischen Weg (FNAB oder
direkte Operation) man sich entscheidet. Powis and Chang (2000) kommen auf eine
dhnliche, wenngleich etwas hohere Kostendifferenz, sie berechneten einen Wert von
fast 19500 USS$. Harewood et al. (2001) belegen daneben, dass durch den Einsatz der
FNAB die Krankenhauskosten erheblich reduziert werden konnen, da nur die Patienten
einer Operation zugefiihrt werden, bei denen auch tatsidchlich resektable Tumore

vorliegen.

Unsere Ergebnisse decken sich groftenteils sehr gut mit den in der Literatur
angegebenen Malizahlen fiir die Treffsicherheit bei Feinnadelaspirationsbiopsien von
pankreatischen Raumforderungen. Hartwig et al. (2009) listen in ihrem Review die
Ergebnisse von einzelnen Studien von 1990-2008 auf, wobei sie zwei Gruppen bilden.
Auf der einen Seite die Ergebnisse von perkutanen, ultraschall- bzw. CT-gesteuerten
FNAB, auf der anderen Seite die der endosonographisch gesteuerten Punktionen. Es
zeigt sich, dass die durchschnittliche Sensitivitdt der von Hartwig et al. untersuchten 22
Studien von US-/CT-gesteuerten Punktionen bei 87 % (45-100 %) liegt, die
durchschnittliche Spezifitit bei 100 % (91-100%) sowie die durchschnittliche
Gesamttreffsicherheit bei 84 % (61-98 %) liegen. Demgegeniiber steht eine etwas
niedrigere durchschnittliche Sensitivitit von 83 % (54-95 %), eine gleiche mittlere
Spezifitit von 100 % (71-100%) und eine hohere mittlere Gesamttreffsicherheit von
88 % (65-96 %) der 29 untersuchten Studien bei EUS-gezielter Punktion.

Es hat jedoch den Anschein, dass die EUS-gesteuerte Punktion bei sehr kleinen
Lésionen (< 3 cm) sowohl eine bessere Treffsicherheit als auch eine bessere Kosten-

Nutzen-Relation aufweist (Chen et al., 2004; Volmar et al., 2005).

Ingesamt betrachtet ist es jedoch sehr schwer, eine eindeutige Aussage zu den in
der Literatur angegebenen Maflzahlen abzugeben und diese zu bewerten, da die
Rahmenbedingungen sehr heterogen sind. Die meisten Studien befassen sich mit der
EUS-gesteuerten, andere mit der Ultraschall-gesteuerten und einige wenige mit der CT-
gesteuerten Punktion. Daneben variieren die Ergebnisse auch innerhalb dieser einzelnen

Subgruppen zum Teil erheblich, auch wenn ein GroBteil der Studien eine gleiche oder
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dhnlich hohe Sensitivitét, Spezifitit und Gesamttreffsicherheit aufweisen wie unsere

durchgefiihrte Studie. Dies verdeutlicht nachfolgende Tabelle 20:

Tabelle 20: Ubersichtstabelle zu den in der Literatur beschriebenen MaBzahlen

Autor Anzahl Sensitivitdt | Spezifitit | PPV | NPV Gesamt- Wie
der in % in % in% | in% treffsicherheit punk-
Falle in % tiert ?
(Krishna 213 96,6 99,0 99,1 | 96,2 97,6 EUS
et al.,
2009)
(Yusuf | 540 mit 84 100 100 49 k.A. EUS
et al., 22G-

2009) | Nadel

(Yusuf | 302 mit 92 97 98 89 k.A. EUS
etal., 25G-
2009) Nadel

(Ramirez 52 97,3 100 100 90 97,8 EUS
-Luna et
al.,

2008)

(Bhatia 267 81 100 k.A. k.A. k.A. US
et al.,

2008)

(Matsu- 398 86 100 k.A. k.A. 86 US
bara et
al.,

2008)
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(Iglesias
-Garcia
et al.,

2007)

62

76,5

100

100

68

84,3

EUS

(Garre
Sanchez

et al.,

2007)

222

89

98

99

74

91

US

( Zhang
et al,
2006)

106

k.A.

k.A.

k.A.

k.A.

94

CT

(Mitsu-
hashi et
al.,

2006)

267

94,6

100

100

82

95,6

EUS

(Volmar
etal.,

2005)

1050

79,4

99

99,4

67,9

84,5

EUS/
us/
CT

(Krause,
2005)

127

73,8

100

100

79,2

86,9

EUS

(Siidhoff
et al.,

2004)

44

66

100

100

83

86

EUS
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(Agar-
wal et

al.,

2004)

81

&9

100

100

56

90

EUS

(Raut et
al.,

2003)

233

91

100

k.A.

k.A.

92

EUS

(Hare-
wood et
al.,

2002)

185

94

71

k.A.

k.A.

92

EUS

(Chang
etal.,

1997)

44

92

100

k.A.

k.A.

95

EUS

(Al-
Kaisi
and
Siegler,
1989)

205

87

100

100

80

92

k.A.
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Es gibt mehrere Griinde, weshalb die oben genannten Ergebnisse zum Teil
erheblich divergieren. Einerseits ist die Erfahrung und Routine des punktierenden
Arztes malBgeblich entscheidend. Wéhrend in unserer Studie 16 der 192 punktierten
Félle als unzureichend klassifiziert wurden, was einem prozentualem Anteil von 8,3 %
entspricht, sind in der Literatur Werte von bis zu 25,6 % an unzureichenden Punktionen
zu finden. Zudem sind die Lokalisation der Lésion, die Tumorgrofle, eine gleichzeitig
bestehende chronische Pankreatitis sowie der Tumortyp entscheidende Einflussfaktoren
fiir die Diagnostik mittels FNAB. Es zeigte sich, dass die Materialgewinnung bei
Prozessen im Processus Uncinatus sowie von zystischen Neoplasien und sehr kleinen
Lésionen problematisch ist.

Des Weiteren geht aus der Literatur hervor, dass insbesondere erfahrene
Radiologen die beste Trefferquote bei der FNAB von abdominellen Raumforderungen
aufweisen. Zudem ist zu erwarten, dass bei gleichzeitiger Anwesenheit eines
Zytopathologen wéhrend der Punktion die Treffsicherheit steigt und dadurch die Anzahl

an ungeniigenden Punktionen sinkt (O'Connell et al., 2008).

Andererseits spielt jedoch auch die Erfahrung des Zytopathologen eine sehr
wichtige Rolle bei der Beurteilung der Punktate. So kommen Binder et al. (1987) zu
dem Ergebnis, dass die Sensitivitét alleine schon um fast 31 % sinkt, wenn anstatt eines
erfahrenen Zytopathologen ein Pathologe mit wenig Erfahrung auf dem Gebiet der
Zytopathologie die Befunde von abdominellen FNAB erhebt. Auch Skov et al. (2007)
zeigten in Threr Studie, dass der Erfahrung des Zytopathologen eine sehr entscheidende
Bedeutung zukommt. Sie fordern daher, dass nur Pathologen mit langjéhriger Erfahrung

Feinnadelaspirationsbiopsien befunden sollten.

Ein Problem liegt jedoch darin, dass die Zytopathologie in Deutschland,
abgesehen von Zervix-Abstrichen und der Ergusszytologie, unverstindlicherweise nur
wenig Beachtung in der klinischen pathologischen Routinediagnostik und der
pathologischen Ausbildung findet. Es gibt nur wenige Zentren in Deutschland, die sich
intensiv mit der zytopathologischen Diagnostik beschiftigen. Das Institut fiir
Cytopathologie der Universititsklinik Diisseldorf unter der Leitung von Professor
Bocking ist der einzige Lehrstuhl in Deutschland, der sich ausschlieBlich mit diesem
Aufgabengebiet befasst. Dies unterstreicht, dass alle im Rahmen dieser Studie gestellten

zytologischen Diagnosen von Zytopathologen durchgefiihrt wurden, die eine sehr grof3e
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Expertise auf diesem Gebiet aufweisen. Dies spiegelt sich auch in der niedrigen Quote
von 8,6 % an ,falsch-negativen” Diagnosen beziiglich Malignitit bei pankreatischen
Raumforderung  wieder. Feinnadelaspirationsbiopsien =~ von  pankreatischen
Raumforderungen, insbesondere bei EUS-gezielten Feinnadelaspirationsbiopsien, sind
durch Kontamination, zum Beispiel mit gastralen Epithelien und/oder lymphatischem
Gewebe und Blut, sehr schwer zu beurteilen. In der Literatur liegen die Werte zwischen
4 % und 25 % ,,falsch-negativer” Diagnosen bei malignomverdédchtigen pankreatischen

Raumforderungen (Jenssen et al., 2008).

Im Gegensatz dazu sind in der Literatur nur wenige ,,falsch-positive” Fille
beschrieben. In den meisten Studien wird eine Spezifitdt von 100 % angegeben, nur in
einigen Fillen wird davon berichtet, dass ,,falsch-positive* Félle auftraten. Afify et al.
(2003) kommen auf zwei ,,falsch-positive” Félle, Sanchez et al. (2007) beschreiben
einen von 222 Fillen als ,,falsch-positiv. Jenssen et al. (2008) kommen in einer
Ubersichtsarbeit iiber EUS-gezielte FNAB auf insgesamt 27 ,,falsch-positive bei 1750
Féllen, was 1,5 % entspricht. Der eine, schon in Abschnitt 3.4.1. beschriebene
aufgetretene ,,falsch-positive* Fall unserer Studie ist also nicht ungew6hnlich in Bezug
auf die Daten in der Literatur. Vielmehr bestitigt es die allgemein anerkannte Tatsache,
dass die Differenzierung hoch differenzierter Neoplasien von benignen reaktiven
Prozessen, in unserem Fall eine benigne ductale Pankreaszyste, grundsitzlich sehr

schwierig ist.

Um die Treffsicherheit im Allgemeinen weiter zu erhhen und insbesondere bei
den nicht eindeutigen Féllen ein weiteres diagnostisches Werkzeug an der Hand zu
haben, bietet es sich an, adjuvante Methoden bei der Diagnostik unklarer pankreatischer
Raumforderungen hinzuzuziehen. In unserem Fall haben wir uns fiir die DNA-
Zytometrie als adjuvante Methode entschieden. In der Literatur gibt es eine
iiberschaubare Anzahl an Verdffentlichungen, die sich auch mit diesem Thema
beschiftigen. Dabei wurde nicht nur die statische DNA-Zytometrie herangezogen,
sondern in einigen Fillen auch die DNA-Flowzytometrie. Bei der Interpretation der
Ergebnisse der DNA-Flowzytometrie sollte jedoch immer in Betracht gezogen werden,
dass diese Methode nicht exakt mit der DNA-ICM verglichen werden kann, da
insbesondere sehr kleine aneuploide DNA-Stammlinien und seltene 9cEE héufig nicht

registriert werden.
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Loertzer et al. (1999) zeigten, dass alle acht von ihnen untersuchten FNAB von
Patienten mit nachgewiesener Pankreatitis einen euploiden DNA-Gehalt aufwiesen,
ebenso wie sechs von 26 Pankreaskarzinomen (Prévalenz: 23 %). Die restlichen
zwanzig FNAB der 26 Patienten mit nachgewiesenem Pankreaskarzinom wiesen ein
aneuploides Ergebnis auf (Pridvalenz: 77 %). Die Autoren kommen zu dem Schluss,
dass sowohl die Anwendung der DNA-Zytometrie als auch die in derselben Studie
durchgefiihrte Untersuchung des Proliferationsindexes dabei helfen konnen, zwischen
chronischer Pankreatitis und einer malignen Neoplasie zu unterscheiden, auch wenn
beide Methoden nicht signifikant mit der mittleren Uberlebenszeit der Patienten

korrelieren.

Weger et al. (1990) untersuchten den DNA-Gehalt von FNAB, die von
Pankreaskarzinomen stammten, sowohl mit der DNA-ICM als auch mit der Flow-
Zytometrie. Wihrend 76 von 77 mit der statischen DNA-Zytometrie gemessene
Priparate ein ,,non-diploides* Verteilungsmuster aufwiesen, waren es nur 47 Préiparate,
die nach Messung mit beiden Methoden ein ,,non-diploides® Histogramm zeigten.
Insgesamt wiesen 21 der 77 (27,3 %) mit der DNA-ICM gemessenen FNAB eine
Stammlinie im triploiden Bereich auf. Die Patienten, deren Biopsien eine
nachgewiesene DNA-Stammlinie im triploiden Bereich aufwiesen, zeigten alle eine
signifikant kiirzere Uberlebenszeit. Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass
alle acht FNAB von Patienten mit chronischer Pankreatitis ein euploides

Verteilungsmuster zeigten.

Béttger et al. (1997) kommen aufgrund ihrer Ergebnisse zu der Uberzeugung,
dass eine Unterscheidung zwischen benignen und malignen endokrinen
Pankreastumoren mit Hilfe der DNA-Zytometrie nicht moglich ist. Thre
Schlussfolgerung baut auf den Ergebnissen ihrer Studie auf, in der sie 27 benigne und
15 maligne endokrine Pankreastumoren auf ihren DNA-Gehalt hin untersuchten. Es
zeigte sich, dass von den 27 benignen Tumoren 6 ein diploides, 15 ein hypotriploides
und 6 ein triploides DNA-Histogramm aufwiesen, und von den 15 malignen Tumoren
jeweils einer diploid und hypotriploid, neun triploid und vier hypertriploid waren. Des
Weiteren zeigte sich, dass hypertriploide Tumore die signifikant schlechteste Prognose

aller untersuchten Tumoren hatten.



4 Diskussion 77

Souther et al. (1996) untersuchten den prognostischen Wert der DNA-
Zytometrie fiir zystische muzindse Pankreastumoren. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass
alle 13 von ihnen untersuchten benignen Tumoren diploid waren und die Patienten
durch chirurgische Intervention vollstindig geheilt werden konnten. Von den 11
untersuchten malignen Zystadenokarzinomen erwiesen sich sechs als diploid und flinf
als aneuploid. Wéhrend die Patienten mit euploiden Karzinomen nach Resektion in 83%
der Fille geheilt werden konnten, starben alle fiinf Patienten mit aneuploiden
Zystadenokarzinomen. Daraus resultierte ein signifikanter Uberlebensvorteil fiir
diploide Karzinome. Die Autoren schlussfolgerten daraus, dass der Einsatz der DNA-
Zytometrie bei muzindsen, zystischen Pankreastumoren fiir die klinische

Prognosestellung sehr hilftreich ist.

Linder et al. (1995) kommen zu dem Ergebnis, dass ein sehr signifikanter
Unterschied beziiglich des Langzeitiiberlebens besteht, wenn DNA-Aneuploidie in
Pankreaskarzinomen nachgewiesen wird. Sie untersuchten auch das Vorhandensein von
Anisokaryose als prognostischen Marker. Wenn sowohl Aneuploidie als auch eine
Anisokaryoserate von >/= 0.6 bestand, iiberlebten nur 5 % dieser Patienten ldnger als 6
Monate. In einer fritheren Untersuchung konnten Linder et al. (1994) ebenfalls
nachweisen, dass von 96 untersuchten FNAB von Pankreaskarzinomen, 27 diploid
(28 %), 17 tetraploid (18 %) und 52 aneuploid (54 %) waren. Es wurde zudem der
signifikante Zusammenhang zwischen DNA-Gehalt und der Resezierbarkeit des
Tumors verdeutlicht. So waren nur 17 von 74 (22,9 %) nicht-resektablen Tumoren
diploid, wohingegen 10 von 22 (45,5 %) resektablen Tumoren einen diploiden DNA-
Gehalt aufwiesen. Zudem hatten die Patienten mit aneuploiden Tumoren die geringste

Uberlebenszeit im Vergleich mit Patienten mit diploiden und tetraploiden Tumoren.

Einen &hnlich deutlichen und signifikanten Zusammenhang zwischen der
Moglichkeit einer chirurgischen Resektion und dem DNA-Gehalt bei
Pankreaskarzinomen konnten auch He et al. (2003) belegen. Sie konnten in ihrer Studie
zeigen, dass 62,1 % der nichtresektablen Tumoren aneuploid waren, hingegen nur
33,3 % der resektablen Tumoren. Dies verdeutlich einmal mehr den diagnostischen
Nutzen dieser adjuvanten Methode bei der Entscheidungsfindung fiir oder gegen einen
Behandlungspfad, in diesem Falle die Moglichkeit einer kurativen oder palliativen

Resektion des Tumors. Und auch Boéttger et al. (1992) kommen zu dem Ergebnis, dass
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der DNA-Gehalt von Pankreaskarzinomzellen, als Zeichen der chromosomalen
Abberation, die Aggressivitit der Tumorzellen widerspiegelt und somit entscheidenden

Einfluss auf die Prognose hat.

Vergleicht man die in der Literatur gefundenen Angaben zur Privalenz von
Aneuploidie bei Pankreaskarzinomen, so lassen sich unsere Ergebnisse ohne Probleme
in diese Reihe einordnen. Es zeigte sich, dass bei 67 von 79 Biopsien von
nachgewiesenen Pankreaskarzinomen Aneuploidie festgestellt werden konnte, was einer
Privalenz von 84,8 % entspricht. In einem Fall, wie schon in Abschnitt 3.4.
beschrieben, konnte durch den Einsatz der DNA-Zytometrie verhindert werden, dass
eine falsch-positive Diagnose gestellt wurde. Somit wurde dem Patienten eine
aufwendige und gefdhrliche Operation erspart. Dies beweist eindeutig, wie wichtig die
adjuvante Anwendung der DNA-ICM bei der zytologischen Diagnostik pankreatischer

Raumforderungen ist.

Im klinischen Alltag werden in ca. 16 % zytologisch unklare (zweifelhafte und
dringend  verdichtige) Diagnosen an FNAB von malignomverdichtigen
Pankreasldsionen gestellt. Durch eine wihrend der statistischen Auswertung kiinstliche
Einordnung zytologisch zweifelhafter zu den Test-negativen, sowie der zytologisch
dringend-verdichtigen zu den Test-positiven Diagnosen wird diese diagnostische
Unsicherheit verschleiert. Gerade diese Diagnosen verursachen aber fiir den
Diagnostiker und den Kliniker schwierige Situationen, in denen nicht klar ist, was mit
dem Patienten weiter geschehen soll. Der adjuvante Einsatz der DNA-Zytometrie ist ein
wichtiges diagnostisches Werkzeug, um eine eindeutig positive oder negative Diagnose
beziiglich Malignitét bei diesen Féllen zu erbringen. Auf dieser Basis kann der Patient
leitliniengerecht behandelt werden.

Gerade dies ist ein wichtiges Ergebnis der Arbeit, welches sich durch Angabe
von Mafzahlen der diagnostischen Treffsicherheit nicht eindeutig fassen ldsst. Die
gleiche Sensitivitdt von 88,2% von zytologischer Diagnostik allein und von Zytologie
kombiniert mit DNA-Zytometrie hat eine vollig andere Wertigkeit, da im ersteren Fall
zytologisch unklare Diagnosen willkiirlich den Test-positiven oder Test-negativen
Diagnosen hinzugerechnet werden miissen, es sich im letzteren Fall aber nur um

eindeutig negative und positive Diagnosen handelt.
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Unsere Ergebnisse zeigen, dass sich durch die Kombination von
morphologischer Zytodiagnostik und adjuvanter DNA-Zytometrie der positive
Vorhersagewert und insbesondere die Spezifitit und die Gesamttreffsicherheit steigern
lassen. Es erscheint daher sinnvoll, insbesondere nach zytologisch uneindeutigen
Diagnosen, eine adjuvante DNA-Bildzytometrie anzuschlieBen. Diese liefert nach
Messung des DNA-Gehaltes exakt der gleichen bereits zytologisch auffilligen Zellen
im Sinne einer multimodalen Analyse ein fiir den Diagnostiker und Kliniker eindeutiges
Ergebnis, welches in eine leitliniengerechte Therapie fiir den Patienten miindet. Es lésst
sich zusammenfassen, dass die Feinnadelaspirationsbiopsie (FNAB) mit adjuvanter
DNA-Zytometrie von malignomverdachtigen pankreatischen Raumforderungen eine
sehr sichere pritherapeutische zytologische Diagnostik ermdglicht, die sehr
komplikationsarm und kostengiinstig ist und gleichzeitig eine hohe Treffsicherheit

gewihrleistet.
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5  Zusammenfassung

Das Ziel dieser Untersuchung war es, die Treffsicherheit der
Feinnadelaspirationsbiopsie (FNAB) bei malignomverdédchtigen Raumforderungen des
Pankreas zu ermitteln. Zudem galt es herauszufinden, ob sich durch den Einsatz von
adjuvanter DNA-Zytometrie die Sensitivitit, Spezifitit, der positive als auch der
negative Vorhersagewert sowie die Gesamttreffsicherheit der zytologischen Diagnostik
steigern ldsst. Hierzu wurden 192 zytologische Diagnosen von Pankreas-
feinnadelpunktionen, die in den Jahren 2005 und 2006 im Institut fiir Cytopathologie
gestellt wurden, retrospektiv untersucht. Insgesamt wurden 177 Patienten punktiert, bei
15 Patienten wurde die FNAB zu einem spéteren Zeitpunkt wiederholt. Insgesamt
konnten 156 giiltige und durch ein Follow-Up bestitigte Diagnosen in der Studie

ausgewertet werden.

Es wurde eine Gesamttreffsicherheit der zytologischen Diagnostik von 90,7 %
errechnet. Die weiteren Mafzahlen der Treffsicherheit der zytologischen Diagnostik
lagen bei 88,2 % (Sensitivitét), 97,6 % (Spezifitit), 99 % (positiver Vorhersagewert)
und 75,5 % (negativer Vorhersagewert). Durch die Kombination von zytologischer
Diagnostik und adjuvanter DNA-Zytometrie konnte nicht nur die Gesamttreffsicherheit
auf 91,4 %, sondern auch die Spezifitit auf 100 % sowie der positive als auch der
negative Vorhersagewert auf 100 % bzw. 76 % gesteigert werden. Die Sensitivitit blieb
unverdndert bei 88,2 %. Insgesamt wurden zwei Komplikationen registriert, was einer

Komplikationsrate von 1 % entspricht.

Besonders hervorzuheben ist, dass alle 67 DNA-zytometrisch gemessenen
aneuploiden Fille ein malignes Geschehen im Follow-Up zeigten. Dies lédsst die
Schlussfolgerung zu, dass DNA-Aneuploidie ein sicheres Anzeichnen fiir Malignitit bei
pankreatischen Raumforderungen darstellt. Hingegen zeigten 12 durch das Follow-Up
bestétigte Pankreaskarzinome ein nicht-aneuploides Ergebnis in der DNA-Zytometrie,
sodass die Diagnose ,,nicht-aneuploid* Malignitit nicht ausschliefit. Ein Ausschluss von
Malignitét darf folglich nur in Kombination mit dem zytomorphologischen Befund und

dem klinischen Erscheinungsbild des Patienten attestiert werden.
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Insgesamt betrachtet zeigen unsere Ergebnisse, dass sich durch die Kombination
von morphologischer Zytodiagnostik und adjuvanter DNA-Zytometrie der positive
Vorhersagewert und insbesondere die Spezifitit und die Gesamttreffsicherheit der
Diagnostik an Feinnadelaspirationsbiopsien pankreatischer Raumforderungen steigern
lassen. Es erscheint daher sinnvoll, beide Methoden zu kombinieren, um ein mdglichst
préazises Ergebnis an den behandelnden Arzt {ibermitteln zu kdnnen und letztendlich die
Sicherheit des Patienten zu gewdihrleisten. Es ldsst sich zusammenfassen, dass die
Feinnadelaspirationsbiopsie (FNAB) mit adjuvanter DNA-Zytometrie von malignom-
verddchtigen pankreatischen Raumforderungen eine sichere pritherapeutische
zytologische Diagnostik ermdglicht, die sehr komplikationsarm und kostengiinstig ist

und gleichzeitig eine hohe Treffsicherheit gewdhrleistet.
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