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Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war es, einen diagnostischen Vergleich der Treffsicherheit der
endosonographisch gesteuerten Feinnadelaspirationsbiopsie (EUS-FNA) bei
malignomverdachtigen Raumforderungen des Pankreas mit Hilfe der Kombination von
Zytologie und Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) zu ermitteln. Das Pankreaskarzinom
ist ein seltener, aber aggressiver und schnellwachsender Tumor. Frithsymptome sind kaum
vorhanden, so dass bei Erstdiagnose haufig keine kurative Therapie mehr moglich ist. Mit Hilfe
von ultraschall-gesteuerten Punktionen in der Endosonographie kdnnen verdachtige Herde
minimalinvasiv untersucht werden. Neben laborchemischen Untersuchungen zystischer
Lasionen sind an den Punktaten auch zytologische Untersuchungen mit guten
Treffsicherheiten beziiglich maligner Tumore moglich. Allerdings bleibt neben tumorpositiven
und -negativen zytologischen Diagnosen auch ein Anteil von unklaren ,zweifelhaften“ oder
,dringend tumorverdachtigen“ Befunden. Insbesondere fiir diese Falle sind zusatzliche
Untersuchungsverfahren maoglich, wie zum Beispiel die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH). Der simultane Einsatz von 4 mittels unterschiedlicher Fluoreszenzfarbstoffen
markierten DNA-Sonden in einer Mehrfarben FISH (UroVysion) unter Einschluss von
Zentromersonden der Chromosomen 3, 7 und 17 sowie einer genortspezifischen Sonde fiir den
Abschnitt 9p21 ermoglicht eine Bestimmung von chromosomalen Imbalancen im Sinne
chromosomaler Aneuploidie, von Polysomien einzelner Chromosomen sowie einer Deletion
von 9p21. Letzterer Genabschnitt codiert unter anderem das Tumorsuppressorgen CDKNZA
(cyclin dependent kinase inhibitor 2A).

In der vorliegenden Studie wurde die diagnostische Treffsicherheit der Zytologie, FISH und
deren Kombination von mittels EUS-FNA des Pankreas gewonnenen Praparaten untersucht. In
diese Untersuchung eingeschlossen wurde eine aus 273 Prdparaten bestehende Kohorte
diagnostisch zureichender, zellhaltiger Punktate des Zeitraums zwischen Januar 2011 und
Dezember 2012. Insgesamt konnte fiir 213 Praparate ein klinisches und/oder histologisches
Follow-Up eingeholt werden.

Die Sensitivitdt der zytologischen Diagnostik fiir pankreatobilidre Karzinome betrug 87,2%,
die Spezifitat 88,6%. Fiir die FISH wurden verschiedene Auswertungsalgorithmen untersucht,
wobei eine Sensitivitit bis 82% bei einer Spezifitit von 96% erreicht wurde. Durch die
Kombination von zytologischer Diagnostik und zusatzlicher FISH bei zytologisch unklaren
Praparaten konnte eine Sensitivitat von 77,6% bei einer Spezifitit von 97,1% erreicht werden.
Zusatzlich wurden Punktate von 11 pankreatisch metastasierten Primartumoren anderer
Lokalisation sowie 7 neuroendokrine Tumoren des Pankreas in die Studie eingeschlossen, die
auf Einzelfallbasis untersucht, aber nicht statistisch bewertet wurden.

Insgesamt betrachtet zeigen unsere Ergebnisse, dass durch die Kombination von
morphologischer Zytodiagnostik als Suchtest und adjuvanter Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung als Bestatigungstest in zytologisch unklaren Fallen die Treffsicherheit der
zytologischen Diagnostik bei endosonographisch gesteuerten Feinnadelaspirationsbiopsien
pankreatischer Raumforderungen gesteigert werden kann. Eine Kombination beider
Methoden ist sinnvoll, um die Rate unklarer Befunde zu reduzieren und um genauere Befunde
an die klinisch behandelnden Arzte iibermitteln zu kénnen. Letztlich kénnen so eindeutigere
Diagnosen fiir den Patienten gestellt und teure Wiederholungsuntersuchungen vermieden
werden.



Abstract

The aim of this work was to determine a diagnostic comparison of the accuracy of the
endosonographically guided fine needle aspiration biopsy (EUS-FNA) in suspected malignant
masses of the pancreas with the help of the combination of cytology and fluorescence in situ
hybridization (FISH). Pancreatic cancer is a rare but aggressive and rapidly growing tumor. At
the time of the initial diagnosis there is often no possibilty of a curative therapy due to the fact
that there are hardly any early symptoms. With the help of ultrasound-controlled punctures in
endosonography, suspicious foci can be examined with the help of a minimally invasive
procedure. In addition to laboratory examinations of cystic lesions, accurate cytological
examinations relating to malignant tumors are also possible on the punctures. However, in
addition to tumor-positive and negative cytological diagnoses, there is also a proportion of
unclear “doubtful” or “urgently suspicious of a tumor” findings. In these cases in particular,
additional testing methods are possible, such as fluorescence in situ hybridization (FISH). The
simultaneous use of 4 DNA probes marked with different fluorescent dyes in a multicolor FISH
(UroVysion) including centromer probes of chromosomes 3, 7 and 17 as well as a locus-specific
probe for section 9p21 enables the determination of chromosomal imbalances in terms of
chromosomal aneuploidy of Polysomies of single chromosomes and a deletion of 9p21. The
latter gene segment encodes, among other things, the tumor suppressor gene CDKN2A (cyclin
dependent kinase inhibitor 2A).

In the present study, the diagnostic accuracy of cytology, FISH and their combination of
preparations obtained from the pancreas using EUS-FNA was examined. A cohort consisting of
273 preparations of diagnostically adequate, cell-containing punctures obtained between
January 2011 and December 2012 was included in this study. A clinical and/or histological
follow-up was obtained for a total of 213 specimens.

The sensitivity of the cytological diagnosis for pancreatobiliary carcinoma was 87.2%, the
specificity 88.6%. Various evaluation algorithms were investigated for the FISH, with a
sensitivity of up to 82% and a specificity of 96% being achieved. By combining cytological
diagnostics and additional FISH for cytologically unclear specimens, a sensitivity of 77.6% with
a specificity of 97.1% has been achieved. In addition, punctures from 11 pancreatically
metastatic primary tumors in other locations and 7 neuroendocrine tumors of the pancreas
were included in the study, which were examined on a case-by-case basis but not statistically
evaluated.

Overall, our results show that the combination of morphological cytodiagnostics as a search
test and adjuvant fluorescence in situ hybridization as a confirmatory test in cytologically
unclear cases can increase the accuracy of cytological diagnostics in endosonographically
guided fine needle aspiration biopsies of pancreatic masses. A combination of both methods is
useful to reduce the rate of unclear findings and to be able to transmit more precise findings to
the clinically treating physicians. Ultimately, this enables clearer diagnoses for the patient and
expensive repeat examinations can be avoided.
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1 Einleitung

Das Pankreaskarzinom gehort zu den eher seltenen Krebserkrankungen, aber leider auch zu
denen, deren Haufigkeit derzeit zunimmt und die mit der unglinstigsten Prognose behaftet
sind. Moglichkeiten der Fritherkennung sind nicht vorhanden und eine exakte praoperative
Diagnostik, zum Beispiel mit Hilfe der Zytologie, stellt sich oft als schwierig dar. Wenn es
moglich ist, praoperativ eine Probe zu gewinnen, kénnen bei nicht eindeutig beurteilbaren
zytologischen Praparaten am gleichen Untersuchungsmaterial zusatzliche Untersuchungen
wie z.B. Immunzytochemie, DNA-Bildzytometrie (Desoxyribonukleinsdure) oder auch, wie in
der vorliegenden Arbeit untersucht, die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) die

Diagnose sichern.

1.1 Die Anatomie des Pankreas

Das Pankreas liegt im Oberbauch retroperitoneal. In direkt benachbarter Lage befinden sich
das Duodenum, die extrahepatischen Gallenwege, der Milzhilus sowie die Arteria und Vena
mesenterica superior (VMS). [8] Die Abschnitte des Pankreas werden nach dem Verlauf der
VMS und der Aorta eingeteilt. Der Pankreaskopf mit dem Processus uncinatus liegt rechts der
VMS, der Pankreaskoérper reicht von VMS bis zum linken Rand der Aorta, der

Pankreasschwanz reicht bis in den Milzhilus. [40]

Das Pankreas besteht aus einem exokrinen und einem endokrinen Anteil. Der exokrine Teil
ist eine merokrine, serdse Driise. Der Hauptausfithrungsgang des exokrinen Pankreas ist der
Ductus pancreaticus, im klinischen Alltag Ductus Wirsungianus genannt. Er verlduft durch
das gesamte Pankreas nahe der Riickseite, vereinigt sich mit dem Ductus choledochus der
ableitenden Gallenwege und miindet auf der Papilla duodeni major, auch Papilla Vateri
genannt, in das Duodenum. [8] Durch die anatomische Nahe der ableitenden Gallenwege und
des Pankreas kommt es bei Erkrankungen der einen Struktur haufig zur Mitbeteiligung der
anderen, dadurch erklart sich bei einem Pankreaskopfkarzinom das gehaufte Auftreten eines
Stauungsikterus. [16] Das exokrine Pankreassekret enthalt verschiedene Verdauungsenzyme
in ihren inaktiven Vorstufen, unter anderem Trypsin, Elastase, Lipase und Amylase. Das
Sekret ist diinnfliissig und wegen des hohen Bikarbonatgehaltes alkalisch. Reguliert wird die
Sezernierung durch Hormone der endokrinen Zellen des Magens, des Diinndarms sowie des

vegetativen Nervensystems. [8]

Der endokrine Teil des Pankreas macht im Vergleich zum exokrinen Teil einen deutlich
geringeren Anteil aus (2-5%). Die endokrinen Zellen liegen als Inselapparat, oder auch
Langerhans-Inseln genannt, in Gruppen zusammen und geben die produzierten Hormone
direkt an das Blut ab. Produziert wird dabei hauptsachlich Insulin durch die B-Zellen (60-
80%), Glukagon durch die A-Zellen (20%) und Somatostatin durch die pp-Zellen (5%). [94]



1.2 Klinischer Verlauf der pankreatobiliaren Karzinome

Das exokrine Pankreaskarzinom macht von allen Krebsneuerkrankungen 3,4% bei den
Méannern und 3,8% bei den Frauen aus. Bei den Krebssterbefillen liegt das
Pankreaskarzinom bei Mannern und Frauen auf Platz 4 in Deutschland. Die relative 5-Jahres-
Uberlebensrate liegt in Deutschland fiir Médnner bei 9% und fiir Frauen bei 10%. Die Inzidenz-
und Mortalititsrate sind auf Grund der kurzen Uberlebenszeit nahezu identisch. Das mittlere

Erkrankungsalter liegt bei Frauen bei 76 Jahren und bei Mannern bei 72 Jahren. [86]

Die schlechte Prognose des Pankreaskarzinoms folgt aus der spaten Diagnosestellung. [57]
Symptome zeigen sich spat und sind unspezifisch, wie Riickenschmerzen [50],
Gewichtsverlust und ein schmerzloser Ikterus mit Leberinsuffizienz. [57] Bei Patienten tiber
60 Jahren stellt das Pankreas- oder Gallengangskarzinom mit 20% sogar die haufigste
Ursache fiir einen neu auftretenden Ikterus dar. [82] Aufgrund der haufigen Lokalisation im
Kopfbereich des Organs entsteht hiufig eine tumordse Stenose der Gallenginge und des
Pankreasgangsystems. Die Diagnosestellung von Tumoren des Pankreasschwanzes und -
korpers erfolgt meist spater. Sie sind bei Diagnosestellung grofer als im Kopfbereich und
konnen bereits zu Leber- oder Lungenmetastasen oder einer Peritonealkarzinose gefiihrt
haben. [57] Im Randbereich der Karzinome entwickelt sich haufig eine chronische
Pankreatitis. [50] Die genaue Atiologie ist unbekannt. Man kennt aber signifikante
Risikofaktoren, unter anderem Nikotinabusus, chronische Pankreatitiden, Diabetes mellitus
und Ubergewicht. Exzessiver Alkoholkonsum wird ebenfalls mit einem erhohten Risiko in
Verbindung gebracht. Als wichtigster pradisponierender Faktor gilt das Lebensalter. Das
durchschnittliche Lebensalter bei Diagnosestellung liegt zwischen 60 und 80 Lebensjahren.
[31192]

Eine familidre oder hereditire Komponente beziiglich des Pankreaskarzinoms ist fiir
verschiedene Syndrome und Genmutationen bekannt. Ein deutlich erhohtes Risiko zeigt sich
bei dem Peutz-Jeghers-Syndrom (Lebenszeitrisiko 36-42%), bei hereditaren Pankreatitiden
(Risiko bis zum 70. Lebensjahr zu erkranken 40-44%) und beim FAMMM-Syndrom
(familidres atypisches multiples Muttermal- und Melanomsyndrom) (Lebenszeitrisiko 17%).
Ein erhohtes Risiko zeigt sich auch bei Familien, in denen die Keimbahnmutation der Gene
BRCA1 und 2 (Breast Cancer) vorliegt und bei Familien mit dem Syndrom der familidren
adenomatdsen Polyposis coli (FAP). [3][6][57]

Davon abzugrenzen ist das familidre Pankreaskarzinom (FPC). Von einem FPC muss immer
dann ausgegangen werden, wenn zwei erstgradige Verwandte in einer Familie erkranken,
ohne dass Kriterien fiir ein anderes hereditares Syndrom vorliegen. Das FPC ist mit 1-3% der
Pankreaskarzinome so hdufig wie andere erbliche Tumorerkrankungen. Das mittlere
Erkrankungsalter unterscheidet sich nicht von sporadischen Pankreaskarzinomen, es zeigt
sich aber in der Vererbung eine Antizipation und Kinder von FPC-Patienten erkranken bis zu
zehn Jahre frither am Pankreaskarzinom. Eine genetische Analyse ist bei familidrer Haufung

anzuraten, ein Ergebnis zeigt sich jedoch nur in wenigen Fallen. [3][104]
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1.3 Klassifikation der Pankreastumoren

Epitheliale organeigene Tumore des Pankreas haben zwei entscheidend unterschiedliche

Ursprungsorte, entweder im exokrinen oder im endokrinen Gewebe. Die Pathogenese sowie

Klinik der Tumore unterscheiden sich je nach ihrem Ursprungsort deutlich. [16][60] Zur
Einteilung siehe die Klassifikation fiir Tumore des Pankreas der WHO (World Health

Organization) von 2019, Tabelle 1. [49]

Benigne epitheliale Tumore und Vorstufen

Serodses Zystadenom mit verschiedenen histologischen Subtypen

Seroses Zystadenokarzinom NOS (nicht weiter spezifiziert)

Glandulare intraepitheliale Neoplasie, low grade

Glandulare intraepitheliale Neoplasie, high grade

Intraduktale papilldre muzindse Neoplasie (IPMN) mit low grade Dysplasie
Intraduktale papilldre muzindse Neoplasie (IPMN) mit high grade Dysplasie
Intraduktale papillaire muzindse Neoplasie (IPMN) mit assoziiertem invasiven Karzinom
Intraduktale onkozytére papilldre Neoplasie NOS

Intraduktale onkozytére papillare Neoplasie mit assoziiertem invasiven Karzinom
Intraduktale tubopapillare Neoplasie

Intraduktal papillare Neoplasie mit assoziiertem invasiven Karzinom

Muzings zystische Neoplasie mit low grade Dysplasie

Muzings zystische Neoplasie mit high grade Dysplasie

Muzings zystische Neoplasie mit assoziiertem invasiven Karzinom

Maligne epitheliale Tumore
Duktales Adenokarzinom mit verschiedenen histologischen Subtypen
Azinuszellkarzinom
Azinuszellzystadenokarzinom
gemischt azindr-neuroendokrines Karzinom
gemischt azindr-endokrin-duktales Karzinom
gemischt azinar-duktales Karzinom
Pankreatoblastom

Solide pseudopapilldre Neoplasie des Pankreas



Neuroendokrine Neoplasien des Pankreas
Neuroendokrines Mikroadenom
Neuroendokrine Tumore (NET)

NET G1

NET G2

NET G3

Neuroendokrine Tumore (NET), nicht funktionell, mit verschiedenen histologischen Subtypen

Funktionelle Neuroendokrine Tumore des Pankreas
Insulinom
Gastrinom
VIPom
Glukagonom
Somatostatinom
ACTH produzierender Tumor
Enterochromaffinzell Karzinoid
Serotonin-produzierender Tumor
Neuroendokrines Karzinom (NEC)
Grofizelliges NEC
Kleinzelliges NEC

Gemischte neuroendokrine - nicht neuroendokrine Neoplasie (Mixed neuroendocrine-non-
neuroendocrine neoplasm, MiNEN)

Tabelle 1 WHO Klassifikation fiir Tumore des Pankreas 2019 [49]

1.3.1 Karzinomvorstufen und IPMN (intraduktale papillar-

muzindse Neoplasie)

Die hohergradige pankreatisch intraepitheliale Neoplasie (PanIN) Grad 3 gilt als moglicher
Vorlaufer des duktalen Adenokarzinoms des Pankreas. [16][57] Die schweren Zellatypien der
PanIN 3 beinhalten den Verlust der Zellpolaritat, sowie atypische oder gehdufte Mitosen,
grofde Zellkerne mit Kernunregelmafiigkeiten und luminalen Nekrosen. [46] Die Bedeutung
von PanIN-1 und -2 ist in der klinischen Praxis im Gegensatz zu PanIN 3 umstritten. [47][76]
Flir das extrahepatische Gallengangskarzinom ist in Analogie eine hochgradige bilidr

intraepitheliale Neoplasie (BilIN) existent.



Differentialdiagnostisch muss die PanIN von der intraduktalen papillar-muzinésen Neoplasie
(IPMN) unterschieden werden. Entscheidend ist dabei eine makroskopische Grofde von mehr

als einem Zentimeter, welche fiir eine IPMN spricht. [47][67]

Die intraduktale papillar-muzindse Neoplasie (IPMN) macht bei den zystischen Neoplasien
des Pankreas die grofdte Subgruppe aus (20%) und gehdrt zu den wichtigsten
Vorlauferldsionen fiir das duktale Adenokarzinom. Unterteilt wird sie in einen Hauptgangtyp,
einen Seitengangtyp und einen gemischten Typ. Alle drei Typen kommen zu gleichen Teilen
vor. Der Hauptgangtyp zeigt eine schlechtere Prognose und entwickelt anders als der
Seitengangtyp haufiger eine invasive Komponente. Er zeigt sich zu 80% im Pankreaskopf.
Mikroskopisch kann zwischen low und high grade Dysplasien unterschieden werden, denen
ein unterschiedliches Progressionsrisiko zukommt, je nach zytologischem Erscheinungsbild

oder je nach Bildgebung entsprechend den Fukuoka Kriterien.

Eine Richtlinie fiir die Therapie bieten die klinisch-morphologisch basierten internationalen
Konsensusrichtlinien der International Association of Pancreatology, die Fukuoka Kriterien.
[67][103] Wahrend Hauptgang-IPMN meist einer operativen Therapie zugefiihrt werden, ist
das Vorgehen aufgrund des niedrigeren Progressionsrisikos bei Seitengang-IPMN oft
konservativ. Zur Entscheidung fiir oder gegen ein operatives Vorgehen sind
Hochrisikostigmata oder verdachtige Eigenschaften (worrisome features - WF) publiziert
worden. Die jeweiligen Kriterien werden unter ,1.4 Diagnostik und Therapieverfahren®
aufgefiihrt. [71][103]

Die Uberlebensrate der IPMN liegt bei 90%, trotz invasiver Komponente mit 35%. Diese zeigt
sich meist fokal und mikroinvasiv, was eine komplette Einbettung der Lasion fir die
histopathologische Untersuchung erforderlich macht. Das entsprechende Entartungsrisiko
ist fiir die jeweiligen Untergruppen der IPMN unterschiedlich. Ohne bildgebende
Risikofaktoren (Fukuoka Kriterien) liegt das Risiko bei 2-3%. Mit bildgebenden
Risikofaktoren und zusatzlichen Hochrisikoldsionen liegt das Entartungsrisiko bei ca. 50%.
Ohne diese Hochrisikoldsionen, nur mit verddchtigen Struktureigenschaften liegt die
Karzinomrate innerhalb von 5 Jahren bei 4%. [71][103]

Die muzinds-zystische Neoplasie des Pankreas ist die zweithdufigste Subgruppe der
zystischen Neoplasien (10%). Diese Neoplasie tritt besonders haufig bei perimenopausalen
Frauen auf (Alter 40-50 Jahre). Das Stroma, welche die Zyste umgibt, zeigt dhnliche Muster
wie das Stroma des Ovars. Auch immunhistochemische Farbungen zeigen eine gleichartige
Expression von z.B. Alpha-Inhibin oder dem Progesteronrezeptor. Insgesamt ist dies ein
moglicher Hinweis auf die Histogenese der muzinds-zystischen Neoplasien des Pankreas. Als
Lokalisation kommen sie fast ausschliefdlich im Pankreasschwanz vor (mehr als 90%). Sie

zeigen in 30% der Fille ein assoziiertes duktales Adenokarzinom des Pankreas. [67] [103]



1.3.2 Maligne Lasionen

Das duktale Adenokarzinom geht vom Gangepithel aus und zeigt sich mit infiltrierend
wachsenden, schleimbildenden Driisenstrukturen sowie ausgepragter Entziindungsreaktion
und Stromabildung. Es imitiert in Form und Funktion die mittelgrofien und kleinen

Pankreasgdnge. [57]

Zum duktalen Adenokarzinom des Pankreas gehoren mehrere histologische Varianten: das
colloide Karzinom, das diffuse Karzinom, das Siegelringzellkarzinom, das medulldre
Karzinom, das adenosquamése Karzinom, das hepatoide Karzinom, das grofizellige
rhabdoide Karzinom, das undifferenzierte Karzinom und das undifferenzierte Karzinom mit

Osteoklasten-dhnlichen Riesenzellen. [49]

Im Folgenden werden die weiteren bekannten malignen Lasionen des Pankreas beschrieben,

welche nicht zum duktalen Pankreaskarzinom zahlen, vgl. Tabelle 1.

Das Azinuszellkarzinom ist ein seltener Tumor des Pankreas und tritt meist bei dlteren
Mannern auf. Histologisch zeigt sich das Karzinom gut abgrenzbar und solide. In wenigen
Fallen kommt es bei diesem Karzinom zu einer Lipasehypersekretion, wodurch das Enzym in
die Blutbahn tibertritt und zu schmerzhaften Fettgewebsnekrosen fithren kann. Das
Azinuszellkarzinom zeigt sich in allen Abschnitten des Pankreas. Differentialdiagnostisch
sollte ein neuroendokriner ~Tumor ausgeschlossen werden. Eine positive
immunhistochemische Reaktion von Trypsin oder Amylase spricht fiir ein

Azinuszellkarzinom. [16]

Neben den malignen Lisionen, welche nur einer histologischen Ursprungskomponente
entsprechen, zeigen sich auch gemischte Tumoren im Pankreas, wie gemischte azinar-
duktale Karzinome oder gemischte azindr-neuroendokrine Karzinome. [49] Gemischte
Karzinome mit neuroendokrinen Tumoren kommen sowohl bei duktalen als auch bei
azindren Karzinomen vor, und konnen diagnostiziert werden, wenn der Anteil des

neuroendokrinen Tumors mindestens 30% ausmacht. [54][56]

Abgesehen von pankreaseigenen Lisionen kann aufgrund der anatomischen Ndhe auch ein
extrahepatisches Gallengangskarzinom (CCC) durch die gemeinsame Endstrecke von
Pankreasgang und ableitenden Gallenwegen intrapankreatisch liegen. Zytologisch sind die
Entitdten kaum zu unterscheiden, selbst die immunhistochemischen Eigenschaften sind sehr
dhnlich, so dass oft nur nach der histopathologischen Aufarbeitung des Praparates (z.B. nach
Whipple Operation) beurteilt werden kann, welche Tumorentitat vorliegt. Hilfreich ist dabei
das Vorliegen von Krebsvorstufen im Randbereich des Tumors (bilidre intraepitheliale
Neoplasie (BilIN), Pan-In oder IPMN) oder das Ausbreitungsmuster im Pankreaskopfund der

anatomischen Bezug.



1.3.3 Neuroendokrine Neoplasien

Die Pathogenese und Klinik der neuroendokrinen Neoplasien werden durch ihren Grad der
Differenzierung zusammen mit dem Proliferationsindex sowie der Hormonsekretion
bestimmt. Hormonell unterscheidet man Serotonin-produzierende Neoplasien, Insulinom,
Glukagonom, Somatostatinom, Gastrinom und VIPom (Vasoaktives intestinales Peptid). Sind
die Tumore hormonell aktiv, zeigen sie je nach Funktion des Hormons charakteristische
klinische Symptome. Bei den separat klassifizierten, hormonell inaktiven Tumoren fehlen
diese Symptome. Durch den Proliferationsindex und den Differenzierungsgrad gelingt die
Abgrenzung neuroendokriner Tumoren (NET) gegeniiber neuroendokrinen Karzinomen
(NEC). Die Pravalenz der neuroendokrinen Neoplasien betragt weniger als 1/100000.

[57][60] Sie sind selten, ermdglichen aber oft einen spezifischeren Therapieansatz. [55][56]

Histologisch sind neuroendokrinen Tumore (NET) gut bis schlecht differenziert (G1, G2 oder
G3; Proliferationsindex Ki-67 <3%, 3-20% bzw. >20%) und weisen ein potentiell malignes
Verhalten auf, besonders die nicht funktionellen, neuroendokrinen Tumoren des Pankreas
(60-80%). [56][57][60] Im Unterschied zum neuroendokrinen Tumor zeigt das
neuroendokrine Karzinom immer einen hohen Proliferationsindex (Ki-67 >20%; G3) und
zusatzlich eine schlechtere Differenzierung. Durch diese schlechte Differenzierung findet
keine Hormonproduktion mehr statt. [56][72]

Klinisch ergeben sich je nach Tumorart verschiedene typische Symptome. Serotonin
produzierende NET zeigen eine typische Trias aus Flush, Diarrhoe und kardialer
Manifestation mit Endokardfibrose (Karzinoidsyndrom) [69][116]. Das Gastrinom bewirkt
eine vermehrte Sezernierung von Magensaure und fiihrt so zum Auftreten von Magenulzera
und Diarrhoen. Das klinische Bild wird als Zollinger-Ellison-Syndrom bezeichnet. In 20-30%
der Falle ist dieser NET mit der multiplen endokrinen Neoplasie Typ 1 (MEN-1) assoziiert.
[23][56]

Das Insulinom ist mit 40-70% der haufigste funktionell aktive Tumor des Pankreas. In iiber
90% der Falle zeigt diese Art der neuroendokrinen Tumore ein benignes Verhalten,
unabhingig von der Hormonaktivitat des Tumors, und tritt im Pankreas solitar auf. Durch die
Ubersekretion von Insulin besteht als Symptom eine Hypoglykimie. Die meisten Insulinome
treten sporadisch auf, konnen aber auch mit dem MEN-1 assoziiert sein. Wenn keine
Metastasen vorliegen, gelten Patienten nach kompletter chirurgischer Resektion als geheilt.
[56][98]

1.3.4 Nichtepitheliale Lasionen und Metastasen

Primar mesenchymale Tumore des Pankreas sind extrem selten (0,3-0,5%). Dabei zeigen sich
verschiedenste Entitdten, benigne und borderline Tumore wie Fibrome, Hamangiome,

Schwannome oder Hamartome, aber auch undifferenzierte Sarkome, Leiomyosarkome oder
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Ewing Sarkome. Das mediane Uberleben der Patienten mit Sarkomen des Pankreas
unterscheidet sich nicht von Patienten mit duktalem Adenokarzinom. Praoperativ ist eine
richtige Diagnostik erschwert aufgrund der geringen Erfahrung mit dieser Art des Tumors im
Pankreas. [51][118]

Im Pankreas finden sich sehr selten reife Teratome. Es wurden wenige Fallberichte
veroffentlicht. Dabei wurden gemischt solide zystische Tumoren beschrieben. Tumormarker,
Amylase und Lipase lagen im Normbereich. Der EUS mit FNA zeigte einen muzindsen
Zysteninhalt mit Verdacht auf ein muzindses Zystadenom. Bei der operativen Versorgung
wurden Haare und zum Teil Zdhne nachgewiesen. Ein Anhalt fiir Malignitat ergab sich nicht.
[21]

Lymphome, welche primar im Pankreas auftreten, sind extrem selten. Klinisch treten
dhnliche Symptome wie bei einem Karzinom im Bereich des Pankreaskopfes, unter anderem
mit Oberbauchschmerzen, Ikterus, Diarrhoe und Gewichtsverlust, auf. Ein gehauftes
Auftreten findet sich bei Mannern. Eine genaue Diagnostik und Klassifikation, zum Beispiel
mittels histologischer oder zytologischer Biopsie, ist obligat. Die Therapie des priméaren
Lymphoms besteht nicht in der chirurgischen Resektion, sondern in einer Kombination aus
Radiochemotherapie mit gegebenenfalls notwendiger Stammzelltransplantation. Die

Prognose ist deutlich glinstiger als beim Adenokarzinom des Pankreas. [89]

Metastasen im Pankreas sind selten. Der Primarius ist am haufigsten ein Nierenzell-, Colon-,
oder Bronchialkarzinom oder ein Melanom. Mitunter kdnnen Metastasen histologisch mit
neuroendokrinen Tumoren verwechselt werden, besonders Metastasen von Melanomen,
kleinzelligen Bronchialkarzinomen und klarzelligen Nierenzellkarzinomen. [20][56][85] Sie

lassen sich aber in der Regel immunhistochemisch gut abgrenzen.

1.4 Diagnostik und Therapieverfahren

Die TNM Klassifikation und Einteilung der Tumorstadien nach der Union internationale
contre le cancer (UICC), welche fiir Karzinome des exokrinen Pankreas anzuwenden ist, ist
Grundlage der Prognose und Therapieplanung des duktalen Pankreaskarzinoms. Dargestellt
in Tabelle 2.

Bei Tx ist der Primartumor nicht beurteilbar. TO zeigt keinen Anhalt fiir einen Primartumor.
Als Tis wird das Carcinoma in situ inklusive der PanIN-III-Lasion klassifiziert. Bei T1 ist der
Tumor maximal 2cm oder weniger grof3. Weiter unterteilt wird das Stadium in T1a mit einer
Grofde von 0,5cm oder Kleiner, T1b liegt zwischen 0,5cm und 1cm, T1c zwischen 1cm und
2cm. Sobald die Ausdehnung grofer als 2cm ist, aber kleiner als 4cm, spricht man von einem
Ausbreitungsstadium T2. T3 beschreibt eine Ausdehnung von mehr als 4cm. Durch die
Infiltration des Truncus coeliacus, der Arteria mesenterica superior (AMS) und/oder der

Arteria hepatica communis definiert sich das Ausbreitungsstadium T4. Bei T1 bis T3 liegt der



Primartumor innerhalb des Pankreas, kann aber das peripankreatische Weichteilgewebe mit
infiltrieren. [112]

Die peripankreatischen Lymphknoten fiir Tumore des Pankreas werden nach Lokalisation
des Primarius eingeteilt. Man unterscheidet Pankreaskopf-, Pankreaskorper- und
Pankreasschwanztumoren. Die regiondaren Lymphknoten sind bei Nx nicht beurteilbar, bei
NO existieren keine, bei N1 existieren 1 bis 3 regiondare Lymphknotenmetastasen, bei N2
existieren 4 oder mehr regiondre Lymphknotenmetastasen. Fiir eine pNO Beurteilung sollten
nach UICC Einteilung 12 regiondre Lymphknoten untersucht werden. Das Verhaltnis von
befallenen zu entnommenen Lymphknoten sollte angegeben werden. [3][112] Bei MO sind

keine, bei M1 sind Fernmetastasen vorhanden. [112]

UICC Stadium TNM
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium IA T1 NO MO
Stadium IB T2 NO MO
Stadium IIA T3 NO MO
Stadium IIB T1,T2, T3 N1 MO
Stadium III T1, T2, T3 N2 MO
T4 Jedes N MO
Stadium IV jedes T jedes N M1

Tabelle 2 UICC Stadieneinteilung 2017 [112]

Neu auftretende Oberbauch- und Riickenschmerzen sollten zur diagnostischen Abklarung
eines Pankreaskarzinoms fiihren. Ein neu aufgetretener oder bestehender Diabetes muss nur

abgeklart werden, wenn zusatzliche Symptome wie ein schmerzloser Ikterus bestehen. [3]

Die Diagnostik fiihrt tiber bildgebende Verfahren zu Zytologie, Labordiagnostik und ggf.

schlussendlich zur histologischen Gewebegewinnung.

Es stehen verschiedene bildgebende Verfahren zur Verfiigung fiir die Abklarung eines
Tumorverdachts im  Pankreas, wie Sonographie, Endosonographie (EUS),
Computertomographie (CT) mit Kontrastmittel, Magnetresonanztomographie (MRT) mit
Kontrastmittel und die Magnetresonanz-Cholangiopankreatikographie (MRCP). Durch die
Bildgebung kann eine Verdachtsdiagnose gestellt werden und gleichzeitig das Vorhandensein
von Metastasen geklart werden. Eine Klarung der Dignitat ist selten moglich. Ebenfalls zur

Diagnostik ist eine ERCP durchfiihrbar, allerdings zeigt diese nur Gangstrukturen und nicht



die gesamte Raumforderung. Deshalb ist dieses Verfahren ohne zuséatzliche Diagnostik nicht
ausreichend. [3][16][40]

Zur Risikostratifizierung von Pankreaszysten, insbesondere von IPMN vom Seitengangtyp,
werden in der Bildgebung die sogenannten Fukuoka Kriterien angewandt. Die Einteilung
erfolgt in Fukuoka negative Lasionen, Fukuoka positive Lasionen mit verdachtigen
Eigenschaften und Fukuoka positive Lasionen mit Hochrisikolasionen. Fukuoka negative
Lasionen weisen ein niedriges Entartungsrisiko auf, positive Lasionen ein erhohtes Risiko,
vergleiche ,1.3.1 Karzinomvorstufen und IPMN (intraduktale papillir-muzindse Neoplasie)*.
Hochrisikoldsionen einer IPMN werden iiber einen obstruktiven Ikterus mit zystischen
Lasionen im Pankreas definiert sowie kontrastreiche solide Komponenten innerhalb der
Zyste oder einer Dilatation des Ductus pancreaticus (Ductus wirsungianus) >10mm. Lasionen
mit verdachtigen Eigenschaften weisen eines der folgenden Kriterien auf: Pankreatitis ohne
anderen Fokus, Zyste >3 cm mit verdickter oder kontrastreicher Zystenwand, Dilatation des
Ductus pancreaticus (Ductus wirsungianus) auf 5-9mm, beziehungsweise Kalibersprung des
Ductus pancreaticus mit distaler Gewebeatrophie, kontrastarme Zystenwand-Noduli,
Lymphadenopathie. [71][103]

Tumore des Pankreas lassen sich durch eine Bildgebung, wie bereits erwahnt, nur bedingt
differenzieren. Mittels endosonographisch gesteuerter Feinnadelaspiration (EUS-FNA)
jedoch kann ein bildgebendes Verfahren simultan mit Probengewinnung, z.B. fiir die
Zytologie, genutzt werden. Leitliniengerecht sollte eine Diagnosesicherung durch Zytologie
oder Histologie erfolgen, insbesondere vor der Durchfiithrung einer spezifischen palliativen
Therapie, unabhéngig davon, ob es sich um ein lokal fortgeschrittenes oder metastasiertes
Karzinom handelt. [3][16] Mehr zur zytologischen Diagnostik ist im Kapitel , 1.5 Zytologische

Untersuchung des Pankreas” beschrieben.

Ergdnzend in der Diagnostik des Pankreaskarzinoms kann der Tumormarker Carbohydrat-
Antigen 19-9 (CA19-9) genutzt werden. [50] Er sollte allerdings nicht in der Praventiv- oder
in der Primardiagnostik genutzt werden. Zum einen ist der Marker im Frithstadium des
Pankreaskarzinoms nicht erhoht, zum anderen ldsst sich auch bei nicht-malignen
Erkrankungen, z.B. einer Cholangitis, ein Anstieg des Tumormarkers feststellen. Der
Tumormarker ist zur Therapieiiberwachung und zur laborchemischen Rezidivkontrolle
geeignet. [3][100]

Das Therapieschema richtet sich nach dem Stadium der UICC. Bei Stadium [, IT und III erfolgt,
wenn moglich, die vollstindige operative Entfernung des Malignoms, gefolgt von einer
adjuvanten Chemotherapie. Bei Stadium IV stehen palliative Chemotherapie und molekularer
Therapiestrategien (, Targeted therapies*) zur Verfligung. Eine palliative Strahlentherapie ist
bei symptomatischen Metastasen eine Option, insbesondere bei Skelett- und zerebralen
Metastasen. [3]

Bei Erstdiagnose besteht fiir 25-30% aller Patienten die Moglichkeit einer kurativen

Resektion. Die RO Resektion bestimmt die Prognose des Pankreaskarzinoms, das mediane
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Gesamtiiberleben wird signifikant verlangert. [3][30][109] Die Operationstechnik richtet
sich nach der Lage und Ausdehnung des Tumors. Mogliche Verfahren sind die
pyloruserhaltende oder nicht erhaltende Duodenopankreatektomie (Operation nach Kausch-
Whipple), die distale Pankreatektomie oder Pankreaslinksresektion und die totale
Pankreatektomie. [109] Die Resektionsoperation sollte nicht laparoskopisch durchgefiihrt
werden, zur Diagnostik im Rahmen einer Staging-Untersuchung ist eine Laparoskopie im
Einzelfall zu tberlegen. [3][109] Postoperative Komplikationen liegen am haufigsten in
Anastomoseninsuffizienz, Pankreasfisteln und Magenentleerungsstérrungen. [109] Ein Stent
in die Gallenwegen bei anstehender Operation sollte nur bei einer vorhandenen Cholangitis
gelegt werden. Wenn aber ein operatives Vorgehen nicht méglich oder zum aktuellen
Zeitpunkt noch nicht moglich ist, kann dieses Verfahren zur Symptomlinderung genutzt

werden. [3]

In der adjuvanten Standardtherapie gelten Gemcitabin und FU/Folinsaure (Mayo-Protokoll)
als gleichwertig. Beide Substanzen verbessern signifikant das Gesamtiiberleben. [73] Bei
lokal fortgeschrittenem, inoperablem oder metastasiertem Pankreaskarzinom bewirkt eine
palliative Chemotherapie eine signifikante Verlangerung des rezidivfreien Intervalls und des
Uberlebens bei gleichzeitiger Verbesserung der Lebensqualitit. [3][35][74] Als
Erstlinientherapie kann dabei Gemcitabin als Monotherapie oder als Kombinationstherapie

aus Gemcitabin und dem EGF-Rezeptortyrosinkinaseinhibitor Erlotinib eingesetzt werden.

(3]

Zusatzlich ist auf eine ausreichende Schmerztherapie nach WHO Stufenschema zu achten. Bei
unzureichender Schmerzkontrolle kann eine Coeliacusblockade erwogen werden.
Ausreichende Erndhrung und appetitanregende Medikamente stellen eine weitere Basis in

der palliativen Betreuung dar. [3]

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Patienten mit zystischen Neoplasien ohne
assoziiertem Karzinom nach vollstindiger Resektion als geheilt gelten, bei soliden Tumoren
ist dies selten der Fall. [57] Die einzige Moglichkeit das Uberleben zu verlidngern, besteht im
operativen Vorgehen. Hierbei kann die 5-Jahres Uberlebensrate auf knapp 20% gesteigert
werden. [111] Fir die Prognose des duktalen Adenokarzinoms des Pankreas ist die
Infiltration des Duodenums mitentscheidend. Studien zeigten, dass das mediane Uberleben
bei einer Infiltration des Duodenums von median 26 Monaten auf 19 Monate deutlich sinkt.
[26]

1.5 Zytologische Untersuchung des Pankreas

Zur Gewinnung von zytologischem Material bei Verdacht auf ein Pankreatobilidreskarzinom
sind verschiedene Verfahren moglich. Am haufigsten kommt die endosonographisch
gesteuerte Feinnadelaspiration (EUS-FNA) und der Biirstenabstrich der Gangstrukturen zum
Einsatz. Der Biirstenabstrich wird wahrend einer ERCP gewonnen. Die Gewinnung der Probe

sollte vor der Kontrastmittelgabe erfolgen. Die Sensitivitit bei diesen Verfahren ist
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verbesserungsbediirftig und liegt zwischen 33 und 75%. [16][97]. Dieses Verfahren wird in

der aktuellen Leitlinie zur Pankreaskarzinomdiagnostik daher nicht empfohlen. [3]

Die andere Moglichkeit besteht in der EUS-FNA. Die Untersuchung ist einfacher und
komplikationsdrmer, die Belastung fiir den Patienten ist gering. Das zytologische Material
kann unter endosonographisch Sicht vom Magen oder Duodenum aus gezielt gewonnen
werden. Die verdachtige Raumforderung wird mittels FNA durch die Wandschichten des
Magens oder des Duodenums punktiert. In einer Sitzung sind mehrere Punktionen sowie
verschiedene Punktionsstellen moglich. [15] Fiir die Punktion ist keine lokale Anasthesie
erforderlich. Bei der Durchfiihrung ist darauf zu achten, den Kolben der Spritze erst bei
richtiger Lage im zu untersuchenden Tumorgewebe zurtickzuziehen. Die Nadel wird unter
Aspiration bei ausreichender Grofde des Tumors vor- und zuriickgezogen. Nach Beendigung
der Punktion wird der Kolben sogfrei gelassen und von der Nadel entfernt, bevor die Nadel
aus dem Gewebe gezogen wird, um Verletzungen von Nachbargeweben bei eventuell noch
bestehendem Unterdruck zu vermeiden. [18] Ohne direkt invasiv vorzugehen, kann so eine
Aussage lber die Dignitdt einer Gewebsverdnderung getroffen werden. Der Erfolg der
Punktion ist von der Erfahrung des Punkteurs und von der Einhaltung technischer Ablaufe
abhangig. Bei erfahrenen Klinikern betragt die Rate der Fehlpunktionen weniger als 10%.
Entscheidend fiir die Menge an beurteilbaren Zellen ist nicht nur eine exakte Punktion, auch
die Zusammensetzung des punktierten Gewebes ist fiir den Zellgehalt entscheidend, zum
Beispiel bei degenerativ verandertem Gewebe oder Narbengewebe, welche
bindegewebsreich sind. [16][18] Die Sensitivitat liegt laut Literatur bei 80-90%, die Spezifitat
bei 99-100%. Auch ein negatives Punktionsergebnis ist in Ubereinstimmung mit dem
klinischen Befund glaubhaft. Eine Wiederholung der Punktion und somit eine Verifizierung
der Diagnose ist jederzeit moglich. [14][15] Nachdem das Material vollstdndig und nicht zu
diinn auf mehreren Objekttragern ausgestrichen wurde, muss die Fixierung schnell mit
ausreichendem Fixierungsmittel erfolgen. Fiir die Fixierung ist es wichtig zu wissen, welche
Farbung spater angewandt werden soll. Die Papanicolaou Farbung ben6tigt zum Beispiel eine
alkoholische Fixierung. Komplikationen bei diesem Weg der Zellgewinnung bestehen vor
allem in voriibergehenden abdominellen Schmerzen, Entziindungen, Sickerblutungen und
laborchemisch positiv verlaufende Pankreatitiden. [15][16][18]

Die zytologische Interpretation der gewonnenen Aspirate erfordert Erfahrung und die
Kenntnis des histologisch normalen Organaufbaus sowie des histologischen Bildes der
verschiedenen entziindlichen und neoplastischen, aber auch hereditdren Lisionen. Eine
detaillierte Beschreibung der zytologisch diagnostizierbaren Entitdten ist nicht Gegenstand
der vorliegenden Arbeit, es werden lediglich grundlegende Prinzipien dargestellt. Die
zytologischen Diagnosen in der vorliegenden Arbeit erfolgten im Rahmen der
Routinediagnostik und wurden von spezialisierten Pathologen des Funktionsbereichs

Zytopatholgie am Universitatsklinikum Diisseldorf gestellt.

In Feinnadelaspiraten aus dem gesunden Pankreas zeigen sich hauptsachlich Azinuszellen

und Gangepithelien. Gelegentlich kommen Zellen aus dem Punktionsweg, wie Epithel der
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Magen- oder Darmschleimhaut, Mesothelien oder Leberepithelien, im Punktat vor. [16][57]
Diese sind gelegentlich schwer von einer organeigenen Lasion abzugrenzen. Entscheidend
und zugleich am schwierigsten ist die Differenzierung zwischen einer chronischen
Pankreatitis und einem duktalen Adenokarzinom. Bei der chronischen Pankreatitis findet
sich im Aspirat eine bunte Vielfalt von verschiedenen Entzlindungszellen, sowie regenerativ
veranderte Epithelien. Eine gewisse Uberschneidung in der Zytomorphologie reaktiver und
neoplastischer Zellveranderungen macht hier zum Teil eine rein mikroskopische
Unterscheidung gutartiger und bosartiger Zellveranderungen unméglich. Es wurden daher,
wie auch fiir andere Organsysteme liblich, unklare Diagnosekategorien wie , zweifelhaft“ oder
»dringender Verdacht” eingefiihrt (vgl. Kapitel 2.3.2). Bei einem duktalen Adenokarzinom
enthdlt das Punktat meist mehr Zellen, auflerdem liegen die Verbande eher in
dreidimensionalen Haufen, oder es besteht eine Abweichung von einer regelhaften
bienenwabenartigen Lagerungsform der Zellverbande (,drunken honeycombs”). Zusatzlich
sprechen Kernatypien mit Kerngréfienvariabilitit, deutlichem Nucleolus, unregelmafiiger
Kernkontur und Chromatinstruktur sowie Hypo- oder Hyperchromasie fiir ein Karzinom.
[114][16] Im Falle eines malignen Tumors sollte die Differenzierung (Grading) geklart
werden. Zusatzliche molekularbiologische Methoden, welche an zytologischen Praparaten
sehr gut durchzufilhren sind, ermoglichen oft eine eindeutige Zuordnung bzw. die
Identifikation spezifischer Genverdanderungen fiir die Indikationsstellung einer gezielten
Tumortherapie. Fiir die Differenzierung zwischen malignen und benignen Tumoren sind
verschiedene Malignitatskriterien der Zytologie beschrieben. Grundsatzlich ist zu sagen, dass
mit steigendem Malignititsgrad und damit auch zunehmender DNA-Aneuploidie, die
Zellmorphologie immer weiter von der Zellmorphologie des Ausgangsgewebes abweicht.
[17][32]

Die zytologische Klassifikation erfolgte in der vorliegenden Studienkohorte der Jahrginge
2011 und 2012 nach den Empfehlungen der Deutschen Gesellschaften fiir Pathologie und
Zytologie [11] Es werden hier fiinf verschiedene Diagnosekategorien je nach Auswertbarkeit
und Malignitdtswahrscheinlichkeit unterschieden. Es wird Kklassifiziert in die Kategorien
,diagnostisch unzureichend®, ,negativ®, ,zweifelhaft”, ,dringender Verdacht“ und ,positiv*.
Eine genauere Beschreibung erfolgt in Kapitel 2.3.2. Diese bereits 1998 vorgeschlagene
Klassifikation ist in der deutschen Zytopathologie nach wie vor fiir verschiedenste
Praparationen in der extragynékologischen Zytologie gebrduchlich. In den letzteren Jahren
sind Bemthungen einer international einheitlichen Klassifikation entstanden und 2014
publiziert worden. [77] Durch die Papanicolaou Society of Cytopathology wurde eine
Richtlinie zur Einteilung von Proben der FNA des pankreaticobildren Systems entwickelt.
Dabei kommen sechs Kategorien zum Einsatz: ohne relevante Zellen, negativ, atypisch,
neoplastisch (benigne oder andere), verdachtig und positiv/maligne. Da diese Klassifikation
bereits gute Treffsicherheiten erbracht hat [113] und die Einfilhrung einer gegeniiber dem
deutschen System zusatzlichen Kategorie des Nachweises neoplastischer Zellen als ebenso

,positiv* fiir den Kliniker gut verstandlich ist, soll sie im Folgenden naher dargestellt werden.
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Bei fehlenden relevanten Zellen handelt es sich meist um ein technisches Problem der
Probengewinnung. Trotzdem sollte dieses Ergebnis in einen klinischen Zusammenhang
gebracht werden, zum Beispiel sprechen fehlende epitheliale Zellen fiir eine Pseudozyste.
Allerdings ist eine zelluldre Atypie durch eine Probe ohne relevante Zellen nicht zu

beurteilen.

Ein negatives Ergebnis bedeutet, dass keine malignen oder atypischen Zellen in der Zytologie
vorkommen und ist nicht automatisch gleichzusetzen mit einem gutartigen Befund, wie einer
chronischen Pankreatitis oder einer Pseudozyste, ohne dem Vorliegen einer zusatzlichen
zytologische Interpretation. Es bedeutet aber, dass ausreichend zellulires Material
gewonnen wurde. Im Fall, dass sowohl klinisch und bildgebend der dringende Verdacht auf
ein Pankreaskarzinom vorliegt, wird von einem falsch negativem Ergebnis ausgegangen. Die
falsch negativ Rate bei soliden Tumoren liegt bei ca. 15%, bei zystischen Lasionen mit 60%
deutlich hoher.

In die Kategorie atypisch fallen verschiedene Gruppen: reaktive Verdnderungen, wenig
Zellmaterial, aber auch pramaligne Veranderungen (Dysplasien). Das Malignitatsrisiko liegt
hier je nach Studie zwischen 44% und 82%. In der Befundkategorie atypisch zeigt sich neben
normalem Gewebe auch reaktives Gewebe, welches aber zytologisch gut zu beurteilen ist. Es
ist méglich, dass aufgrund von Uberschneidungen in der Zytomorphologie reaktiver und
neoplastischer Zellveranderungen in dem Vorliegenden Material eine Neoplasie vorliegt,
aber die vorhandenen zytologischen Verdnderungen zeigen keinen hochgradigen

Malignititsverdacht. Uber eine Kontrolluntersuchung sollte nachgedacht werden.

Die Kategorie neoplastisch stellt eine besondere Kategorie dar, hierbei kann es sich um eine
benigne Neoplasie handeln, zum Beispiel ein serdses Zystadenom, oder eine andere
Neoplasie, hierzu zdhlen IPMN, pramaligne muzindse Zystadenome, neuroendokrine

Tumoren oder solide-pseudopapillare Neoplasien.

Diese Tumoren sind oft gut differenziert, wachsen langsam, besitzen aber maligne
Eigenschaften. Die Einordnung in diese Kategorie hilft bei der Abgrenzung zu aggressiven
Neoplasien und bei der Unterscheidung der Behandlungsoptionen. Es gilt beziiglich
moglicher zystischer Vorlauferlasionen des Pankreaskarzinoms, wie IPMN oder MCN, dass
zwei wichtige Fragen zu kldren sind. Erstens die Zuordnung zu einer muzindsen oder nicht

muzindsen Zyste, zweitens die Beurteilung des Atypiegrades der vorliegenden Epithelzellen.

Die Kategorie ,Verdacht auf Malignitit“ wird insbesondere bei Verdacht auf das
Adenokarzinom des Pankreas verwendet, kann aber auch bei Verdacht auf andere aggressiv
maligne Tumorentititen angewandt werden. Eine verdichtige Lasion ist noch keine
bestdtigte Diagnose und muss mit Klinik und Bildgebung korreliert werden. Diese Kategorie
ist gerechtfertigt, da das duktale Karzinom manchmal zytologisch nicht eindeutig gesichert
werden kann. So kdnnen Pankreaskarzinome gut differenziert und damit schwer als maligne
zu erkennen sein, die EUS-FNA weist manchmal eine nur geringe Anzahl an reprisentativen

atypischen Zellen auf und eine Kontamination durch reaktiv veranderte Epithelien aus dem
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Gastrointestinaltrakt kann die Zuordnung der suspekten Zellen erschweren. In dieser
diagnostischen Kategorie besteht bei EUS-FNA ein Malignitatsrisiko von 96%. Wird diese

zytologische Kategorie gewahlt, ist eine therapeutische Intervention zu rechtfertigen.

Als positiv oder maligne werden aggressive Tumore eingeordnet, wie das duktale

Adenokarzinom des Pankreas, mit eindeutigen Malignitatskriterien. [77]

1.6 Untersuchung von Chromosomenaberrationen mit
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Maligne Tumoren gehen mit einer Akkumulation genetischer Veranderungen einher. [1]
Diese Veranderungen der Chromosomen koénnen mithilfe von molekularbiologischen
Methoden wie der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) dargestellt werden. [18] Dieses
Verfahren lasst sich besonders gut in der Zytologie anwenden, da bei zytologischen
Praparaten im Gegensatz zu histologischen Praparaten die Zellkerne nicht geschnitten, und
damit noch vollstandig sind. Dabei werden einzelne Abschnitte der DNA bis hin zu ganzen
Chromosomenstrangen durch sogenannte DNA-Sonden markiert und quantifiziert. [110] Bei
der FISH Sonde handelt es sich um eine einstrangige DNA Sequenz. Die Sonde lagert sich nach
Denaturierung der Ziel-DNA an die komplementidre DNA Sequenz eines Chromosoms an. [90]
Dadurch ist es mdglich, numerische und strukturelle Chromosomenaberrationen
nachzuweisen. [18] Chromosomenaberrationen sind Veranderungen der DNA, welche die
Struktur, die Anzahl von Chromosomen oder Genen betreffen. Unterschieden werden

numerische oder strukturelle Chromosomenaberrationen.

Zu den numerischen Chromosomenaberrationen zdhlen Aneuploidie, Polyploidie und die
Sonderform der euploiden Polyploidie. Bei der Aneuploidie kommt es zum Zugewinn oder
Fehlen einzelner Chromosomen. Bei Karzinomen zeigen sich ausgeprigte Formen der
Aneuploidie mit mehreren Anomalien zur gleichen Zeit. [101] Eine Polyploidie liegt vor,
wenn alle Chromosomen mehr als zweimal vorkommen. [59] Eine bei der diagnostischen
Anwendung zu beachtende Ausnahme stellen euploid-polyploide Chromosomensatze, zum
Beispiel tetraploide, oktaploide und so weiter, dar. Diese finden sich in einigen Organen
physiologisch, aber auch in reaktiv oder entziindlich verdnderten Geweben, z.B. Urothelien,
und ergeben keinen Hinweis auf eine Neoplasie. [9] Verdnderungen des Chromosomensatz
konnen auch einzelne Chromosomen betreffen, dann unterscheidet man zwischen dem
Verlust eines Chromosoms, Monosomie, oder dem Zugewinn, Polysomie. Die Polysomie ist
meist durch chromosomale Instabilitdit verursacht. Durch die Vervielfiltigung von
Genabschnitten oder ganzen Chromosomen ist eine Aktivierung von Onkogenen moglich.
[90]

Strukturelle Chromosomenaberrationen sind Verdnderungen einzelner Chromosomen,
welche meist auf Bruchstellen im Chromosom zuriickzufithren sind. Dazu gehoren

Deletionen, Insertionen, Inversionen, Translokationen und Duplikationen.
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Als Deletion wird der Verlust eines chromosomalen Abschnitts bezeichnet. Hierbei kann es
sich um eine einzelne Base handeln oder um grofiere Sequenzen. Bei der Deletion kann es
zum Verlust von Tumorsuppressorgenen kommen. Zu unterscheiden ist, ob beide
Genabschnitte gleichzeitig betroffen sind (homozygote Deletion), oder ob nur eines der zwei
Chromosomen eine Deletion aufweist (heterozygote Deletion). Im Fall einer Polysomie kann
eine relative Deletion vorliegen, wenn in Relation zum gesamten Chromosom oder zum
vorliegenden Chromosomensatz die Kopienzahl des zu untersuchenden Gens geringer ist.
[22]

Im Gegensatz zu Protein- bzw. Expressionsmarkern, welche auch bei Gesunden schwanken
konnen, kommen nicht hereditare Chromosomenaberrationen praktisch nur in neoplastisch
verdnderten Zellen vor. Eine Ausnahme bildet die euploide Polyploidisierung, das Vorliegen
ganzzahliger Verdopplungen von Chromosomensitzen (2n), z.B. einem tetraploiden
Chromosomensatz. Diese finden sich auch in reaktiv veranderten Geweben, zum Beispiel auf
Grund von Entziindungsprozessen. [90] Die FISH kommt in vielen Bereichen der Diagnostik
zur Anwendung, da eine chromosomale Aberration detektiert oder eine vollstindige
Karyotypisierung durchgefiihrt werden kann. [63] Auch koénnen chromosomale oder
genetische Veranderungen bei Malignomen, wie zum Beispiel beim Harnblasenkarzinom,
Lungenkarzinom, malignen Mesotheliom, Mammakarzinom oder leukdmischen
Erkrankungen, detektiert werden. [25][64][90]

Eine besondere Anwendung, die sich insbesondere fiir nicht geschnittene und damit
vollstandige Zellen im zytologischen Untersuchungsgut eignet, ist der simultane Einsatz von
vier mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markierten FISH-Sonden. So konnen
innerhalb eines Zellkerns je nach Auswahl der DNA-Sonden unterschiedliche Chromosomen
und Gene untersucht werden. Die oft bei malignen Tumoren vorliegenden numerischen
Chromosomenaberrationen im Sinne einer Aneuploidie werden mittels FISH mit
verschiedenen Auswertungsalgorithmen detektiert. Es konnen somit bei deren Fehlen
gutartige von bosartigen Zellen unterschieden werden. Diese Mehrfarben-FISH bietet sich
insbesondere zur weiteren Abklarung diagnostisch nicht eindeutig Kklassifizierter, z.B.
LZweifelhafter oder ,dringend tumorverdachtiger Befunde an. Insbesondere ist die FISH an
konventionell gefirbten und vorbefundeten zytologischen Praparaten moglich. So kdnnen
gleiche Zellen sowohl zytologisch-mikroskopisch als auch mittels FISH beurteilt werden. Dies
wurde bereits flir verschiedene zytologische Untersuchungsmaterialien in der Literatur
beschrieben, u.a. fiir Urin, Gallenwegszytologie und endobronchiale Zytologie. [90][93] Die
diagnostische Anwendung der Mehrfarben-FISH bei Pankreaskarzinomen ist sowohl an
histologischem als mittlerweile auch am zytologischen Untersuchungsmaterial beschrieben,
wobei zum Beginn der eigenen Untersuchungen an EUS-FNA des Pankreas nur eine
diesbezligliche Publikation vorlag. [29][62][106]
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1.7 Pathogenese des Pankreaskarzinoms

In der Pathogenese des Pankreaskarzinoms spielt vor allem die Akkumulation von
Chromosomenanomalien, wie Punktmutationen, Amplifikationen, Deletionen,
Translokationen und Inversionen, eine entscheidende Rolle. Pankreaskarzinome zeigen sich
in einem hohen Maf} (bis zu 97%) aneuploid, was den Einsatz der Mehrfarben-FISH in der
diagnostischen Abgrenzung zu reaktiven Lasionen ermoglicht. [22][29] Man konnte
feststellen, dass eine Akkumulation verschiedener Genmutationen zur Tumorprogression
fiihrt. Die Kanzerogenese fliihrt moglicherweise ausgehend von zentroazindren Zellen tiber
praneoplastische Veranderungen zum duktalen Adenokarzinom. Entscheidend ist dabei die
Aktivierung von Onkogenen und die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen. [41] Die
Dysregulation des Zellzyklus ist kennzeichnend fiir den aggressiven klinischen Verlauf des
Pankreaskarzinoms. [36] Im Vergleich zu anderen malignen Verdnderungen zeigen

Pankreaskarzinome die grofite Anzahl an Mutationen pro Tumor. [45]

Tumorsuppressorgene wirken wachstumshemmend und differenzierungsinduzierend durch
die  Beendigung oder Reduktion der positiven @ Wachstumssignale. [36]
Tumorsuppressorgene besitzen rezessive Eigenschaften. Das bedeutet, dass beide Allele
defekt oder supprimiert sein miissen, um die Funktion eines Gens auszuschalten. Meist
handelt es sich um eine Mutation oder den Verlust grofierer chromosomaler Regionen, bei
denen dann nur noch ein Allel vorhanden ist. [58] Bei verschiedenen Karzinomentititen
kommt die Mutation des Tumorsuppressorgens p53, das fiir die Zellzykluskontrolle
zustindig ist, am haufigsten vor. Im Pankreaskarzinom zeigt sie sich in 70% der Falle.
[22][48][81] Das Tumorsuppressorgen p53 befindet sich auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 17. [39] Das Tumorsuppressorgen CDKN2A, welches fiir das Protein p16
kodiert, befindet sich auf dem Chromosom 9p21. [5] Es gehort wie p53 zu den
Zellzykluskontrollgenen und induziert die Expression inhibitorischer Proteine. [96] Im
Pankreaskarzinom finden sich bei ca. 98% eine Inaktivierung des Gens, eine Mutation weisen
38% auf und 41% zeigen eine homozygote Deletion. [24][22][95] Die Dysregulation der
Zellzykluskontrolle bewirkt einen aggressiven klinischen Verlauf. [36] Schon bei den
Karzinomvorstufen wie der IPMN kann man chromosomale Anomalien auch mittels FISH
nachweisen. So wurde eine adenomatdse Verdnderung der IPMN in Zusammenhang gebracht
mit der Deletion vom Tumorsuppressorgen pl6. Ein Risikomarker fiir ein assoziiertes

Karzinom bei einer IPMN ist die Deletion des Tumorsuppressorgens p53. [68]

Die Zentromer-Region des Chromosom 17 und der kurze Arm des Chromosom 9p21 wurden
neben den Zentromerregionen der Chromosomen 3 und 7 in der eigenen Versuchsreihe mit
Hilfe der Mehrfarben FISH mikroskopisch dargestellt. Diese ist in einer kommerziell
erhaltlichen FISH-Sonden-Kombination (UroVysion™) enthalten. Vergleiche Kapitel ,2.4

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung".
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1.8 Problemstellung und methodischer Ansatz der Arbeit

Die Dignitat einer tumordsen Veranderungen im Pankreas ist oft allein durch bildgebende
Verfahren nicht zu stellen. Die Zytologie spielt fiir die praoperative Diagnostik eine wichtige
Rolle. [16] Hierdurch ist haufig eine Tumorklassifikation, zum Beispiel duktales
Adenokarzinom, Azinuszellkarzinom oder NET, moglich. Entscheidend fiir die weitere
Therapieplanung ist aber auf jeden Fall die Bestimmung der Dignitat der in der Bildgebung
suspekten Lasion. Es gibt allerdings Falle, in denen kein eindeutig Tumor-positiver oder -
negativer Befund erhoben werden kann. [12] Um diese diagnostisch zweifelhaften oder
dringend verdachtigen Falle klaren zu koénnen, wird eine zusitzliche, iber die
mikroskopisch-morphologische Diagnostik hinausgehende Methode bendtigt. Als
Untersuchungsmethode kann hier am  gleichen, bereits entnommenen
Untersuchungsmaterial die FISH angeschlossen werden. In der zytologischen
Tumordiagnostik an den ableitenden Gallenwegen und anderer Organe wurde bereits
dargestellt, dass die Kombination der zytologischen Diagnose mit der Bestimmung
chromosomaler Aberrationen mittels FISH oftmals eine eindeutig Tumor-positive oder -

negative Diagnose ermoglicht.

In dieser Studie soll geklart werden, ob der obige Sachverhalt auch fiir das
Untersuchungsmaterial aus dem ,endosonographisch gesteuerten Feinnadelpunktat des
Pankreas”, das dem Funktionsbereich Zytopathologie der Uniklink Diisseldorf eingesandt
wurde, zutrifft. So wurden alle zellhaltigen Pankreaspunktate solider und zystischer Lasionen
der Jahre 2011 und 2012 zusatzlich zur Zytologie mit Hilfe der FISH untersucht. Neben den
zytologisch nicht eindeutig Tumor-positiven oder- negativen Praparaten, wurden auch sicher
Tumorzell-haltige (positive) sowie Tumorzell-freie (negative) Praparate einbezogen. Der
Vergleich mit dem Follow-up der Patienten ermoglichte die Etablierung eines
Schwellenwertes fiir die FISH, wie sie in der Aneuploidie-Diagnostik tblich ist. In der
vorliegenden Arbeit wird das kommerziell erhaltliche UroVysion Sonden-Kit (Abbott
Molecular, Abbott Park, Illinois), welches Zentromer-Proben fiir Chromosomen 3, 7, und 17

sowie eine Lokus-spezifische Probe fiir 9p21 enthalt, verwendet.

Ziel ist es, durch Kombination der Zytologie mit anschliefender FISH die Treffsicherheit der
zytologischen Diagnostik an endosonographisch gewonnenen Feinnadelpunktaten des
Pankreas zu bestimmen. Anzunehmen ist, wie auch bereits fiir andere Organsysteme

beschrieben, eine Steigerung der Treffsicherheit.
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2 Material und Methoden

Diese Arbeit umfasst zwei Abschnitte, zum einen die Aufbereitung der zytologischen
Praparate, deren Untersuchung mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung und deren
Auswertung und zum anderen die Datenerhebung des klinischen Verlaufs des zuvor

untersuchten Patientenkollektivs.

Zu Beginn der experimentellen Arbeiten (Anmeldung bei der Medical Research School
Diisseldorf am 23.05.2011) wurde in der damals glltigen Promotionsordnung noch kein
positives Ethikvotum gefordert. Es wurde aber nachtraglich ein Ethikantrag gestellt, da im
Verlauf der Jahre 2012 und 2013 die Notwendigkeit eines positiven Ethikvotums seitens der
Promotionskommission von jedem Doktoranden gesehen wurde. Dieser wurde unter der
Studiennummer 4181 am 22.02.2013 positiv beurteilt. Der Titel des Antrages lautet
"Adjuvante Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) nach diagnostisch unklarer Zytologie

von Feinnadelaspirationsbiopsien des Pankreas".

2.1 Patientenkollektiv und Studienaufbau

Bei unserer Versuchsreihe handelt es sich um eine retrospektive Kohortenstudie. Hierbei
werden die Falle entsprechend einer Langsschnittstudie untersucht und die Daten zu
unterschiedlichen Zeitpunkten erhoben. Wahrend des Beobachtungs- oder Follow-Up-
Zeitraumes wird das Auftreten eines zuvor definierten Ereignisses erfasst. Die ausgewahlten
Stichproben werden nach exponierten und nicht exponierten Personen, in unserem Fall nach

Karzinom vorhanden oder nicht vorhanden, unterschieden und bilden eine Kohorte. [61]

Insgesamt beziehen sich die Einsendungen auf den Zeitraum von Januar 2011 bis Dezember
2012. Alle Proben stammen aus dem Eingang des Funktionsbereichs Zytopathologie der
Universitatsklink Diisseldorf. Insgesamt wurden Pankreaspunktate von 24 einsendenden
Kliniken in der vorliegenden Studie untersucht. Die einsendenden Kliniken sind in Diisseldorf
oder im ndheren Umkreis angesiedelt. Das Patientenkollektiv setzt sich aus Patienten
zusammen, bei denen der Verdacht auf eine karzinomverdichtige Raumforderung im
Pankreas bestand. Diese wurde mit Hilfe der endosonographisch gesteuerten
Feinnadelaspiration (EUS-FNA) diagnostisch abgeklart. Eingesandt wurden fertige
Ausstrichpraparate, welche durch den Punkteur unmittelbar nach der Punktion erstellt

wurden.

Zunichst erfolgte im Rahmen der Routinediagnostik eine zytopathologische mikroskopische
Diagnostik (vgl. Kapitel 2.3). Die Diagnosekategorien ,zweifelhaft und ,dringender
Verdacht wurden hierbei beziiglich der weiteren Notwendigkeit der Abkldrung mittels
Mehrfarben-FISH als ,diagnostisch unklare“ Diagnosen zusammengefasst. Bei der
Auswertung der Treffsicherheit der zytopathologisch mikroskopischen Diagnostik wurden

szweifelhafte“ und ,dringend verdachtige Punktate aber wieder getrennt betrachtet.
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Zusatzlich wurden alle Patienten mit positiven Diagnosen als Positivkontrolle und alle mit
negativen Diagnosen als Negativkontrolle im oben vorgegebenen Zeitraum mittels FISH
untersucht, um die Haufigkeit falsch positiver oder falsch negativer Untersuchungsbefunde

ZUu ermitteln.

Eingeschlossen wurden alle im Untersuchungszeitraum eingegangenen EUS-FNA eines
Patienten in der Zytopathologie, gegebenenfalls auch wiederholte EUS-FNA eines Patienten,
da dies erfahrungsgemaf? die Treffsicherheit erhoht. In die Kohortenstudie wurden alle
Praparate der Feinnadelaspiration eingeschlossen, bei denen eine ausreichende Anzahl
beurteilbarer pankreatisch epithelialer Zellen vorhanden war. Punktate von zellfreien

zystischen Lasionen, insbesondere Pseudozysten, wurden somit ausgeschlossen.

Ebenfalls ausgeschlossen wurden Praparate, von denen nach der zytologischen
Routineuntersuchung keine Objekttrager mehr fiir die FISH zur Verfligung standen, sowie
zytologisch unzureichende Untersuchungsmaterialien. Ebenso wurden Proben von Patienten
ausgeschlossen, deren zytologisch positive Diagnose einen gutartigen Tumor ergab. Diese
wenigen Praparate wurden zwar aus wissenschaftlichem Interesse mituntersucht. Es geht in
der Studie aber primar um den Nachweis von malignen Tumoren des Pankreas in
Abgrenzung zu reaktiven Verdnderungen, zum Beispiel bei chronischer Pankreatitis. Es
wurde keine weitere Vorauswahl getroffen. Die Treffsicherheit der zytologischen Befunde
und der FISH-Ergebnisse wurden abschliefend mittels klinischem Follow Up bestimmt. Eine
detaillierte Darstellung findet sich in den Kapiteln ,2.5 Klinisches Follow-Up“ und ,3.1

Studienausschluss und Follow-up”.

2.2 Abgrenzung der eigenen Leistung

Die Herstellung der Ausstrichpraparate der EUS-gesteuerten Pankreaspunktate erfolgte
durch den jeweiligen Punkteur. Die Prdparate wurden von Medizinisch-technischen
Assistentinnen des Funktionsbereichs Zytopathologie nach Papanicolaou gefarbt. Die
mikroskopische Befundung erfolgte durch Prof. Dr. S. Biesterfeld und Dr. N. Pomjanski, beide
Facharzte fiir Pathologie am Funktionsbereich Zytopathologie. Die vorab geschilderten
Verfahren sind Teil der Patientenversorgung und nicht Teil, aber Voraussetzung fiir die
vorliegende Arbeit zur Treffsicherheit der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung an

Pankreaspunktaten.

Die FISH der von Januar 2011 bis November 2011 eingesandten Prdparate wurden
retrospektiv durch mich als Doktorandin untersucht. Dies bezieht sich auf samtliche
Laboruntersuchungen (FISH-Protokoll und Auswertung). Es sind 137 Proben (Priparate mit
Kiirzel "P"), darunter 32 mit diagnostisch unklarer Zytologie. Die ersten 20 Praparate wurden
im Rahmen der Einarbeitungsphase in Doppelbestimmung (zusatzlich durch Frau Kazimirek,
MTA am Funktionsbereich Zytopathologie) untersucht, bei Diskrepanz erfolgte eine dritte
Durchsicht (Dr. Schramm, Arzt am Funktionsbereich Zytopathologie) und es wurde eine

Mehrheitsentscheidung getroffen. Diese Ergebnisse sind in Kapitel ,3.8.1 Diskrepante Falle“
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dargestellt. Die Praparate des Zeitraumes Dezember 2011 bis Dezember 2012 wurden durch
Frau Kazimirek untersucht. Dies waren 136 Proben (Praparate mit Kiirzel "UP"), davon 36
nach diagnostisch unklarer Zytologie. Die Erhebung des Follow-Up durch Einsichtnahme in

die Patientenakten sowie die Auswertung erfolgte ausschliefdlich durch mich.

2.3 EUS-FNA und zytologische Diagnhostik

Die Indikation zur zytologischen Diagnostik von Lasionen des Pankreas besteht in der

Abklarung einer Raumforderung, welche den Verdacht auf ein Pankreaskarzinom nahelegt.
[14]

Die Punktion iliber die Endosonographie (EUS-FNA) ist ein haufig gewahltes Vorgehen. Das
Pankreas ist mit einer hohen Treffsicherheit punktierbar. Entlang des Magen-Darm-Trakts
sind Nachbarorgane, wie z.B. das Pankreas, mittels durch die Wand des Hohlorgans gefiihrten
diinnen Nadeln gut erreichbar. [15][16] Der Nachteil liegt darin, dass mitaspirierte Epithelien
des Gastrointestinaltrakts zu Fehldiagnosen, insbesondere von zystischen Lasionen, wie z.B.
einer IPMN, fithren konnen. [16] Komplikationen treten bei der EUS-FNA in 1-2% der Fille
auf. [75] Héaufig sind dies: abdominelle Schmerzen, Blutungen in punktierte Zysten,
Sickerblutungen in den Magen-Darm-Trakt und eine subklinisch verlaufende Pankreatitis.
[15] Die Rate der Komplikationen bei Stanzbiopsien (9%) und Keilexzisionen (3%) ist
wesentlich héher. Unzureichendes Untersuchungsmaterial kommt in 10-20% der Falle vor

und ist bei kleinen Tumoren héufiger. [14][16]

Diinne Ausstriche sollten sofort alkoholisch fixiert werden. [15] Durch die Fixierung kommt
es zum Wasserentzug, um Abbauvorgidnge im entnommenen Material aufzuhalten.
Fixierungen konnen iiber Lufttrocknung oder Feuchtfixierung erfolgen. In der eigenen
Versuchsreihe wurden die Ausstriche auf Glasobjekttrager durch den Punkteur mit Hilfe von
Alkohol feucht fixiert. Die Punkteure gehdren in der Regel den gastroenterologischen
Abteilungen der jeweiligen Kliniken an. Durch die Fixierung mit Alkohol ist eine
Standardfarbung nach Papanicolaou moglich. Zellkerne werden blau bis schwarz angefarbt,
das Zytoplasma erscheint zyanophil bis eosinophil, Nukleolen schwarz bis rot und
Erythrozyten rot. [33] Die Farbung nach Papanicolaou und das Procedere im Institut fiir

Zytopathologie der Uniklinik Diisseldorf wird im Abschnitt 2.3.1 weiter beschrieben.

Die allgemeine zytologische Diagnostik beinhaltet die mikroskopische Untersuchung der
Zelle mit ihrem Zellkern und dem Zytoplasma. Fiir jede Zellart zeigt sich eine definierte Kern-
Plasma-Relation. [34] In der Zytologie werden Einzelzellen oder aus dem anatomischen
Kontext herausgeloste Zellverbande beurteilt, die Beurteilung von strukturellen
Gegebenheiten ist daher nicht moglich. Die zytologische Untersuchung erfolgte in der eigenen
Versuchsreihe durch Prof. Dr. S. Biesterfeld und Dr. N. Pomjanski, beide Facharzte fiir
Pathologie am Funktionsbereich Zytopathologie. Die diagnostische Klassifikation ist in
Abschnitt 2.3.2 beschrieben.
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Nach der mikroskopischen Untersuchung kann das gewonnene Material weiter
immunhistochemisch oder molekularbiologisch untersucht werden. [15] In der eigenen
Versuchsreihe sind die molekularbiologischen Methoden von besonderer Bedeutung. Die
gewonnenen zytologischen Prdparate wurden zusatzlich mittels Mehrfarben-FISH
untersucht, siehe ,2.4 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung“. Neben der FISH kommt im
Funktionsbereich Zytopathologie zusatzlich die DNA-Zytometrie als morphometrisch
basierte Methode zur Abklarung unklarer zytologischer Befunde zum Einsatz. Hierbei wird
ein zytologisches Praparat nach Feulgen umgefarbt und die Farbintensitdt sowie die Flache
von normalen Zellen mit suspekten Zellen im gleichen Untersuchungsmaterial verglichen. Es
werden hierbei ca. 30 normale Zellen und ca. 300 Analysezellen benétigt. Der Messwert aus
Farbintensitdt und Flache eines Zellkerns wird integrierte optische Dichte genannt und kann
nach Eichung mit den normalen Zellen dem DNA-Gehalt eines diploiden Chromosomensatzes
zugeordnet werden. Jetzt kann der DNA-Gehalt der Analysezellen ermittelt und in einem
Histogramm aufgetragen werden. Durch derartige Messung der DNA-Ploidie kdnnen

gutartige von bosartigen Lasionen mit guter Treffsicherheit unterschieden werden. [10]

2.3.1 Farbung der Praparate nach Papanicolaou

Zu den verschiedenen Farbemethoden in der Zytologie gehort die Farbung nach
Papanicolaou, welche im Funktionsbereich Zytopathologie Diisseldorf die meistverwendete
Farbung darstellt. Hierbei wurde die Himatoxylin-Eosinfarbung (HE-Farbung) zur besseren
Darstellung der zyklusbedingten Verdnderungen des Vaginalepithels weiterentwickelt. Zu
Beginn fand die Methode Anwendung in der gynédkologischen Fritherkennungsuntersuchung,

spater auch in anderen zytologischen Tumordiagnostiken. [16]

Die Vorteile liegen in der besseren Darstellung der Chromatinstrukturen im Zellkern,
auflerdem sind Storfaktoren, wie Blut oder Fibrin, durch den sehr diinnen Zellausstrich
weniger ein Problem. Zellen, die in Sekreten liegen, sind in ihrer Darstellung nicht

eingeschrankt und kénnen beurteilt werden. [16]

Die gute Chromatindarstellung bringt allerdings Nachteile in der Darstellung des
Zytoplasmas. Zwar ist die Prdparation im Vergleich zur Trockenfixation zeit- und
arbeitsaufwendiger. Die Ausstriche miissen feucht gehalten und vor Licht geschiitzt werden,
da sie sonst sehr schnell verblassen. Die hohere Sicherheit in der Tumordiagnostik lohnt aber
den Aufwand. Verblasste Praparate konnen nahezu beliebig oft neu eingefarbt werden, ohne
dass Zellgehalt, Zellerhalt oder Beurteilbarkeit leiden. [16]

Der Arbeitsaufwand konnte durch Farbeautomaten deutlich reduziert werden. Im
Funktionsbereich Zytopathologie Diisseldorf wird der Farbeautomat Varistain der Firma

Thermo-Electron verwendet.
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Die Papanicolaou-Farbung der Pankreaspunktate der vorliegenden Studienpopulation
wurde von Medizinisch-technischen Assistentinnen des Funktionsbereichs Zytopathologie

unter Verwendung von Standardprotokollen angefertigt.

2.3.2 Beurteilung und Interpretation in der Zytologie

Aspirate aus dem gesunden Pankreas enthalten hauptsdchlich Azinuszellen und
Gangepithelien. Gelegentlich kommen durch die Aspiration auch Zellen aus dem
Punktionsweg wie Epithel der Magen- oder Darmschleimhaut, Mesothelien oder
Leberepithelien im Punktat vor. Die pathologischen Veranderungen lassen sich grob in
neoplastisch (vgl. Kapitel 1.3) und nichtneoplastisch einteilen. [16][57] Da sich die
Zytomorphologie von reaktiven Veranderungen, wie z.B. bei Regeneration des Epithels bei
Pankreatitiden, und neoplastischen Verdnderungen iiberschneiden koénnen, lassen sich
zytologische Praparate nicht immer sicher als gutartig (Diagnosekategorie ,negativ*) oder
bosartig (Diagnosekategorie ,positiv) klassifizieren. Dies ist ein Unterschied zur
histologischen Diagnostik am Resektat, wo der anatomische Zusammenhang einer Lasion,
und damit z.B. ein invasives Tumorwachstum, gut dargestellt wird. Es gibt daher in der
zytomorphologischen Diagnostik notwendigerweise unklare diagnostische Kategorien.
Entsprechend einer Empfehlung der Deutschen Gesellschaften fiir Pathologie und Zytologie
von 1998 [13], werden zytologische Diagnosen gemaf3 ihrer Malignitatswahrscheinlichkeit,

wie fiir zytologische Klassifikationen traditionell tiblich, klassifiziert.

Folgende Kategorien der zytologischen Diagnosen werden dabei unterschieden:
Unzureichend, negativ, zweifelhaft, dringender Verdacht und positiv, vergleiche Tabelle 3:

Die histogenetische Klassifikation wird so genau wie moglich ermittelt. [13]

Diagnose Kategorien Beschreibung

Unzureichend Zu wenig / falsches Zellmaterial, starke Lufttrocknungsartefakte, starke
Zelliiberlagerungen, ggf. mit Begriindung (z.B. falscher Zelltyp),

Negativ Keine malignen Zellen

Zweifelhaft Maligne Zellen nicht sicher auszuschliefden, wenige abnorme Zellen
unklarer Dignitdt, starke Lufttrocknungsartefakte machen eine sichere
Tumordiagnose unméglich.

Die Wahrscheinlichkeit eines malignen Tumors betragt ca. 30%.

Dringender Verdacht Maligne Zellen wahrscheinlich, wenige atypische Zellen unklarer Dignitat.

Die Wahrscheinlichkeit eines malignen Tumors betragt 70%.

Positiv Maligne Zellen nachgewiesen

Tabelle 3 Klassifikation zytologischer Befunde nach Empfehlung der Deutschen Gesellschaften
fiir Pathologie und Zytologie [13]
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Beispiele zytologischer Praparate von Pankreaspunktaten verschiedener

Diagnosekategorien zeigen Abb. 1 und Abb. 2.

(1) 2)

Abb. 1 (1) negative Zytologie UP134; (2) zweifelhafte Zytologie P107, jeweils 40x
Vergrofderung, Farbung nach Papanicolaou

(3

[

L
Abb. 2 (3) dringend verdachtige Zytologie UP113; (4) positive Zytologie UP138, jeweils 40x
Vergrofderung, Farbung nach Papanicolaou

2.4 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Der Vorteil der zytologischen Gewinnung liegt in der Vollstindigkeit des Zellkerns und die
Moglichkeit der Aussage lUiber den Chromosomengehalt oder mogliche nummerische und
strukturelle Chromosomenaberrationen. Bei histologischen Préaparaten werden die Zellkerne
hdufig angeschnitten und es ist nicht moglich, von einem vollstindigen DNA Gehalt
auszugehen. [16]

24



Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) gehort zu den molekularbiologischen
Methoden der Zytologie. Dabei werden einzelne Bereiche der DNA oder ganze Chromosomen
dargestellt und es lassen sich nummerische sowie strukturelle Chromosomenaberrationen
nachweisen. Bei den mit einem Fluoreszenz-Farbstoff gekoppelten DNA Sonden handelt es
sich um denaturierte, einzelstrangige Sequenzen, die mit den zu untersuchenden Abschnitten
hybridisieren konnen. [18][90] Die FISH kann hier auch in der Interphase des Zellzyklus
erfolgen. [29] FISH Sonden konnen zwischen 30-40 und mehreren 100 Kilobasen grof? sein.
Ausstriche, Zytozentrifugenpriaparate und Diinnschichtprdparate, sowie luft- oder
alkoholfixierte zytologische Praparate sind gleichermafien geeignet. Die Praparate konnen
ungefarbt, aber auch mittels zytologischer Routinefirbungen (Papanicolau- oder May-
Griinwald-Giemsa) vorgefarbt sein; letzteres ermoglicht die sequentielle zytologische und
FISH Diagnostik am gleichen Praparat. Die Verwendung von beschichteten Objekttragern ist
ratsam, dadurch verringert sich das Risiko des Abschwimmens von Zellen wahrend des

Farbevorganges. [90]

In der vorliegenden Arbeit wird das kommerziell erhaltliche UroVysion Sonden-Kit ((Abbott
Molecular, Abbott Park, Illinois) verwendet. Hier handelt es sich um eine Mischprobe aus vier
fluoreszenzmarkierten FISH Sonden fiir die Zentromer-Regionen der Chromosomen 3, 7 und
17 sowie eine Regionen-spezifische Sonde fiir 9p21. [19] Dieses Sonden-Kit, welches
urspringlich fiir die Urothelkarzinomdiagostik entwickelt wurde, wird auch in der Abstrich-

Diagnostik von Tumoren des pankreatobilidren Systems eingesetzt. [52][70][83][99]

Vor der FISH Untersuchung wurden die zytologischen Prdparate, wie in Kapitel 2.3
beschrieben, zundchst durch einen Facharzt der Pathologie im Rahmen der
Routinediagnostik untersucht. Dabei wurden Stellen, an denen viele auffillige Zellen
auffindbar waren, mit einem Filzschreiber auf dem Deckglas markiert und der Objekttrager
fotokopiert. Die Fotokopie macht es leichter, die Region fiir die Hybridisierung festzulegen
und die Stelle nach der Hybridisierung mit den FISH-Sonden wieder aufzufinden, da das
Deckglas abgeldst werden muss. Die Untersuchung der Praparate erfolgte anschliefend dann

mit Hilfe eines Fluoreszenz-Mikroskops, vergleiche Kapitel 2.4.4.
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2.4.1 Gerate

In Tabelle 4 sind alle verwendeten Gerate der FISH Farbung und Diagnostik aufgefiihrt.

Wasserbad

Warmeschrank
Prézisionsheizplatte

Thermometer

Pipetten
Zentrifuge

Vortexer

Prazisionswaage
Analysewaage
Kiithlschrank
Gefrierschrank
Hybridisierungskasten

Fluoreszenz Mikroskop

Mikroskop-
Beleuchtungseinrichtung

Netzteil
Kamera
Immersionsol

Auswertungssoftware

Hersteller

Memmert GmbH & Co. KG,
Schwabach

Heraeus Holding GmbH, Hanau
Harry Gestig GmbH, Diisseldorf

Hanna Instruments Deutschland
GmbH, Kehl am Rhein

Eppendorf
Qualitron

JKA Technische Dienstleistung GmbH
& Co. KG, Arnstein

Kern & Sohn
Satorius AG, Gottingen
Liebherr International S.A., Ehingen

Liebherr International S.A., Ehingen

verdunkelter Diakasten (ohne Herstell

Zeiss AG, Jena
Filter im Axiolmager
Sp. Green
Sp. Red

Sp. Aqua

Sp. Gold

Zeiss AG, Jena

Zeiss AG, Jena
Zeiss AG, Jena
Immersol 518 F

Zeiss AG, Jena

Typennummer

WB/0B7-45 WBU 45

B 6060
Prazitherm Type PZ-28-1T

Checkfridge HI47-00

10u, 100p1, 1000pl1
DW-41-230

Minishaker MS-1

EW 600-2M
Basic Plus 210 S
ES

Comfort
erangabe)

Axiolmager M1

exitation 500 / beamsplitter 515 / emission 535
exitation 575 / beamsplitter 593 / emission 624
exitation 436 / beamsplitter 455 / emission 480

exitation 546 / beamsplitter 555 / emission 575

HBO-100

Power Supply 231

AxioCam MRm

Tabelle 4 Verwendete Gerite fiir die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
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2.4.2 FISH Sonden und Losungen

UroVysion FISH-Sonden-Kit (Abbott Molecular, Abbott Park, Illinois):

Sonde Chromosom / Farbmarkierung Wellenlangen (nm)
Genlokus

CEP® 3 Chromosom 3 Spectrum rot 624

CEP®7 Chromosom 7 Spectrum griin 535

CEP® 17 Chromosom 17 Spectrum aqua 480

LSI® 9p21 Genlokus 9p21 Spectrum gold 575

Tabelle 5 UroVysion, FISH Sonden. Verwendete DNA-Sonden: CEP®-Chromosome Enumeration
Probe, LSI®-Locus spezifische Identifikationssonde

Hybridisierungsmix:

e kurzvor Verwendung ansetzen, bei Raumtemperatur (RT) im Dunkeln aufbewahren.

e Puffer und Sonde mindestens 5 Minuten (langsam) bei RT erwidrmen. (Sonde im
Dunkeln)

e Nach Gebrauch sofort bei -20°C lagern.

e Bei Kombination aus Lokus spezifischer Sonde und chromosomaler Sonde (LSI- und
CEP-Sonden, vgl. Tabelle 5) wird ein LSI/WCP-Puffer (Whole Chromosome Painting
Probe, Hersteller Abbott) verwendet.

e Nachdem Erwdrmen Puffer und Sonde jeweils kurz vortexen und kurz zentrifugieren.

Hybridisierungsmix zentrifugieren, kurz vortexen und noch einmal kurz zentrifugieren. In
Tabelle 6 ist der Ansatz des Hybridisierungsmixes fiir die gleichzeitige Praparation von einem
oder vier Objekttragern sowie fiir zwei verschiedene Sondenkonzentrationen angegeben. In
der vorliegenden Arbeit wurde in der Regel eine Sondenkonzentration von 1:10 verwendet.
Bei anderen Deckglasgrofien verdandert sich die benotigte Menge des Hybridisierungsmixes

entsprechend Tabelle 7.

Sondenmix Uro-Vysion 40T Uro-Vysion 4 0T
1:10, Deckglas | 1:10 1:5 Deckglas 1:5
18x18mm 18x18mm

Puffer (LSI/WCP) 4,9ul 19,6 4,9ul 19,6

Aqua dest. 1,4ul 5,6 0,7ul 2,8

DNA-Sonde 0,7ul 2,8 1,4ul 5,6

Ansetzen 7ul 28ul 7ul 28

Tabelle 6 Ansatz des Hybridisierungsmixes fiir Deckglasgréfie 18x18 mm, verschiedene
Sondenkonzentrationen und Konzentrationen
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Deckglas Menge
18x18mm 7 ul
15x15mm 5ul
12x12mm 4 ul
12mm ¢ 3ul
10mm ¢ 2ul

Tabelle 7 Benétigte Menge fiir den Hybridisierungsmix nach Deckglasgroéfde

Stamm- und Gebrauchslésungen

20x SSC Stammlésung:

6 Monate bei RT haltbar.

132g 20x SSC (20x konzentriert, Hersteller Abbott) in
400ml Aqua dest. 16sen, mit HCL auf pH 5,3 einstellen, mit Aqua dest. auf
500ml auffiillen.

Durch Filtereinheit mit 0,45um Porendurchmesser filtern.

2x SSC Gebrauchslésung:

6 Monate bei RT haltbar.

100ml 20x SSC Stammlo6sung (pH 5,3) mit
850ml Aqua dest. auffillen, mit NaOH auf pH 7 einstellen, mit Aqua dest. auf
1000ml auffiillen.

Benutzte Losung jeweils am Ende des Tages verwerfen.
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0,4x SSC mit 0,1% Nonoxynol-40 (NP-40) Gebrauchslosung (Abbott Laboratories,
Illinois, U.S.A):

6 Monate bei RT haltbar.

20ml 20x SSC Stammlésung (pH 5,3) mit

950ml Aqua dest. auffiillen,

1ml NP-40 hinzugeben, mit NaOH auf pH 7 - 7,5 einstellen, mit Aqua dest. auf
1000ml auffiillen.

Benutzte Losung jeweils am Ende des Tages verwerfen.

Pepsin Stammlosung (10%, 0,1 g/ml):
Aliquots bei -20°C mehrere Jahre haltbar. Kénnen ca. 10x wieder aufgetaut werden.

100mg Pepsin (Hersteller Sigma-Aldrich Co., Louis, EUA) in

(0,1g) )
Aqua dest. 16sen.

1ml

Aliquots zu je 100ul in Eppendorfcups pipettieren.

Pepsin Gebrauchslésung (0,02%):
10 Minuten vor Gebrauch ansetzen.
5ml Arbeitslosung 4,9ml Aqua dest. +
100ul 1 M HCL +
10pl Pepsin-Stammlésung

Rohrchen mit durchmischter Arbeitslosung in den Warmeschrank 37°C stellen.
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0,5% HCl in 70% Ethanol:

2 Monate bei RT haltbar. Bei schlechter Entfarbung der Praparate erneuern.

8ml 25% HCl in
392ml 70% Ethanol (vergallt) l16sen.
1% Formalin / PBS:
6 Wochen bei RT haltbar.
1g Paraformaldehyd in
100ml PBS Puffer 16sen (bei 50°C auf Warmeplatte mit Magnetriihrer)

PBS Stamml6sung:

1,46g Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO4 x2H; O)

0,24g Kaliumhydrogenphosphat (0,24g KH,PO4)

0,2g Kaliumchlorid (KCI) und

8,0g Natriumchlorid (NaCl), mit

900ml Aqua dest. auffiillen, unter stindigem Riihren vollstdndig 16sen, mit 1 N HCI

auf pH 7,3 einstellen, mit Aqua dest. auf

1000ml auffillen.

PBS Gebrauchslésung (1x):

4 Wochen bei RT haltbar.
50ml PBS Stammlosung (1:20) mit
950ml Aqua dest. auffiillen, pH von 7,3 einstellen.

Benutzte Losung am Ende des Tages verwerfen.
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Ethanolwaschlésung:

Aus 100%igem Ethanol und Aqua dest. je eine 70%ige, 80%ige, 85%ige und 96%ige
Verdiinnung ansetzen. Die Verdiinnungen kénnen eine Woche lang verwendet werden,
solange keine Verdunstung stattfindet (Kivetten mit Deckel verschlossen halten) und die
Losungen nicht durch tiberméafiigen Gebrauch verdiinnt werden. Die Losungen dienen zur

vollstandigen Dehydrierung der Praparate.

2.4.3 Laborprotokoll fiir FISH

Abb. 3 zeigt den Arbeitsplatz.

Abb. 3 Laborarbeitsplatz der Fiarbereihe

Vorbereitung:

e Kiivette mit 2x SSC fiillen und im Wasserbad auf 73°C erwarmen. (Thermostat auf ca.
73,6 - 74°C)

e Temperatur von Warmeschrank und Wasserbad iiberpriifen.

e Feuchte Kammer im Warmeschrank auf 37°C vorwarmen.

e Ab Schritt 22 (ab Ansatz des Hybridisierungsmixes und Aufpipettieren der Sonde) in
Dammerlicht arbeiten. (Deckenbeleuchtung aus)

e Die Kiivetten mit Xylol und 100% Ethanol werden jedes Mal frisch aufgefiillt, die
Kiivetten mit 70% - 96% Ethanol werden jede Woche erneuert.

Zur besseren Ubersicht ist das Laborprotokoll fiir die Hybridisierung in Tabelle 8 dargestellt.
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Tag1l ca.2h
Wasserbad auf 73°C vorwarmen, Temperatur im Warmeschrank priifen
1 PAP gefarbte Monolayer markieren,
Fotokopie anfertigen
2 Xylol 1 1-3 Tage, bis Deckglas abgelost
3 Xylol 2 ca.4h
4 2x 100% Ethanol je 10 min
5 2x 96% Ethanol je 5 min
6 2x 80% Ethanol je 5 min
7 0,5% HCL / 70% Ethanol 15 min Pepsin ansetzen
8 Aqua dest. 5 min
9 2x SSC, 73°C (vorgewarmtes Wasserbad) 5 min
10 Pepsin, 37°C (vorgewarmt, feuchte 15 min Heizplatte
Kammer, Warmeschrank) einschalten
11 PBS, RT 5 min
12 1% Formalin / PBS, RT 5 min
13 PBS, RT 5 min Sonde ansetzen
14 70%, 85%, 100% Ethanol je 2 min
15 Trocknen bei RT 2 min
16 Hybridisierungsmix hinzu pipettieren, Praparate ab jetzt vor Licht
schiitzen
Deckglas auflegen
17 Mit Fixogum umranden
18 Fixogum antrocknen, 37°C Warmeschrank 5 min
19 Denaturierung, 73°C Heizplatte 10 min
20 Hybridisierung, 37°C Warmeschrank, 14-16 h

feuchte Kammer
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Tag2 ca.15 min

Wasserbad auf 73°C vorwarmen, Temperatur im Warmeschrank priifen

21 Fixogum mit Pinzette entfernen

22 0,4x SSC + 0,1% NP-40, RT 1-5 min

23 0,4x SSC + 0,1% NP-40, 73°C Wasserbad 2 min

24 0,4x SSC + 0,1% NP-40, RT 2 min
25 Aqua dest, RT 3-5 sec
26 Trocknen bei RT 2 min
27 DAPI

28 Deckglas auflegen

29 Mit Fixogum umranden

30 Lagerung bei 4°C

Tabelle 8 Laborprotokoll fiir die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Der erste Versuchstag startet mit der Vorbereitung. Die Kiivetten mit 2x Standard
Natriumcitrat-Losung (SSC) werden im Wasserbad fiir den Waschschritt (Schritt 9, Tabelle
8) auf 73°C vorgewarmt, um grofle Temperaturschwankungen beim spateren Hinzufiigen der
Objekttrager zu vermeiden. In Studien konnte gezeigt werden, dass eine Kombination aus
diesem Temperaturoptimum und das Hinzuziehen der SSC Losung die Morphologie der
vorhandenen Chromosomen bei der Denaturierung schiitzen kann. [80] Das Wasserbad ist in
Abb. 4 dargestellt.

Die genauen Zusammensetzungen der Stamm- und Gebrauchsldosungen wurden im Kapitel
2.4.3 dargestellt.

Schritt 1: Fiir die FISH-Untersuchung vorgesehene, eingedeckelte und mittels Filzschreiber
markierte Objekttrager werden zum leichteren Wiederauffinden der suspekten Zellen

fotokopiert.
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Abb. 4 Wasserbad

Schritte 2 und 3: Zunachst werden die Objekttrager fiir ein bis drei Tage in Xylol belassen, bis
sich das Deckglas leicht ablésen lasst und das Eindeckmedium Eukitt weitgehend
abgewaschen werden kann. AnschlieRend werden die Objekttrager in frisches Xylol

umgesetzt. Dies fiihrt zum Entfernen eventuell verbliebener Reste des Eindeckmediums.

Schritte 4 bis 6: Zur Uberfithrung in ein wissriges Milieu folgt eine absteigende Alkoholreihe,
je zwei Inkubationen bei 100%, zwei bei 96% und zwei bei 80% Ethanol. Ethanol 100% dient
der Entfernung des Xylols . Damit die Farbung im wéssrigen Milieu fortgefiihrt werden kann
und keine Zellen abschwimmen, wird der Alkoholgehalt langsam verringert. Im Ethanol
100% verbleiben die Objekttrager je zehn Minuten, in den beiden anderen Konzentrationen
jeweils 5 Minuten, so dass die Ethanol-Reihe insgesamt 40 Minuten beansprucht. Die

Kiivetten miissen jede Woche erneuert werden, da Alkohol verdunstet.

Schritt 7: Entfadrbung der nach Papanicolaou oder MGG vorgefarbten Ausstrichpraparate mit
einer Kombination aus 0,5% HCL mit 70% Ethanol fiir 15 Minuten. An dieser Stelle ist es
ratsam, die Pepsinlésung anzusetzen. Die Pepsin Gebrauchslosung 0,2% sollte nach Ansetzen
im Warmeschrank bei 37°C aufbewahrt werden. Von der angefertigten Gebrauchslosung

reichen 5 ml fiir ungefahr vier Objekttrager.

Schritt 8: Die Objekttrager werden fiir 5 Minuten in eine Kiivette mit Wasser gestellt. In
diesem Waschschritt werden die Chemikalien entfernt und deren Reaktionen gestoppt. [90]

Auflerdem dient dies zur Anpassung an das folgende wassrige Milieu.

Schritt 9: Bei Schritt neun wird die DNA in 2x SSC im vorgewarmten Wasserbad bei 73°C fiir

5 Minuten erneut gewaschen und denaturiert.
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Schritt 10: Durch Einwirkung von Pepsin werden zellulire Proteine verdaut. [90] Die
Kernmembran wird durchlédssiger und restliche Gewebebestandteile des Punktats kénnen
leichter entfernt werden. Nach Entnahme der Objekttrager aus dem Wasserbad wird die
zuvor bei 37°C gelagerte 0,2%ige Pepsinlosung auf die horizontal gelegten Objekttrager
gegeben und diese fiir 15 Minuten im Warmeschrank bei 37°C inkubiert. Diese Zeit sollte zur
Vermeidung eines Uber- oder Unterverdaus méglichst exakt eingehalten werden. Die
Inkubation geschieht in einen Kasten mit feuchtem Milieu. Das bedeutet, dass unter den
Objekttragern mit Wasser angefeuchtete Kosmetiktiicher platziert werden, dargestellt in

Abb. 5. Zu diesem Zeitpunkt wird die Heizplatte eingeschaltet.

Abb. 5 Kasten mit feuchtem Milieu

Schritt 11 bis 13: Die Objekttrager werden jeweils in phosphatgepufferter Salzlésung (PBS)
bei Raumtemperatur fiir 5 Minuten gewaschen. PBS neutralisiert und spiilt die Praparate, um
die Pepsinreaktion zu stoppen. Schritt 12 enthdlt zur Fixierung zusétzlich 1% Formalin in
PBS. Eine Inkubation erfolgt ebenfalls bei Raumtemperatur fiir 5 Minuten. Zu diesem
Zeitpunkt wird die Hybridisierungssonde vorbereitet. Der Puffer und die Sonde werden
langsam bei Raumtemperatur erwadrmt. Als Puffer wird der LSI/WCP-Puffer verwendet, da
der verwendete UroVysion-Sondenmix eine Kombination aus Lokus-spezifischen (LSI)- und
Zentromer Sonden (CEP)enthalt. Nach Auftauen des Puffers und der Sonde sollten diese kurz
durchmischt (Vortexer) und zentrifugiert werden. Im Hybridisierungsmix sind LSI/WCP-
Puffer, Aqua dest. und die DNA Sonden enthalten. Wir haben eine Verdiinnung der Sonden
von 1:10 verwendet. Die benotigte Menge des Hybridisierungsmixes richtet sich nach der
bendtigten Flache des zu hybridisierenden Bereiches. Bei einer Grofie von 18x18mm wird
7ul, bei 15x15mm 5ul, bei 12x12mm 4ul, bei 12mm im Durchmesser 3ul und bei 10mm im

Durchmesser wird 2ul Hybridisierungsmix benotigt.

Schritt 14: Inkubation in einer aufsteigenden Alkoholreihe mit 70%, 80% und 100% Ethanol

fiir jeweils 2 Minuten. Dabei wird den Praparaten Wasser entzogen.

Schritt 15: Trocknen der Objekttrager fiir ca. 2 Minuten bei Raumtemperatur. Verbliebene

Flissigkeit am Objekttragerrand wird vorsichtig mit einem Kosmetiktuch entfernt.
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Schritt 16 bis 19: Nun wird der Hybridisierungsmix hinzu pipettiert. Ab jetzt miissen die
Objekttrager vor Licht geschiitzt werden. Das Deckglas wird luftblasenfrei aufgelegt und mit
Fixogum (Montagekleber, Hersteller Marabu) abgedichtet, um das Praparat vor
Austrocknung zu schiitzen. Das Antrocknen des Fixogums geschieht fiir 5 Minuten im
Warmeschrank bei 37°C. Anschlief3end wird die DNA durch Platzieren des Objekttragers auf

einer Heizplatte bei 73°C fiir 10 Minuten denaturiert.

Schritt 20: Hybridisierung der FISH-Sonden mit der DNA des Untersuchungsmaterials fiir 14-

16 Stunden tiber Nacht bei 37°C im Warmeschrank und feuchter Kammer.

Tag zwei des Laborprotokolls beginnt erneut mit dem Vorwarmen des Wasserbades auf 73°C
und der Uberpriifung der Temperatur des Wiarmeschrankes, welche 37°C sein soll. Simtliche
weiteren Schritte sollten ebenfalls lichtgeschiitzt zur Vermeidung einer Schwachung der

Fluoreszenz durchgefiihrt werden.

Schritt 21: Bevor die Praparate weiterbearbeitet werden konnen, wird das Fixogum von den

Objekttragern durch Abziehen mit einer Pinzette entfernt.

Schritt 22 bis 24: Es wird 0,1% Nonoxynol-40 (NP-40) verwendet. Es dientals Detergens zum
Entfernen nicht gebundener Sonde und Fixogum-Resten. Zunachst werden die Objekttrager
fir ca. 5 Minuten in 0,4xSSC-Puffer mit 0,1% NP-40 bei Raumtemperatur in einem
abgedunkelten Gefafd inkubiert, bis sich das Deckglas abgeldst hat. Anschlieféend wird
ebenfalls mit 0,4xSSC-Puffer mit 0,1% NP-40 bei 73°C im vorgeheizten Wasserbad fiir 2
Minuten intensiviert gewaschen. Dieser Schritt sollte so exakt wie moglich eingehalten
werden. Danach erfolgt ein erneuter Waschschritt mit 0,4xSSC-Puffer mit 0,1% NP-40 fiir 2

Minuten bei Raumtemperatur.

Schritte 25 bis 30: Zunidchst werden die Objekttrager fiir drei bis fiinf Sekunden in einer
Kiivette in Aqua dest. bei Raumtemperatur gespiilt, um Salze zu entfernen. Danach trocknen
die Praparate fiir zwei Minuten bei Raumtemperatur. Eventuell verbliebene Fliissigkeit am
Objekttragerrand wird mit einem Tuch entfernt. Auf die Objekttrager wird ein Tropfen des
Fluoreszenzfarbstoffes 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) gegeben und ein Deckglas
aufgelegt, welches nahezu den gesamten Objekttrdger mit Ausnahme des Mattrandes
bedeckt. Um ein Verrutschen zu verhindern, wird das Deckglas an den seitlichen Rdndern mit
Fixogum fixiert. Die Praparate werden nun bis zum Mikroskopieren bei 4°C im Dunkeln
gelagert. Es empfiehlt sich erfahrungsgemaf}, mindestens etwa vier Stunden zu warten, da
sich die Fluoreszenz mit der Zeit intensiviert. Infolgedessen ist es sinnvoll, mit der

Auswertung der Praparate gegebenenfalls erst am Folgetag zu beginnen.
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2.4.4 Auswertung der FISH Praparate

Die Detektion von DNA-Sequenzen in Interphase-Chromosomen mittels direkt mit einem
Fluoreszenz-Farbstoff markierter RNA- oder DNA-Sonden wurde bereits Anfang der 80er
Jahre des 20. Jahrhunderts entwickelt. [7] Hierbei geschieht die Visualisierung nach
Hybridisierung der markierten einzelstrangigen Nukleinsdure an einer Zielsequenz durch
Anregung des Fluoreszenz-Farbstoffes mit Licht einer definierten Wellenlange. Im Rahmen
der Relaxation wird Licht mit gréfierer, aber ebenso definierter Wellenldnge emittiert. Das
benoétigte Licht wurde mittels Quecksilberdampf-Lampe erzeugt und je nach zu
detektierender FISH-Sonde entsprechend der zur Anregung sowie Detektion bendétigten
Wellenldngen gefiltert. Die Objekttrager werden mit Hilfe eines Fluoreszenz-Mikroskops
untersucht. Es wurden fiinf verschiedene Filter entsprechend der verwendeten
Fluoreszenzfarbstoffe Spectrum Green, Spectrum Red, Spectrum Gold, Spectrum Aqua
(Axiolmager M1, Zeiss AG, Jena) sowie ein Filter zur Visualisierung der DAPI-Fluoreszenz
verwendet. DAPI stellt Nukleinsduren dar, dient zur Darstellung der Zellkernstruktur und
damit zur Detektion von morphologisch auffalligen Zellkernen. In Pankreaspunktaten sind
sehr oft normale duktale Epithelien oder auch aziniare Pankreasepithelien untermischt, die
mit Hilfe der DAPI-Farbung von morphologisch auffilligen Zellkernen abgegrenzt werden
konnen. Auffillig sind hierbei z.B. Kernvergroflerungen und -entrundungen, vermehrte

Fluoreszenz, eine inhomogene Chromatinstruktur oder Nukleolen.

Vor dem Mikroskopieren sollte wenige Minuten gewartet werden, bis sich die Objekttrager
auf Raumtemperatur erwiarmt haben. Die Priparate werden systematisch mit einem 63x Ol-
Objektiv untersucht. Dabei ist es ratsam, an einem Randbereich zu starten und das Praparat
Zeile fur Zeile zu durchmustern. Die zytologisch auffalligen Stellen, die zuvor markiert und
fotokopiert wurden, bieten fiir das Auffinden der verdachtigen Bereiche eine Hilfestellung.
Wenn in der Ubersicht ein morphologisch atypischer Zellkern aufgefunden wurde, wird
dieser mit allen Einzelfiltern ggf. unter dem 100x Ol-Objektiv untersucht und die jeweilige
Anzahl der Fluoreszenzsignale notiert. Unauffillige Zellen zeigen eine Disomie mit jeweils
zwei Fluoreszenzsignalen einer Farbe (siehe Abb. 6 (1)). Eine korrekte FISH-Farbung wurde
jeweils anhand von unauffilligen im Untersuchungsmaterial enthaltenen diploiden Zellen,

wie normalen duktalen Epithelien oder Entziindungszellen tiberpriift.

Es wurden mehrere diagnostische Kriterien untersucht: Chromosomale Aneuploidie,
Trisomie und Polysomie des Chromosoms 7 und eine Deletion von 9p21. Eine chromosomale
Aneusomie ist ein Hinweis fiir ein Ungleichgewicht der Kopienzahl der untersuchten
chromosomalen Regionen. Physiologisch wire dies zum Beispiel in der S-Phase des
Zellzyklus, wenn die DNA bereits einiger aber noch nicht aller Chromosomen verdoppelt ist.
Sie kann aber auch bei maligner Transformation einer Zelle auftreten und wird fiir die eigene
Arbeit in Anlehnung an bereits publizierte Kriterien definiert, sobald mehr als zwei
Fluoreszenzsignale einer Farbe in einem Zellkern erscheinen und dies der Fall bei

mindestens zwei der vier Sonden ist [62] (siehe Abb. 7).
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(2)

Abb. 6 Beispiele von fluoreszenz-markierten Zellkernen der eigenen Serie: (1) Disomie
(UP87), 63x Ol-Immersionsobjektiv (2) Tetrasomie (UP39), 100x Ol-immersionsobjektiv

(3) 4)

Abb. 7 Beispiele von fluoreszenz-markierten Zellkernen der eigenen Serie: (3) drei Zellkerne
mit Aneusomie, 63x (")l-lmmersionsobjektiv, (4) ein Zellkern mit Aneusomie im Detail, 100x
Ol-Immersionsobjektiv

Da dies wie oben gesagt auch in der S-Phase des Zellzyklus vorkommen kann, reicht in der
Regel nicht die Detektion von einer chromosomal aneuploiden Zelle fiir eine maligne
Transformation, sondern es werden hierfiir meist mehrere Zellen benotigt. In der Literatur
wird haufig ein positives Ergebnis bei einer Amplifikation von zwei der vier untersuchten
Zielregionen in mindestens fiinf Zellkernen gewertet. [37][70] Auch in der eigenen Arbeit ist
dies einer der errechneten Grenzwerte mit guter Treffsicherheit. Siehe hierzu ,3.4.1
Treffsicherheiten der FISH fiir Pankreaskarzinome bei verschiedenen Grenzwerten
aneuploider Zellen“. Berechnet wird der optimale Grenzwert mit Hilfe einer ROC Kurve sowie
durch den Youden-Index (vgl. Kapitel 2.7). Fiir die Bestimmung des Cut-Off wurden, wenn

moglich 60, mindestens jedoch 25 morphologisch auffallige Zellkerne ausgezahlt.
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Ebenfalls wird in der eigenen Arbeit das positive FISH-Ergebnis bei einer Anzahl der Kopien
des Chromosoms 7 von =23 (Trisomie) oder =24 (Polysomie) in =10 Zellkernen
untersucht.[4][70]

Sekundar, nach Abschluss der primadren Datenerhebung, wurde anhand der Rohdaten aus
den Auszahlprotokollen der FISH eine Auswertung der homozygoten, heterozygoten und
relativen Deletion des Chromosom 9p21 von der wissenschaftlichen Mitarbeiterin des
Funktionsbereichs Zytopathologie der Uniklinik Diisseldorf Frau Isabela Karoline de Santana
Almeida Araujo durchgefiihrt. Eine homozygote Deletion ist definiert als das Fehlen von
Fluoreszenzsignalen der Sonde fiir 9p21 in einem Zellkern und eine heterozygote Deletion
als das Vorliegen eines Fluoreszenzsignals. Eine relative Deletion ist definiert als das
Vorliegen von weniger Fluoreszenzsignalen, verglichen mit der durchschnittlichen
Kopienzahl der 3 iibrigen Sonden im UroVysion Sondenmix. Letzteres Kriterium wurde von
Zellweger et al. 2006 [117], der dies fir Urothelkarzinome untersuchte, vorgeschlagen. Bei
der Untersuchung der Aneuploidie ist auch bei der FISH die in einigen Organen physiologisch
oder z.B. im Rahmen von entziindlichen oder regenerativen Prozessen vorkommende
euploide  Polyploidisierung  zur  Vermeidung falsch-positiver = Diagnosen im
Auswertungsalgorithmus zu berticksichtigen. [9] [93] Diese bezeichnet die ggf. mehrfache
Verdopplung vollstindiger Chromosomensatze, z.B. Tetrasomie oder Oktasomie. Bei einer
Tetrasomie beispielsweise lassen sich, iibertragen auf die Untersuchung von nur vier
chromosomalen Regionen mittels der UroVysion Sonde, jeweils vier Fluoreszenzsignale einer
Farbe detektieren, z.B. 4-4-4-4. Es wird hier zur Vermeidung von falsch-positiven Resultaten
durch gesplittete oder tiberlagerte Signale eine Abweichung bei einer Sonde toleriert, z.B. 4-
4-4-3 (siehe Abb. 6 (2)) oder 4-5-4-4 (vgl. auch Schramm et al 2011 [93]). Derartige Muster

werden daher nicht als chromosomal aneuploid gewertet.

In einigen Fallen wurde das Praparat wiederholt durch einen anderen Untersucher (Frau
Marietta Kazimirek oder Dr. Martin Schramm) bewertet, um Unsicherheiten aufzulosen. Bei
Diskrepanz wurde ein drittes Mal mikroskopiert und beziiglich des endgiiltigen Ergebnisses

eine Mehrheitsentscheidung getroffen.

2.5 Klinisches Follow-Up

Das Kklinische Follow-Up wurde mit zwei verschiedenen Arten von Fragebogen (siehe Anhang

6.1 und 6.2) durchgefiihrt. Die Kliniken, die im direkten Umfeld lagen, wurden um Einsicht in
die Patientenakten vor Ort gebeten. Den Kliniken, die weiter entfernt lagen, wurde ein
Fragebogen mit der Bitte um Riicklauf zugesandt. Hierbei wurden verschiedene Aspekte
beziiglich Erkrankungen des Pankreas erfragt: so zum Beispiel die Symptome vor Punktion,
Allgemeinzustand des Patienten, Krankengeschichte, Risikofaktoren, bisher erfolgte
klinische Diagnostik, bisherige histologische bzw. zytologische Abklarung und der weitere

Krankheitsverlauf, aber auch Alter und Geschlecht des Patienten.
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Der Zeitpunkt der Erhebung des Follow-ups lag frithestens sechs Monate nach der
zytologischen Untersuchung. Insbesondere bei den Punktaten ohne Tumornachweis wurde
aber ein zusatzliches, angemessenes Zeitintervall der klinischen Nachbeobachtung von
weiteren drei Monaten gewahlt, um einen malignen Tumor, welcher sich bei den haufigsten
zu erwartenden, hochmalignen Entititen des duktalen Pankreaskarzinoms und des

Gallengangskarzinoms in diesem Zeitintervall sicher manifestiert hatte, auszuschliefden.

Zur klinischen Symptomatik vor Punktion wurde erfragt, mit welchen Beschwerden der
Patient in das Krankenhaus kam, ob gravierende Vorerkrankungen bestanden haben und
welche Therapien, z.B. Zytostatika, der Patient bis dahin erhalten hat. Dazu gehorte auch die
Frage nach Nikotin- oder Alkoholkonsum, da dies Risikofaktoren fiir das Auftreten des

Pankreaskarzinoms sind. [3]

Fiir die klinische Abklarung wurde die Art der Diagnostik, z.B. CT, MRT oder
Endosonographie, und der dabei festgestellte Befund mit Lage und Grofie der Lasion

dokumentiert.

Falls neben dem Befundbericht der zytologischen Punktion noch ein histologischer Befund
vorlag, wurde dieser mit der zytologischen Diagnose verglichen. Auch Zytologiebefunde,
welche nicht in der Zytopathologie des Universititsklinikums Diisseldorf untersucht wurden,
dienten zur Uberpriifung der Diagnose. Bei der Histologie wurde zusitzlich die Art der
Gewinnung der Probe erfragt: ob durch Punktion, mittels Stanzbiopsie oder operativ. Wenn
Ergebnisse adjuvanter zytologischer ~Methoden, wie DNA-Bildzytometrie oder
Immunzytochemie, vorlagen, flossen diese ebenfalls in das Follow-up ein. Zur Bewertung der
Treffsicherheit der Zytologie wurde ausschlieRlich die konventionelle, rein mikroskopische

Zytologie verwendet.

Fir die Befundung von zytologischen Praparaten ist es hilfreich zu wissen, ob
Komplikationen bei der Punktion aufgetreten sind. Blutungen kénnen beispielsweise das

Auffinden von Tumorzellen im Ausstrich erschweren.

Beziiglich des weiteren Krankheitsverlaufs ging es neben dem Erfragen des
Allgemeinzustands des Patienten und Staging der Tumorerkrankung, auch um die Frage der
Therapie. Wurde z.B. der Tumor chirurgisch angegangen oder konnte nur eine palliative

Therapie durchgefiihrt werden.

Der Allgemeinzustand des Patienten kann einen Hinweis auf das Vorliegen eines malignen
Tumors geben. Der Verlauf wére in diesem Fall progredient und ginge gegebenenfalls mit
einer deutlichen Verschlechterung des Gesundheitszustandes einher. Umgekehrt kann die
fehlende rasche Verschlechterung des klinischen Verlaufes ein Hinweis auf eine benigne

Erkrankung sein, wie z.B. der chronischen Pankreatitis.

Lag ein histologischer Befund vor, konnte zusatzlich die histogenetische Klassifikation der

zytologischen Tumordiagnose liberpriift werden.
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Insgesamt wurden diese Daten aus der Datenbank ,Medico“ der Uniklinik Diisseldorf sowie
anhand der Patientenakten externer Krankenhiuser im Rahmen der medizinischen

Doktorarbeit erhoben.

2.6 Referenzstandard

Ziel der Datenerhebung des klinischen Verlaufs war die Ermittlung eines Referenzstandards

fiir die Beurteilung der Treffsicherheit der zytologischen- und FISH-Diagnostik.

Der positive Referenzstandard definiert sich dadurch, dass der zytologische Befund
beziiglich der Diagnose eines malignen Tumors dem positiven, operativ oder bioptisch
erhaltenen, histologischen Praparat entspricht. Dabei durfte die maximale Zeitdifferenz
zwischen der Gewinnung der Zytologie und der zum Vergleich herangezogenen Histologie 6
Monate nicht iiberschreiten. Eine Tumorpositive zytologische Diagnose in Zusammenhang
mit dazu passendem klinischen Verlauf wurde ebenfalls als ausreichend valide angesehen.
Dieses Kriterium ist dann sinnvoll, wenn aufgrund einer insgesamt palliativen Situation keine

histologische, insbesondere operative Sicherung der Diagnose mehr erfolgte.

«

Der negative Referenzstandard definiert sich durch die zytologische Diagnose ,negativ
plus Ubereinstimmung mit dem klinischen Gesamtbild oder durch ein Tumor-negatives

Follow-Up wéhrend des oben genannten Zeitraumes (9 Monate).

2.7 Statistische Auswertung

Die Treffsicherheit der zytologischen Diagnostik sowie der Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung erfolgte mittels deskriptiver Statistik. Fiir Zytologie und FISH wurden
Sensitivitat, Spezifitit, positiver pradiktiver Wert und negativer pradiktiver Wert angegeben.
Zusatzlich wurde fiir die FISH die fiir eine tumorpositive Diagnose erforderliche Zahl der
Zellkerne mit Aneusomie in einem Praparat ermittelt (Cut-Off). Dies geschah mit Ermittlung

der Youden-Indizes sowie mit Hilfe der Receiver Operating Characteristic (ROC) Kurve.

Sensitivitdt, Spezifitit, positiv pradiktiver Wert und negativ pradiktiver Wert sind
Kenngrofien, welche mit Hilfe einer Vierfeldertafel berechnet werden konnen. Hierbei ist es
moglich, einen Test mit einem Referenzstandard zu vergleichen. Dabei werden die wahren
Testergebnisse den Fehldiagnosen gegeniibergestellt. Das Testergebnis wird tiblicherweise
in den Zeilen wiedergegeben, die tatsdchliche klinische Situation in den Spalten. Feld a zeigt
die richtig positiven, Feld d die richtig negativen, Feld b die falsch positiven und Feld c die
falsch negativen Diagnosen (vgl. Tabelle 9). [38]
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Tatsidchlicher klinischer Zustand (Referenzstandard)

“ krank gesund
'
n g
% positiv a b a+b
3
s
3 negativ c d c+d
=
a+c b+d

Tabelle 9 Allgemeine Darstellung einer Vierfeldertafel [38]

Die Sensitivitat beschreibt die Wahrscheinlichkeit, dass ein Erkrankter als krank erfasst wird.
Berechnet wird dieser Wert, indem die Anzahl aller richtig als krank diagnostizierten

Patienten durch die Summe aller Erkrankten geteilt wird. (Sensitivitat=a/(a+c)) [38]

Die Spezifitit beschreibt, welcher Anteil der gesunden Patienten als gesund erkannt wird.
Hierfiir wird die Anzahl der richtig als gesund erkannten Patienten durch die Summe der
Gesunden geteilt. (Spezifitit=d/(b+d)) [38]

Mit welcher Wahrscheinlichkeit ein Testergebnis dem tatsachlichen klinischen Zustand
entspricht, wird mit Hilfe des pradiktiven Wertes berechnet. Man unterscheidet den
positiven pradiktiven Wert und den negativen pradiktiven Wert. Der positive pradiktive Wert
(PPV) gibt an, wie viele Patienten mit einem positiven Testergebnis tatsachlich erkrankt sind
(PPV=a/(a+b)). Wie viele Patienten mit einem negativen Testergebnis tatsichlich gesund
sind, zeigt der negative pradiktive Wert (NPV=d/(c+d)). [38]

Bei der Receiver Operating Characteristic (ROC) handelt es sich um ein Verfahren, welches
durch einen individuell gesetzten Schwellenwert die erfassten Merkmale in positiv und
negativ trennt. Fiir diesen Schwellenwert wird die jeweilige Sensitivitit und Spezifitit
berechnet. [108] Man tragt in einem Koordinatensystem die Rate der falsch positiven
Diagnosen, 1-Spezifitdt, auf der X-Achse gegen die Rate der richtig positiven Diagnosen,
Sensitivitat, auf der Y-Achse auf. Durch das Eintragen der Wertepaare jedes angenommenen
Schwellenwerts erhalt man eine ROC Kurve. [108] Optimaler Weise verlauft die ROC Kurve
so nah wie moglich entlang der linken oberen Ecke des Koordinatensystems, da in diesem
Fall die Differenzierung durch einen Test am zutreffendsten ist. [42] Die Sensitivitit und
Spezifitat liegen in diesem Fall bei nahezu 100%. Eine ROC Kurve, die entlang der Diagonalen
des Koordinatensystems verlauft, entspricht der Ratewahrscheinlichkeit, was bedeutet, dass
der gewdhlte Schwellenwert keinen diagnostischen Wert hat. [27] Um einen diagnostischen
Test zu quantifizieren, kann man sich zum einen die Flache unter der ROC Kurve, area under
the curve (AUC), zu Nutzen machen, zum anderen ist es moglich, den Youden-Index zu
berechnen. Bei der AUC zeigt ein Wert von 0,5, dass das Testverfahren nicht besser als der
Zufall ist. Ein optimaler Wert von 1 kann nur erreicht werden, wenn falsche Befunde

ausgeschlossen wurden. [102] [108] Beim Youden-Index wird das optimale Verhéltnis
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zwischen Sensitivitdt und Spezifitdt objektiv berechnet. Der bestmogliche Grenzwert zeigt
eine hohe Sensitivitit sowie gleichzeitig eine hohe Spezifitit. Hierbei wird die berechnete
Sensitivitdt mit der Spezifitit addiert und eins subtrahiert (Youden-Index = Sensitivitat +
Spezifitat -1). Er wird fiir den jeweils gewahlten Schwellenwert einzeln berechnet und sollte
moglichst nahe der Eins liegen. [88][91][115] In unserer Studie wurde zur Objektivierung

der Ergebnisse der Youden-Index genutzt.

Zur Ermittlung des jeweils "richtigen" Schwellenwertes, miissen die therapeutischen und
klinischen Konsequenzen des diagnostischen Tests sowie ggf. auch der Einsatz einer
Kombination von Tests beriicksichtigt werden. Auf eine hohe Sensitivitat sollte geachtet
werden, wenn es sich um eine Erkrankung mit schwerwiegenden Folgen handelt, es gute und
sichere Therapieverfahren gibt und falsch positive Ergebnisse ohne grofen Aufwand und
psychische Belastung fiir den Patienten geklart werden konnen. Aufderdem kann ein Test mit
hoher Sensitivitit als Suchtest eingesetzt werden. Auf eine hohe Spezifitit sollte man im
Gegenzug achten, wenn es fiir die diagnostizierte Erkrankung keine ausreichenden
Therapiemoglichkeiten gibt und Folgeuntersuchungen mit groféen psychischen Belastungen
verbunden wiren. Ein Test mit hoher Spezifitit eignet sich auch als Bestitigungstest. Ein
optimaler Schwellenwert zeichnet sich nicht nur durch reine Wahrscheinlichkeitstheorien
aus, sondern benétigt auch ethische und medizinische Uberlegungen hinsichtlich der

Konsequenzen. [108]

Flr die eigene statistische Auswertung wurde Microsoft Excel 2011 fiir Mac genutzt. Zur
Analyse der 9p21-Deletion sowie damit zusammenhdngenden kombinierten Auswertungen
wurde von Frau de Santana Almeida Araujo das Programm SPSS Statistics (v.25, IBM Inc,,
Deutschland) verwendet (siehe auch Kapitel ,2.2 Abgrenzung der eigenen Leistung“). Das

Signifikanzniveau wurde auf p < 0.05 gesetzt.
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3 Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde die Treffsicherheit der zytologischen Diagnostik sowie der
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung von endosonographisch gezielten Feinnadelpunktaten
des Pankreas zur Pankreaskarzinomdiagnostik durch Vergleich mit dem klinischen Verlauf

der Patienten untersucht.

3.1 Studienausschluss und Follow-up

Das Sichten der Krankenakten fiir das klinische Follow-Up wurde erst begonnen, nachdem
alle Praparate fiir die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung hybridisiert und mikroskopiert
worden waren. Durch ein Zeitintervall von mindestens neun Monaten nach zytologischer
Diagnostik fiir einen negativen Referenzstandard (vgl. Kapitel 2.6 Referenzstandard) wurde
sichergestellt, dass nachfolgende diagnostische Mafdnahmen in der Zwischenzeit weitgehend
abgeschlossen worden waren. Auflerdem kann davon ausgegangen werden, dass sich

innerhalb dieses Zeitintervalls ein pankreaseigenes Karzinom klinisch bestatigt hatte.

Die Darstellung des Studienverlaufs mit Angabe der Zahlen der endosonographischen
Punktionen und der daraus resultierenden Praparate erfolgt mittels eines STARD Diagramm
(Standards for Reporting of Diagnostic Accuracy), siehe Abb. 8. [24]

Eingeschlossen wurden 593 Feinnadelpunktate von soliden und zystischen,
tumorverdadchtigen Pankreasldsionen der Jahre 2011 und 2012 (vgl. Kapitel 2.1). Nur
mikroskopisch zellfreie Praparate oder Punktate von Zysten, bei denen keine Zellen der
Zystenauskleidung vorhanden waren, wurden von der Studie ausgeschlossen. Alle anderen
Punktate wurden zusatzlich mittels FISH untersucht. 7 waren nicht auswertbar, was zum

Studienausschluss fiihrte.

Flr einige Patienten und Praparate war es nicht moglich, ein Follow-Up zu erheben. Zunachst
fehlten Riickmeldungen zur Follow-Up-Befragung von zwei Einsendern. Aus diesen
Abteilungen stammte aber jeweils nur ein Prdparat der Studie. Des Weiteren konnte fiir
einige Patienten keine archivierte Akte mit ausreichenden Angaben gefunden werden. Dies
traf fiir elf Praparate zu. Insgesamt konnten deshalb 13 Prdparate nicht weiter ausgewertet

werden.
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FNAB von
tumorverdachtigen
Pankreas-L&sionen, n=593

Ausgeschlossene unzureichende
zytologische Praparate und
zellfreie Zystenflissigkeit

n=273

‘ Zytologische Diagnosen,

Sicher Tumorzell-
negativ, klinisch kein

Diagnostisch unklar,

Sicher Tumorzell-

Tumorverdacht, n=68 positiv, n=87
n=118
1 | |
‘ FISH ‘ FISH ‘ FISH ‘
Nicht auswertbar, Nicht auswertbar, Nicht auswertbar,
n=4 n=2 n=1
Follow-Up, Follow-Up, Follow-Up,
n=114 n=66 n=86
Kein Follow-Up Kein Follow-Up Kein Follow-Up
moglich, n=7 moglich, n=4 moglich, n=2
Kein Kein Kein
Referenzstandard Referenzstandard Referenzstandard
n=22 n=10 n=8
Referenzstandard Referenzstandard Referenzstandard
n=85 n=52 n=76
Maligner Maligner Maligner
Pankreastumor, Pankreastumor, Pankreastumor,
n=16 n=40 n=69

Kein maligner
Pankreastumor,
n=62

Sonstiges: NET,
Metastase, n=7

Kein maligner
Pankreastumor,
n=8

Sonstiges: NET,
Metastase, n=4

Kein maligner
Pankreastumor,
n=0

Sonstiges: NET,
Metastase, n=7

Abb. 8 Flussdiagramm der Priaparate der Studie (STARD-Diagramm)[24]
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Bei insgesamt 40 Praparaten war nach Einsicht der Krankenakten der vorab definierte
Referenzstandard nicht eindeutig bestimmbar. Diese Prdparate mussten ebenfalls
ausgeschlossen werden. Der haufigste Grund hierfiir war ein nicht ausreichend langer
Nachbeobachtungszeitraum (vgl. Kapitel 2.6 Referenzstandard), gefolgt von einer nicht

ausreichend zu beurteilenden Histologie ohne erneute Probenentnahme.

Vollstandig auswertbar waren 213 Punktate von insgesamt 201 Patienten. Bei einigen
Patienten wurden repetitive Punktionen durchgefithrt (vgl. Kapitel 3.4.5 Repetitive

Punktionen).

Bei 11 Punktaten handelte es sich um Metastasen im Pankreas und bei 7 Punktaten um
neuroendokrine Tumore. Fiir die Bestimmung der diagnostischen Treffsicherheit des
Pankreaskarzinoms werden sie daher nicht in die statistische Berechnung und die

tabellarischen Darstellungen einbezogen, sondern gesondert im Kapitel 3.7 beschrieben.

195 Punktate von Pankreaskarzinomen und benignen Pankreaserkrankungen konnten

letztendlich statistisch ausgewertet werden.

In Tabelle 10 sind Daten zu Symptomen, Vorerkrankungen und Risikofaktoren der
einbezogenen 201 Patienten dargestellt, soweit sie in den Krankenakten aufgefiihrt waren.

Nicht zu jedem Patienten waren hier Daten verfiigbar.
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insgesamt | kein Pankreas- NET Metastase
Malignom karzinom
;\;’éigltgr‘:r 201 61 122 7 11
aDl‘:gka]S:}}l‘g)tts 68,66 64,15 71,4 64 66,5
Symptome Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl
Ikterus 14 3 11 0 0
Rickonaussaabiond 13 ! 1 L 0
Gewichtsverlust 49 7 40 2 0
Vollegefiihl 75 17 55 3 0
A}lfféilligkeiten der Blutwerte (z.B. 9 3 5 1 0
Lipase, CA19-9, CEA)
Auffalligkeiten in der Bildgebung 33 12 16 3 2
2 illll i(iiiisgnostizierter Diabetes 6 2 3 0 1
Sonstige Symptome?) 49 15 28 2 4
Keine Angaben 31 11 15 1 3
Vorerkrankungen
Pankreatitiden 11 7 3 1 0
bekanntes Pankreaskarzinom 4 0 4 0 0
Leberzirrhose 7 2 4 0 1
Pankreasinsuffizienz 2 1 1 0 0
bekannte Zysten 12 6 5 0 1
bekannte Raumforderung des 5 5 0 0 0
Pankreas oder bekannte IPMN
Keine Angaben 166 42 109 6 8
Risikofaktoren
Rauchen 32 12 18 1 1
Alkohol 12 9 3 0 0
Keine Angaben 153 41 96 6 9

1) sonstige Symptome: Oberbauchschmerzen, Unterbauchschmerzen, Obstipationen, Diarrhoen, Erbrechen, Dyspnoe,
Schwellung eines Beines, B-Symptomatik (Fieber, Nachtschweif3, Gewichtsverlust), Appetitlosigkeit, Himatemesis,
erneute FNAP, unklare Leberraumforderungen

Tabelle 10 Angaben zum Patientenkollektiv, soweit aus den Krankenakten zu erhalten.
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3.2 Treffsicherheit der Zytologie von
Pankreaskarzinomen

In der folgenden Statistik werden die 195 Praparate von Pankreaskarzinomen und benignen
Pankreaserkrankungen ausgewertet, fliir welche sowohl Daten aus der FISH-Untersuchung
und dem Follow-Up vorlagen. Wahrend die eindeutig tumorpositiven oder -negativen
Diagnosegruppen in der statistischen Auswertung keine Probleme bereiten, kénnen die
diagnostisch unklaren Diagnosegruppen "dringender Verdacht" und "zweifelhaft" auf
verschiedene Arten statistisch positiv oder negativ abgebildet werden. Die Verteilung der

tatsachlichen zytologischen Diagnosen ist dargestellt in Abb. 9.

Tataséchliche zytologische Diagnosen (n=195)

H negativ
m zweifelhaft
u dringender Verdacht

H Positiv

Abb. 9 Verteilung der tatsichlichen zytologischen Diagnosen

Qualitative Tatsachliche Qualitative Tatsachliche Qualitative Tatsachliche
Diagnose Diagnosegruppe Diagnose Diagnosegruppe Diagnose Diagnosegruppe
negativ (126) | negativ (78) negativ (78) negativ (78) negativ (91) negativ (78)
zweifelhaft (13) zweifelhaft (13) zweifelhaft (13)
dringender dringender dringender
Verdacht (35) Verdacht (35) Verdacht (35)
- positiv (69) positiv (69) positiv (69)

Absolute Zahlen in Klammern.

Tabelle 11 Drei Methoden der statistischen Auswertung der zytologischen Diagnosen durch
Dichitomisierung (n=195)

Es gibt drei Moglichkeiten zur Dichitomisierung, welche in Tabelle 11 dargestellt sind.
Entweder werden alle unklaren Diagnosen statistisch den negativen zugeordnet, oder alle
unklaren Diagnosen werden den positiven zugeordnet, oder aber die zweifelhaften
Diagnosen werden den negativen und die dringend verdachtigen den positiven Diagnosen
zugeordnet.
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Entsprechend der Intention eines Suchtestes der Zytologie sollte die Sensitivitdt moglichst
hoch sein. Um dies zu erreichen, sollten alle Zytologien ab einem zweifelhaften Befund einer
qualitativ positiven Zytologie zugeordnet werden, vergleiche Tabelle 11 mittlerer Bereich.
Fiir die beschriebene Dichitomisierung ergibt sich eine Sensitivitit von 87,2% und eine
Spezifitat von 88,57%. Im Vergleich zu den anderen beiden Varianten liegt die Sensitivitat bei
dieser Methode am hochsten. Wenn nur die positiven Zytologien zu den qualitativ positiven
Zytologien gezahlt werden, liegt die Sensitivitat bei 55% und die Spezifitat bei 100%. In einer
Aufteilung, bei der die negativen und zweifelhaften Zytologien die qualitativ negativen
Zytologien darstellen und die dringend verdachtigen und positiven Zytologien die qualitativ
positiven Zytologien, liegt die Sensitivitit bei 82,4% und die Spezifitit bei 98,57%. Ubersicht
der Ergebnisse in Tabelle 12.

Da die Zytologie initial als Suchtest mit einer moglichst hohen Sensitivitat durchgefiihrt wird,
sollte die weitergehende Untersuchung der Prdparate mit Hilfe der FISH dann ein
Bestdtigungstest mit einer moglichst hohen Spezifitat ergeben. Details siehe unter Kapitel

»3.4 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung".

Tatsachliche | Kklinische Qualitative |Klinische Qualitative | Kklinische Qualitative |Kklinische
Zytologie Diagnose Zytologie Diagnose Zytologie Diagnose Zytologie Diagnose
negativ (78) negativ (62) |negativ negativ (70) | negativ (78) | negativ (62) |negativ (91) | negativ (69)
(126)
positiv (16) positiv (56) positiv (16) positiv (22)
zweifelhaft negativ (7) positiv negativ (8)
(13) (117)
positiv (6) positiv
(109)
dringender negativ (1) positiv negativ (1)
Verdacht (35) (104)
positiv (34) positiv
(103)
positiv (69) negativ (0) | positiv (69) | negativ (0)
positiv (69) positiv (69)
o o 0
Absolute Zahlen in Sensitivitat 55% | Sensitivitat 87,20% | Sensitivitat 82,40%
Klammern. (69/125) (109/125) (103/125)
Spezifitit 100% Spezifitat 88,57% Spezifitat 98,57%
(70/70) (62/70) (69/70)
PPV 100% PPV 93,16% PPV 99,04%
(69/69) (109/117) (103/104)
NPV 55,56% NPV 79,49% NPV 75,82%
(70/126) (62/78) (69/91)

Tabelle 12 Treffsicherheiten der Zytologie nach Dichitomisierung im Vergleich zur
abschliefRenden klinischen Diagnose (n=195)
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3.3 Entnahmeorte der zytologischen Praparate

Angaben iiber die Lokalisation der 195 ausgewerteten Pankreaspunktate fanden sich auf den

Einsendescheinen fiir die Zytologie der Uniklinik Diisseldorf.

Ohne nahere Angaben liber den Entnahmeort waren 115 Pradparate. Aus dem Bereich des
Pankreaskopfes stammten 39 Prdparate, 20%, aus dem Pankreaskorpus stammten 7
Praparate, 3,6%, aus dem Pankreasschwanz stammten 13 Praparate, 6,7%. Ein Praparat war
sowohl mit Pankreaskopf als auch mit Pankreasschwanz gekennzeichnet. Bei insgesamt 20
Praparaten handelte es sich um Punktate zystischer Pankreastumoren, 10,3%. Darstellung in
Abb. 10.

Lokalisation der Punktionen

® Pankreaskopf

m Pankreaskorpus
u Pankreasschwanz

® ohne nihere
Bezeichnung

m Pankreaszyste

Abb. 10 Angaben iiber die Lokalisation der Pankreaspunktate fiir die Zytopathologie der
eingeschlossenen 195 Praparate

3.4 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Um die Ergebnisse der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung zur Abgrenzung eines
Pankreaskarzinoms von einer benignen Pankreaserkrankung auswerten zu kénnen, wurde
zundchst anhand der ROC-Kurve und des Youden-Index die Sensitivitit und die Spezifitit bei

einer Reihe moglicher Grenzwerte aneuploider Zellen iiberpriift.

3.4.1 Treffsicherheiten der FISH fiir Pankreaskarzinome bei

verschiedenen Grenzwerten aneuploider Zellen

Um eine Diagnose im Sinne einer malignen Transformation in der Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung stellen zu konnen, muss zundchst ein Cut-Off Wert fiir die Anzahl der hierfiir
erforderlichen chromosomal aneuploiden Zellkerne festgelegt werden. Dazu wurde die

Anzahl an aneuploiden Zellkernen fiir die Werte 1 - 10 untersucht. Fiir jeden Grenzwert
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wurde eine Vierfeldertafel erstellt und damit verbunden die Sensitivitat, Spezifitat, der
positive pradiktive Wert und der negative pradiktive Wert berechnet und in Tabelle 13 bis
Tabelle 22 dargestellt. Die Auswertung erfolgt anhand der 195 Praparate von

Pankreaskarzinomen und benignen Pankreaserkrankungen.

Der Vollstandigkeit halber wird fiir neuroendokrine Tumore (NET) und Metastasen im
Pankreas die Pravalenz am Ende des Kapitels angegeben, vergleiche Tabelle 23. Details zu

NET und Metastasen im Pankreas sind im Kapitel ,3.8 Sonderfille” zu finden.

Tabelle 13 zeigt die Ergebnisse fiir den Grenzwert eins. Das bedeutet, dass die Diagnose einer
malignen Transformation (hier Pankreaskarzinom) bereits bei einer im Praparat enthaltenen
chromosomal aneuploiden Zelle gestellt wiirde. In unserem Kollektiv hatten 70% (49/70)
der Gesunden eine nicht zutreffende Pankreaskarzinom-Diagnose. Die Rate an falsch
negativen Befunden liegt bei 6% (8/125).

Grenzwert
1 aneuploide Zelle krank | gesund Sensitivitat 94% (117/125)
Test pos. | 117 49 166 Spezifitit 30% (21/70)
Test neg. | 8 21 29 pos. prad. Wert 70% (117/166)
125 70 neg. prad. Wert 72% (21/29)
n=195

Tabelle 13 Vierfeldertafel fiir den Grenzwert mit einer aneuploiden Zelle mit Berechnung der
Sensitivitit, Spezifitit, dem positiven pradiktiven Wert und negativen pradiktiven Wert

Wenn der Grenzwert auf zwei erh6ht wird, andern sich die Ergebnisse, wie in Tabelle 14
dargestellt. Der Anteil an falsch positiven Féllen fallt auf 49% (34/70). Die Rate der falsch
negativen Fallen steigt auf 10% (12/125).

Grenzwert
2 aneuploide Zellen krank | gesund Sensitivitit 90% (113/125)
Test pos. | 113 34 147 Spezifitat 51% (36/70)
Testneg. | 12 36 48 pos. prad. Wert 77% (113/147)
125 70 neg. prad. Wert 75% (36/48)
n=195

Tabelle 14 Vierfeldertafel fiir den Grenzwert mit zwei aneuploiden Zellen

Tabelle 15 zeigt, wie sich die Werte bei einer Grenze von drei aneuploiden Zellen dndern.
Damit werden 24% (17/70) der Gesunden falsch positiv bewertet. Die Rate der falsch
negativen Diagnosen steigt auf 13% (16/125).
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Grenzwert
3 aneuploide Zellen krank | gesund Sensitivitit 87% (109/125)
Test pos. | 109 17 126 Spezifitit 76% (53/70)
Testneg. | 16 53 69 pos. prad. Wert 87% (109/126)
125 70 neg. prad. Wert 77% (53/69)
n=195

Tabelle 15 Vierfeldertafel fiir den Grenzwert mit drei aneuploiden Zellen

Bei einem Grenzwert von vier aneuploiden Zellkernen liegt die Rate der falsch negativen Félle
bei 13% (16/125). Falsch positive Diagnosen kommen bei 14% (10/70) der Gesunden vor.
Dargestellt in Tabelle 16.

Grenzwert
4 aneuploide Zellen krank | gesund Sensitivitat 87% (109/125)
Test pos. | 109 10 119 Spezifitit 86% (60/70)
Testneg. | 16 60 76 pos. prad. Wert 92% (109/119)
125 70 neg. prad. Wert 79% (60/76)
n=195

Tabelle 16 Vierfeldertafel fiir den Grenzwert mit vier aneuploiden Zellen

In Tabelle 17 sind die Ergebnisse fiir einen Grenzwert von fiinf aneuploiden Zellen
dargestellt. Die Rate der falsch positiven Diagnosen liegt bei 7% (5/70). Die Rate der
Erkrankten, die nicht erkannt wurden, liegt bei 16% (20/125).

Grenzwert
5 aneuploide Zellen krank | gesund Sensitivitit 84% (105/125)
Test pos. | 105 5 110 Spezifitat 93% (65/70)
Test neg. | 20 65 85 pos. prad. Wert 95% (105/110)
125 70 neg. prad. Wert 76% (65/85)
n=195

Tabelle 17 Vierfeldertafel fiir den Grenzwert mit fiinf aneuploiden Zellen

Wird der Grenzwert weiter auf sechs aneuploide Zellen erhoht, andern sich die Werte wie in
Tabelle 18 dargestellt. Die Rate der falsch negativen Félle steigt auf 18% (22/125). Die Rate
mit falsch positiver Diagnose fallt auf 6% (4/70).
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Grenzwert
6 aneuploide Zellen krank | gesund Sensitivitit 82% (103/125)
Test pos. | 103 4 107 Spezifitit 94% (66/70)
Test neg. | 22 66 88 pos. prad. Wert 96% (103/107)
125 70 neg. prad. Wert 75% (66/88)
n=195

Tabelle 18 Vierfeldertafel fiir den Grenzwert mit sechs aneuploiden Zellen

Tabelle 19 zeigt die Ergebnisse bei einem Grenzwert von sieben aneuploiden Zellkernen. Die
Rate der falsch positiven Falle liegt bei 4% (3/70). Die Rate der Erkrankten, die nicht erkannt
werden, bleibt mit 18% (22/125) gleich.

Grenzwert
7 aneuploide Zellen krank | gesund Sensitivitat 82% (103/125)
Test pos. | 103 3 106 Spezifitit 96% (67/70)
Test neg. | 22 67 89 pos. prad. Wert 97% (103/106)
125 70 neg. prad. Wert 75% (67/89)
n=195

Tabelle 19 Vierfeldertafel fiir den Grenzwert mit sieben aneuploiden Zellen

Bei einem Grenzwert von acht aneuploiden Zellkernen zeigen sich die in Tabelle 20
dargestellten Werte. Die Rate der falsch positiven liegt bei 3% (2/70). Die Rate der falsch
negativen steigt an auf 24% (30/125).

Grenzwert
8 aneuploide Zellen krank | gesund Sensitivitit 76% (95/125)
Test pos. | 95 2 97 Spezifitat 97% (68/70)
Test neg. | 30 68 98 pos. prad. Wert 98% (95/97)
125 70 neg. prad. Wert 69% (68/98)
n=195

Tabelle 20 Vierfeldertafel fiir den Grenzwert mit acht aneuploiden Zellen

In Tabelle 21 wurde ein Grenzwert von neun aneuploiden Zellen dargestellt. Falsch positive
Diagnosen ergeben sich bei 3% (2/70) der Gesunden. Die Anzahl der falsch negativen
Diagnosen steigt auf 28% (35/125).
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Grenzwert
9 aneuploide Zellen krank | gesund Sensitivitit 72% (90/125)
Test pos. | 90 2 92 Spezifitat 97% (68/70)
Test neg. | 35 68 103 pos. prad. Wert 98% (90/92)
125 70 neg. prad. Wert 66% (68/103)
n=195

Tabelle 21 Vierfeldertafel fiir den Grenzwert mit neun aneuploiden Zellen

Tabelle 22 zeigt den hochsten Grenzwert, den wir untersucht haben, mit zehn aneuploiden
Zellkernen. Dabei zeigen sich keine falsch positiven Diagnosen. Falsch negative Diagnosen
steigen auf 33% (41/125).

Grenzwert
10 aneuploide Zellen krank | gesund Sensitivitat 67% (84/125)
Test pos. | 84 0 84 Spezifitat 100% (70/70)
Test neg. | 41 70 111 pos. prad. Wert 100% (84/84)
125 70 neg. prad. Wert 63% (70/111)
n=195

Tabelle 22 Vierfeldertafel fiir den Grenzwert mit zehn aneuploiden Zellen

Bei den neuroendokrinen Tumoren des Pankreas liegt die Pradvalenz chromosomal
aneuploider Zellen je nach Grenzwert von 1-10 zwischen 43 und 86%. Ab einem Grenzwert
von 6 aneuploiden Zellen dndert sich die Pravalenz nicht mehr. Fiir Metastasen im Pankreas
liegt die Pravalenz entsprechend zwischen 55 und 82%. Unter 70% sinkt die Pravalenz erst
ab einem Grenzwert von 8 oder mehr Zellen mit chromosomaler Aneuploidie. Die Ergebnisse
fir verschiedene Grenzwerte bei NET und Metastasen im Pankreas sind in Tabelle 23

dargestellt.
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Grenzwert NET Metastase

1 Pravalenz 86% 82%
Test pos. 6 9
krank 7 11
2 Pravalenz 71% 82%
Test pos. 5 9
krank 7 11
3 Pravalenz 71% 82%
Test pos. 5 9
krank 7 11
4 Pravalenz 71% 82%
Test pos. 5 9
krank 7 11
5 Pravalenz 57% 82%
Test pos. 4 9
krank 7 11
6 Pravalenz 43% 82%
Test pos. 3 9
krank 7 11
7 Pravalenz 43% 73%
Test pos. 3 8
krank 7 11
8 Pravalenz 43% 64%
Test pos. 3 7
krank 7 11
9 Pravalenz 43% 64%
Test pos. 3 7
krank 7 11
10 Préavalenz 43% 55%
Test pos. 3 6
krank 7 11

Tabelle 23 Pridvalenz verschiedener Grenzwerte chromosomal aneuploider Zellen
neuroendokrinen Tumoren und Metastasen im Pankreas
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3.4.2 ROC-Kurve und Youden-Index

Anhand der Werte, die fiir die zehn Grenzwerte durch die Vierfeldertafel berechnet wurden,
konnte eine ROC-Kurve erstellt werden. Die Sensitivitat wird gegen 1-Spezifitiat in einem
Koordinatensystem aufgetragen. Der Verlauf dieser Kurve ist in Abb. 11 zu sehen. Der Wert,
mit dem besten Verhdltnis von Sensitivitat zu Spezifitit liegt im Koordinatensystem links
oben. Hierbei ist zu erkennen, dass die Werte fiir einen Cut-Off bei fiinf, sechs und sieben

chromosomal aneuploider Zellen sehr eng beieinander liegen.

Gleichzeitig wurde wie oben beschrieben der Youden-Index verwendet, vergleiche Kapitel
,2.7 Statistische Auswertung®. In unserer Studie liegt der Grenzwert von sieben aneuploiden
Zellen am nachsten an 1. Der hochste Youden Index betragt 0,781, dargestellt in Tabelle 24.
Die Sensitivitat fiir diesen Grenzwert liegt bei 82%, die Spezifitit bei 96%. Details zum
Grenzwert 7 siehe Tabelle 19 und Abb. 12.
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Abb. 11 ROC-Kurve
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Zahl aneuploider Sensitivitat Spezifitat Youden-Index

Zellkerne
1 94% 30% 0,236
2 90% 51% 0,418285714
3 87% 76% 0,629142857
4 87% 86% 0,729142857
5 84% 93% 0,768571429
6 82% 94% 0,766857143
7 82% 96% 0,781142857
8 76% 97% 0,731428571
9 72% 97% 0,691428571
10 67% 100% 0,672

Tabelle 24 Youden-Index, Sensitivitidt und Spezifitit fiir die Grenzwerte 1 bis 10

Der Grenzwert fiinf konnte auf Grund seiner Konstellation mit um 2% verbesserter
Sensitivitdt und 3% verschlechterter Spezifitat zusatzlich berticksichtigt werden, vergleiche
Tabelle 17 und Abb. 13. Ein Wert von fiinf aneuploiden Zellkernen wird in der Literatur haufig
fir die FISH Diagnostik verwendet und zeigt statistisch gute Ergebnisse. [37][52][53] In

unseren Ergebnissen zeigt der Grenzwert sieben aber ein besseres statistisches Ergebnis.

Klinische Diagnose positivim Klinische Diganose negativ im
Vergleich zu den FISH Vergleich zu den FISH
Ergebnissen, Cut-Off 7 Ergebnissen, Cut-Off 7

3

22

67

W negativ ® positiv Enegativ  positiv

Abb. 12 Klinische Diagnose im Vergleich zu der FISH Diagnose bei einem Grenzwert von sieben
aneuploiden Zellen
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Klinische Diagnose positiv im
Vergleich zu den FISH
Ergebnissen, Cut-Off 5

20

Klinische Diagnose negativ im
Vergleich zu den FISH
Ergebnissen, Cut-Off 5

5

65

Enegativ ® positiv Enegativ ® positiv

Abb. 13 Klinische Diagnose im Vergleich zu der FISH Diagnose bei einem Grenzwert von fiinf
aneuploiden Zellen

3.4.3 Subgruppenanalyse verschiedener zytologischer

Diagnosekategorien bei pankreatobiliaren Karzinomen und

benignen Pankreaserkrankungen (n=195)

In Vorbereitung einer eventuellen Anwendung der FISH als bestatigende adjuvante Methode
lautet die zu beantwortende Frage: wie ist die diagnostische Treffsicherheit der FISH bei den
vorstehend  ermittelten  Grenzwerten in den  verschiedenen  zytologischen
Diagnosekategorien negativ, zweifelhaft, dringender Verdacht und positiv. Hierbei werden
die NET und Metastasen im Pankreas nicht eingeschlossen, es werden nur

Pankreaskarzinome und benigne Pankreaserkrankungen betrachtet (n=195).

Im Folgenden werden die FISH-Ergebnisse der nach zytologischer Diagnosekategorie

geordneten Prdparate gesondert mit dem Follow-Up verglichen.

3.4.3.1 Diagnostische MaRzahlen der Subgruppe zytologische

Diagnose , negativ”

Auswertung bei zytologisch negativen Befunden (n=78). Fiir die Grenzwerte bei fiinf und
sieben chromosomal aneuploiden Zellen zeigen die 62 klinisch negativen Praparate auch ein
negatives FISH Ergebnis. Ausnahme bildet ein falsch FISH-positiver Fall beim Cut-off von fiinf

aneuploiden Zellen.

Bei 16 Fillen eines pankreatobilidren Karzinoms zeigten sich durchweg neben der negativen

Zytologie auch ein falsch negatives FISH Ergebnis (15 Félle). Diese Konstellation spricht eher

dafiir, dass die Lasion bei der Punktion nicht erfasst wurde (sampling error), als dass in der

Diagnostik Zellen (screening error) iibersehen wurden. Ein Fall ist in der FISH-Diagnostik bei
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einem Grenzwert von filinf sowie sieben aneuploiden Zellen positiv. Vergleiche Tabelle 25 und

Tabelle 26.
Follow Up
positiv negativ
o positiv 1 1 2
= negativ 15 61 76
16 62 n=78
Sensitivitit  6,25% (1/16)
Spezifitit 98,39% (61/62)

Positiver Pradiktionswert

Negativer Pradiktionswert

50% (1/2)

80,26% (61/76)

Tabelle 25 Subgruppenanalyse bei zytologischer Diagnose "negativ" und Grenzwert fiinf

Positiver Pradiktionswert

Negativer Pradiktionswert

Follow Up

positiv negativ
- positiv 1 0 1
7
T negativ 15 62 77

16 62 n=78

Sensitivitit  6,25% (1/16)
Spezifitait 100% (62/62)

100% (1/1)

80,52% (62/77)

Tabelle 26 Subgruppenanalyse bei zytologischer Diagnose "negativ" und Grenzwert sieben

3.4.3.2

Diagnose ,,zweifelhaft”

Diagnostische MaRzahlen der Subgruppe zytologische

Auswertung bei zytologisch zweifelhaften Befunden (n=13). Die Grenzwerte bei fiinf und

sieben chromosomal aneuploiden Zellen zeigen die gleichen Ergebnisse in der Auswertung,

vergleiche Tabelle 27 und Tabelle 28. Sechs von 13 Proben in der zytologischen

Diagnosekategorie zweifelhaft stammen von pankreatobilidren Karzinomen. Keines kann
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hier mittels chromosomaler Aneuploidie in der FISH detektiert werden. Es sind andererseits

bei beiden Grenzwerten zwei Praparate falsch positiv.

Positiver Pradiktionswert

Negativer Pradiktionswert

Follow Up

positiv negativ
- positiv 0 2 2
72
T negativ 6 5 11

6 7 n=13

Sensitivitit 0% (0/6)
Spezifitait  71,43% (5/7)

0% (0/2)

45,45% (5/11)

Tabelle 27 Subgruppenanalyse bei zytologischer Diagnose "zweifelhaft" und Grenzwert fiinf

Positiver Pradiktionswert

Negativer Pradiktionswert

Follow Up

positiv negativ
- positiv 0 2 2
7
T negativ 6 5 11

6 7 n=13

Sensitivitit 0% (0/6)
Spezifitait  71,43% (5/7)

0% (0/2)

45,45% (5/11)

Tabelle 28 Subgruppenanalyse bei zytologischer Diagnose "zweifelhaft" und Grenzwert sieben

3.4.3.3

Diagnose ,dringender Verdacht”

Diagnostische MaRzahlen der Subgruppe zytologische

Auswertung bei zytologisch dringend verdachtigen Befunden (n=35). Die meisten

Pankreaskarzinome werden bei beiden Grenzwerten fiir eine chromosomale Aneuploidie

richtig als maligne erkannt, bei einem Grenzwert von fiinf sind es 82,35% (28/34), bei einem
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Grenzwert von sieben 76,47% (26/34), vergleiche Tabelle 29 und Tabelle 30. Ein falsch

positives Ergebnis zeigt sich in der Auswertung bei keinem Grenzwert.

Follow Up
positiv negativ
-;-, positiv 28 0 28
72
T negativ 6 1 7
34 1 n=35
Sensitivitit 82,35% (28/34)

Spezifitit 100% (1/1)
Positiver Pradiktionswert 100% (28/28)
Negativer Pradiktionswert 14,29% (1/7)

Tabelle 29 Subgruppenanalyse bei zytologischer Diagnose "dringender Verdacht” und
Grenzwert fiinf

Follow Up
positiv negativ
- positiv 26 0 26
7
T negativ 8 1 9
34 1 n=35

Sensitivitit  76,47% (26/34)
Spezifitit 100% (1/1)
Positiver Pradiktionswert 100% (26/26)

Negativer Pradiktionswert 11,11% (1/9)

Tabelle 30 Subgruppenanalyse bei zytologischer Diagnose "dringender Verdacht”" und
Grenzwert sieben

3.4.3.4 Diagnostische MaRzahlen der Subgruppe zytologische

Diagnose , positiv”

Auswertung bei zytologisch positiven Befunden (n=69). Bei den hier eingeschlossenen 69
Fallen eines pankreatobilidren Karzinoms werden 65 (Cut off 7) beziehungsweise 66 (Cut off
5) als richtig positiv mittels FISH detektiert, vergleiche Tabelle 31 und Tabelle 32. Ein Fehlen

61



chromosomaler Aneuploidie und damit ein falsch negatives Ergebnis zeigt sich in 3

beziehungsweise 4 Praparaten je nach Grenzwert.

Follow Up
positiv negativ
-;-, positiv 66 0 66
72
T negativ 3 0 3
69 0 n=69

Sensitivitit  95,65% (66/69)
Spezifitit -
Positiver Pradiktionswert 100% (66/66)

Negativer Pradiktionswert -

Tabelle 31 Subgruppenanalyse bei zytologischer Diagnose "positiv" und Grenzwert fiinf

Follow Up

positiv negativ
- positiv 65 0 65
7
T negativ 4 0 4

69 0 n=69

Sensitivitit  94,2% (65/69)
Spezifitit -

Positiver Pradiktionswert 100% (65/65)

Negativer Pradiktionswert -

Tabelle 32 Subgruppenanalyse bei zytologischer Diagnose "positiv" und Grenzwert sieben

3.4.4 Subgruppenanalyse  neuroendokriner = Tumore und

Metastasen im Pankreas

Zusammengefasst sind die Ergebnisse des Vergleichs zwischen Zytologie und FISH der NET
und der Metastasen in Tabelle 33. Bei 3 der 7 NET wird sowohl mit Zytologie als auch mittels
FISH die Diagnose {iibersehen. Bei den Metastasen gibt es zytologisch nur sicher
tumorpositive oder -negative Befunde. Mit Hilfe der FISH Diagnostik ergeben sich allerdings
im letzteren Fall noch eine (Cut-Off 7) bzw. zwei (Cut-Off 5) positive Diagnosen.
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Neuroendokrine
Zytologie FISH Tumore (n=7) Metastasen (n=11)
Cut-Off 5 Cut-Off 7 Cut-Off 5 Cut-Off 7
Negativ negativ 3/3(100%) 3/3(100%) | 2/4(50%) 3/4(75%)
positiv 0 0 2/4(50%) 1/4(25%)
Positiv negativ 0 0 0 0
positiv 0 0 7/7 (100%) 7/7 (100%)
Zweifelhaft negativ 0 0 0 0
positiv 0 0 0 0
Dringender Verdacht | negativ 0 1/4 (25%) 0 0
positiv 4/4 (100%) 3/4 (75%) 0 0

Tabelle 33 Zytologische Diagnosen im Vergleich zu den Ergebnissen der FISH mit den
Grenzwerten 5 und 7 bei NET und Metastasen des Pankreas

3.4.5 Repetitive Punktionen

In acht Fallen von pankreaseigenen Tumoren und in einem Fall einer Metastase wurden bei
zunachst unzureichendem Material oder nicht eindeutiger Diagnose Punktionen der
suspekten Raumforderung wiederholt. In acht von neun Fillen wurde eine wiederholte
Punktion zu einem anderen Zeitpunkt durchgefiihrt als die primare Punktion. Zwischen den

Punktionen lagen einige Tage bis maximal 6 Monate.

Die Nummer 4 in dieser Auflistung nimmt eine Sonderposition ein, siehe Tabelle 35, und fehlt
daher in Tabelle 34.

In einem Fall (Nr. 1, Tabelle 34) wurde nur eine Punktion durchgefiihrt, es wurden aber zwei
zytologische Fraktionen getrennt prapariert und untersucht. Es zeigte sich in der Zytologie
einmal ein positives Ergebnis und einmal ein dringender Tumorverdacht. Die durchgefiihrten
FISH Untersuchungen bestétigten den Verdacht beziehungsweise das positive Ergebnis, der

Referenzstandard war positiv.

Bei sieben Féllen wurde insgesamt zweimal eine repetitive Untersuchung durchgefiihrt. In
einem Fall (Nr. 4, Tabelle 35) sogar fiinfmal, dieser Fall wird am Ende des Abschnitts

gesondert besprochen.
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Punktion 1 Punktion 2
= =
80 g 9 = . ;
= 8 £ £ g & s 2% | % s 5%
— % = = = =) — v « ) — v
Z —~ = i S = o ~ = = = = ~ 5 =
g S 3§55 T £ @2 5 S8 g &5 $8§
= N N T & -9 N = 2 % @ N = 2 & 0
1 nein 01/2011 P5, P9 pos pos/pos  pos d.v. pos/pos  pos
) ja 01/2011, P17, neg neg /neg pos (Met) | neg pos /pos  pos (Met)
versch.Tage P18
3 ja 02/2011, P25, pos neg/neg pos ZW neg /neg  pos
03/2011 P41
5 ja 06/2011, P71, neg neg/neg pos ZW neg/neg  pos
08/2011 P108
6 ja 08/2011, P82, neg neg/neg neg ZW pos/pos neg
10/2011 P106
7 ja 08/2011, P105, neg neg/neg neg neg neg/neg neg
versch. Tage  P116
8 ja 09/2011, P121, neg neg/neg neg neg neg/neg neg
versch.Tage  P123
9 ja 03/2012, UP62, neg neg/neg neg neg neg/neg neg
06/2012 Up87

1) Daten zu Lfd. Nr. 4 siehe Tabelle 35

2) Grenzwerte fiir die FISH: fiinf bzw. sieben Zellen mit Aneuploidie definieren ein positives FISH Ergebnis. Details
siehe Kapitel ,3.4.1 Treffsicherheiten der FISH fiir Pankreaskarzinome bei verschiedenen Grenzwerten aneuploider
Zellen”.

pos: positiv; neg: negativ; d.V.: dringender Verdacht, zw: zweifelhaft; Met: Metastase

Tabelle 34 Ubersicht der repetitiven Punktionen mit den Ergebnissen der Zytologie, der FISH
und dem Referenzstandard beziiglich der ersten und zweiten Punktion.

In den meisten Fillen zeigte sich keine bedeutsame Anderung der Diagnose durch eine
wiederholte Punktion. In drei von sieben Féllen (Nr. 7-9, Tabelle 34) zeigte sich durchweg
das gleiche tumornegative Ergebnis in der Zytologie, der FISH und dem Referenzstandard.
Bei zwei Fallen (Nr. 3 und 5, Tabelle 34) war das Ergebnis der FISH auch in der Wiederholung
falsch negativ. Der klinische Referenzstandard war bei beiden Fallen positiv. Zytologisch war
einer der beiden Fillen initial richtig positiv, wohingegen die Wiederholungspunktion nur
eine zweifelhafte Diagnose erbrachte. In einem Fall (Nr. 6, Tabelle 34) zeigte sich sogar initial
bei der ersten Punktion ein richtig negatives Ergebnis in Zytologie und FISH. In der

Wiederholungspunktion mit zweifelhafter Zytologie war die FISH falsch positiv.

Bei einer Pankreasmetastase (Nr. 2, Tabelle 34) war die FISH im Gegensatz zur wiederholt

negativen Zytologie in der Wiederholungspunktion richtig positiv.
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Lfd. Nr. Mehrzeitig Zeitraum Priparat Nr.

4 Ja 02/2011-11/2012 P28,P112, UP63, UP 93, UP127
Zytologie FISH Referenzstandard

Punktion 1 W neg / neg neg

Punktion 2 neg neg / neg neg

Punktion 3 neg neg / neg neg

Punktion 4 ZW neg / neg neg

Punktion 5 W neg / neg neg

Legende: neg = negativ; zw = zweifelhaft;

2) Grenzwerte fiir die FISH: fiinf bzw. sieben Zellen mit Aneuploidie definieren ein positives FISH
Ergebnis. Details siehe Kapitel ,3.4.1 Treffsicherheiten der FISH fiir Pankreaskarzinome bei
verschiedenen Grenzwerten aneuploider Zellen®.

Tabelle 35 Sonderfall Nr. 4 mit insgesamt fiinf repetitiven Punktionen, dargestellt mit den
Ergebnissen der Zytologie, der FISH und dem Referenzstandard beziiglich der fiinf Punktionen.

In einem Fall wurde eine Punktion fiinfmal wiederholt in einem Zeitraum von 21 Monaten,
siehe Tabelle 35. Zweimal zeigte die Zytologie ein negatives, dreimal ein zweifelhaftes
Ergebnis. Bei allen fiinf Punktionen zeigte die FISH sowohl bei einem Grenzwert von fiinf
sowie sieben Zellen mit chromosomaler Aneuploidie ein negatives Ergebnis. Auch der
klinische  Referenzstandard war immer negativ fiir ein Pankreaskarzinom.
Endosonographisch wurde der Befund als oligozystische Raumforderung im Pankreaskopf

beschrieben, nebenbefundlich zeigten sich bekannte Leberzysten.

Zusammengefasst hatte bei neun repetitiv punktierten Patienten die FISH lediglich in einem

Fall eine zum klinischen Referenzstandard passende Anderung der Diagnose erbracht.

3.5 Klinische Anwendung der FISH in der zytologischen
Pankreaskarzinomdiagnostik

Eine tumorpositive oder -negative zytologische Diagnose ist in den eigenen Fallen korrekt.
Eine zusatzliche Anwendung der FISH bestitigt meist die qualitative Diagnose tumorpositiv
oder -negativ und bringt nur in wenigen Fallen einen diagnostischen Zugewinn, allerdings
auch mit dem erhohtem Risiko falsch-positiver Befunde (vgl. Kapitel 3.4). Den grofidten
diagnostischen Zugewinn der FISH ergibt sich als Zweitmethode nach diagnostisch unklarer
Zytologie, wie im Folgenden dargestellt. Der Zugewinn ist nach Subgruppenanalyse, wie im
Kapitel 3.4.3 beschrieben, insbesondere bei dringend verdidchtiger Zytologie grof3,
wohingegen nach zweifelhafter Zytologie keine Malignitdt zusitzlich detektiert werden

konnte, allerdings waren einige finale Befunde hier richtig negativ.
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Anhand der Ergebnisse der zusatzlichen FISH-Untersuchung wurden im Rahmen der Studie
die zunachst als diagnostisch unklar befundeten Zytologien, zweifelhaft und dringend
verdachtig, final tumorpositiv oder -negativ gewertet. Fiir die folgende Auswertung wird bei
zytologisch tumorpositiven oder -negativen Praparaten keine zusatzliche FISH mit
ausgewertet und das Ergebnis der Zytologie bestimmt allein die finale Diagnose. Dadurch
ergeben sich Vierfeldertafeln, welche alle positiven und negativen Zytologien sowie die durch
eine zusatzliche FISH eindeutig als tumorpositiv oder -negativ klassifizierten bei zunachst

zytologisch unklaren Diagnosekategorien beinhalten.

3.5.1 Auswertung fiir alle Praparate mit erhobenem

Referenzstandard

Unter Einbezug der Pankreaseigenen Tumoren, benignen Pankreaserkrankungen, NET und
pankreatischen Metastasen (n=213) ergibt sich folgendes Bild: 85 Priparate mit einen
negativen und 76 Praparate mit einem positiven zytologischen Befund liegen vor. Bei 52
Praparaten liegt ein unklarer (zweifelhafter und dringender verdachtiger) zytologischer
Befund vor (Abb. 14).

unklare Zytologie
(n=52)

Cut-Off 5 Cut-Off 7

— FISH positiv (n=34) — FISH positiv (n=31)

— FISH negativ (n=18) “— FISH negativ (n=21)

Abb. 14 FISH Befunde bei zweifelhafter und dringend verdachtiger Zytologie

Bei einem Cut-Off Wert von fiinf chromosomal-aneuploiden Zellkernen in der FISH
Diagnostik zeigen 18 von 52 unklaren zytologischen Befunden ein negatives FISH Ergebnis,
bei den restlichen 34 Praparaten zeigt sich ein positives FISH Ergebnis (vgl. Abb. 14). Durch

die Dichitomisierung der Ergebnisse mit Hilfe der zusatzlichen FISH Untersuchung bei
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unklaren Zytologien fiir alle Praparate mit erhobenem Referenzstandard (n=213) kommt es

zu lediglich 2 falsch positiven finalen Diagnosen. Dargestellt in Tabelle 36.

Cut-Off 5: Follow Up: positiv | Follow Up: negativ
FISH pos. Finale Diagnose 108 2 110
unklare (34/52) positiv
Zytologie:  piop peg. Finale Diagnose 28 75 | 103
(18/52) negativ
136 77
n=213
Sensitivitit 79,41% (108/136)
Spezifitait 97,4% (75/77)

Positiver pradiktiver Wert

Negativer pradiktiver Wert

98,18% (108/110)

72,82% (75/103)

Tabelle 36 Vierfeldertafel Zytologie plus FISH bei einem Grenzwert von fiinf chromosomal-
aneuploiden Zellen fiir alle Priparate mit erhobenem Referenzstandard (n=213)

Cut-Off 7: Follow Up: positiv | Follow Up: negativ
FISH pos. Finale Diagnose 106 2 108
unklare (31/52) positiv
Zytologie: FISH neg. Finale Diagnose 30 75 105
(21/52) negativ
136 77
n=213
Sensitivitit 77,94% (106/136)
Spezifitait 97,4% (75/77)

Positiver pradiktiver Wert

Negativer pradiktiver Wert

98,15% (106/108)

71,43% (75/105)

Tabelle 37 Vierfeldertafel Zytologie plus FISH bei einem Grenzwert von sieben chromosomal-
aneuploiden Zellen fiir alle Priparate mit erhobenem Referenzstandard (n=213)

Bei einem Cut-Off Wert von sieben chromosomal-aneuploiden Zellen in der FISH Diagnostik

zeigen 21 von 52 unklare Zytologien ein negatives FISH Ergebnis, bei den restlichen 31
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Praparaten zeigt sich ein positives FISH Ergebnis (vgl. Abb. 14). Durch die Dichitomisierung
der Ergebnisse mit Hilfe der zusatzlichen FISH Untersuchung bei unklaren Zytologien fir alle
Praparate mit erhobenem Referenzstandard (n=213) zeigt sich im Vergleich zu einem Cut-off
von 5 eine um 1,47% niedrigere Sensitivitit, da zwei Praparate durch den héheren Cut-Off

falsch negativ bewertet werden, dargestellt in Tabelle 37.

3.5.2 Auswertung fiir pankreatobiliare Karzinome und benigne

Pankreaserkrankungen

Werden nur pankreatobilidre Karzinome in der Abgrenzung zu benignen
Pankreaserkrankungen betrachtet (n=195) ergibt sich folgendes Bild: 78 Prdparate mit
einem negativen, 69 Priaparate mit einem positiven und 48 Praparate mit einem unklaren

zytologischen Befund liegen vor.

Bei einem Cut-Off Wert von fiinf chromosomal-aneuploiden Zellkernen in der FISH
Diagnostik zeigen 18 von 48 unklaren zytologischen Befunden ein negatives FISH Ergebnis,

bei den restlichen 30 Praparaten ist das FISH Ergebnis positiv.

Durch die Dichitomisierung der Ergebnisse mit Hilfe der zusétzlichen FISH Untersuchung bei
unklaren Zytologien fiir alle Praparate von pankreatobilidren Karzinomen und benignen
Pankreaserkrankungen (n=195) kann eine hohe Spezifitit erreicht werden. Es zeigen sich

lediglich 2 falsch positive finale Diagnosen, dargestellt in Tabelle 38.

Cut-Off 5: Follow Up: positiv | Follow Up: negativ
FISH pos. finale Diagnose 97 2 99
positiv
unklare (30/48)
Zytologie: FISH neg. finale Diagnose 28 68 96
(18/48) negativ
125 70

n=195
Sensitivitit  77,6% (97/125)
Spezifitit 97,14% (68/70)
Positiver pradiktiver Wert  97,98% (97/99)

Negativer pradiktiver Wert 70,83% (68/96)

Tabelle 38 Vierfeldertafel Zytologie plus FISH bei einem Grenzwert von fiinf chromosomal-
aneuploiden Zellen fiir pankreatobiliire Karzinome und benigne Pankreaserkrankungen
(n=195)
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Bei einem Cut-Off Wert von sieben chromosomal-aneuploiden Zellen in der FISH Diagnostik
zeigen 20 von 48 zytologisch unklaren Praparaten ein negatives FISH Ergebnis, bei den

restlichen 28 Praparaten zeigt sich ein positives FISH Ergebnis.

Durch die Dichitomisierung der Ergebnisse mit Hilfe der zusatzlichen FISH Untersuchung bei
unklaren Zytologien fiir alle Praparate von pankreatobilidren Karzinomen und benignen
Pankreaserkrankungen (n=195) zeigt sich im Vergleich zu einem Cut-off von 5 Aneuploidien
eine um 1,6% niedrigere Sensitivitat, da auch hier durch den héheren Cut-Off zwei Praparate

falsch negativ bewertet werden, dargestellt in Tabelle 39.

Cut-Off 7: Follow Up: positiv | Follow Up: negativ
FISH pos. endgiiltige 95 2 97
(28/48) Diagnose positiv
unklare
Zytologie:  FISH neg. endgiiltige 30 68 98
Diagnose
20/48
(20/48) negativ
125 70

n=195
Sensitivitit 76% (95/125)
Spezifitit 97,14% (68/70)
Positiver pradiktiver Wert 97,94% (95/97)

Negativer pradiktiver Wert 69,39% (68/98)

Tabelle 39 Vierfeldertafel Zytologie plus FISH bei einem Grenzwert von sieben chromosomal-
aneuploiden Zellen fiir pankreatobiliire Karzinome und benigne Pankreaserkrankungen
(n=195)

3.6 Trisomie und Polysomie des Chromosoms 7

Neben Algorithmen zur Grenzwertbestimmung fiir chromosomale Aneuploidie bei
simultanem Einsatz von 4 FISH-Sonden wird auch eine Trisomie des Chromosoms 7 in
mindestens zehn Zellkernen eines Praparats als positiver FISH Befund diskutiert. [4][52] In
der vorliegenden Arbeit wird eine Trisomie sowie eine Tetra- oder héhere Polysomie des
Chromosoms 7 zusatzlich separat ausgewertet und hier fiir Karzinome des pankreatobilidren
Systems und fiir benigne Pankreaserkrankungen angegeben. Die Ergebnisse sind dargestellt
Tabelle 40 und Tabelle 41.

Eine Trisomie des Chromosom 7 findet sich bei 11 von 195 Prédparaten. Der Befund ist bei
einem Praparat falsch positiv. Die Berechnung der Sensitivitit und Spezifitat ist bei der
kleinen Fallzahl wenig aussagekraftig, zeigt aber den Trend, dass bei Vorliegen einer

Trisomie 7 ein Pankreaskarzinom sehr wahrscheinlich ist. Vier der elf Praparate sind
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zytologisch unklar (dringender Verdacht), jedoch mit positivem Follow-Up Ergebnis. Das
mittels FISH falsch positive Praparat ist in der konventionellen Zytologie negativ. Die tibrigen

6 Praparate sind sowohl in der Zytologie als auch im Follow-Up positiv.

Wenn nicht nur eine Trisomie sondern eine Polysomie des Chromosoms 7 beobachtet wird,
zeigen 74 /195 Praparaten ein positives Ergebnis. Dabei ergibt sich eine falsch positiv Rate
von 1,43% (1/70). Die falsch negativ Rate liegt bei 41,6% (52/125). Zytologisch sind 50 der
74 Praparate mit positivem FISH-Ergebnis ebenfalls positiv, 22 Prdparate dringend
verdachtig und 2 Prdparate negativ. Das mittels FISH falsch positiv befundete Praparat ist

eins von den beiden zytologisch negativ befundeten Praparate.

Follow Up: Follow Up:
positiv negativ
FISH pos. 10 1 11 Sensitivitit 8,00% (10/125)
neg. 115 69| 184 Spezifitit 98,57% (69/70)
125 70 PPV 90,91% (10/11)

n=195 NPV  37,5% (69/184)

Tabelle 40 Trisomie des Chromosoms 7 bei pankreatobilidren Karzinomen und benignen
Pankreaserkrankungen (n=195)

Follow Up: Follow Up:
positiv negativ
FISH pos. 73 1 74 Sensitivitit  58,4% (73/125)
neg. 52 69| 121 Spezifitit  98,57% (69/70)
125 70 PPV 98,65% (73/74)

n=195 NPV 57,02% (69/121)

Tabelle 41 Tetra- oder hdéhere Polysomie des Chromosoms 7 bei pankreatobilidren
Karzinomen und benignen Pankreaserkrankungen (n=195)

Als Besonderheit sollen zwei Fille hervorgehoben werden, die zur Ubersicht in Tabelle 42
dargestellt sind. Die zwei Prdparate zeigen in der FISH Untersuchung nur eine relativ geringe
Anzahl von chromosomalaneuploiden Zellen, einmal fiinf und einmal sieben aneuploide
Zellen. Bei Bewertung eines positiven FISH-Ergebnisses ab 7 chromosomal-aneuploiden
Zellen wire ersterer Fall negativ. Nach Hinzunahme einer befundeten Trisomie des
Chromosoms 7 ergibt sich ein eindeutig positiver Befund der FISH, entsprechend des

positiven Kklinischen Verlaufs.
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Anzahl der

Anzahl der aneuploiden Anzahl der Zellen

untersuchten Zellen Zellen mit Trisomie 7 Follow-Up
UP53 44 5 35 positiv
UP126 25 7 18 positiv

Tabelle 42 Fallbericht: Priaparate mit ausgeprigter Trisomie des Chromosoms 7 bei klinisch
bestitigtem pankreatobilidarem Karzinom

Die Klinik des Patienten, von dem das Praparat UP53 stammt, zeigte einen klassischen Verlauf
mit den Symptomen eines lkterus und Gewichtsabnahme. Histologisch konnte ein hoch
differenziertes, duktales Pankreaskarzinom gesichert werden. Der Patient, von dem das
Praparat UP126 stammt, zeigte klinisch neben Gewichtsverlust und epigastrischen
Schmerzen eine einengende Struktur in der Gastroskopie im Bereich des Magens Richtung
Pylorus. Histologisch wurde ein mafig differenziertes Adenokarzinom des Pankreas
gesichert. Beide Patienten waren weiblich und bei Diagnosestellung 86 beziehungsweise 74
Jahre alt.

3.7 Deletion von Chromosom 9p21

Im Nachgang zu den vorbeschriebenen Auswertungen erfolgte eine zusitzliche Auswertung
der homozygoten, heterozygoten und der relativen Deletion von 9p21 an Priaparaten von
pankreatobilidren Karzinomen und benignen Pankreaserkrankungen (n=195). Diese
sekunddre Auswertung der erhobenen Daten erfolgte durch die Statistikerin und
Mitarbeiterin der Zytopathologie der Uniklinik Diisseldorf Frau Isabela Karoline de Santana
Almeida Araujo. Tabelle 43 zeigt die Ergebnisse der Auswertungen in Bezug auf homozygote,
heterozygote und relative Deletionen und eine zusatzliche Auswertung unter Einbezug der
Aneuploidie-Diagnostik mit Cut-Off 7.

Einige Auswertungen sollen besonders hervorgehoben werden:

Bei einer relativen 9p21 Deletion in vier Zellkernen zeigt sich eine Sensitivitdt von 40% bei
einer Spezifitat von 100%. Diese Auswertung hat zwar mit 0,4 nicht den héchsten Youden
Index, allerdings ermoglicht sie die Aussage, dass die Detektion einer relativen 9p21 Deletion

bei dem gewdhlten Cut-Off spezifisch fiir eine maligne Transformation ist.

Die Berechnung der Treffsicherheiten fiir eine Auswertung von entweder vier Zellen mit
homozygoter Deletion oder vier Zellen mit relativer Deletion von 9p21 ergibt eine Sensitivitat
von 68% bei einer Spezifitit von 97,1%. Der Youden Index betrdgt 0,651 und ist der
dritthochste der in Tabelle 43 gezeigten Auswertungen. Einen hoheren Youden-Index von
0,663 hatte die Hinzunahme einer heterozygoten 9p21-Deletion (Cut-Off >3 Zellen),

allerdings ist die Spezifitat hier mit 94,3% deutlich schlechter. Die kombinierte Auswertung
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von chromosomaler Aneuploidie und relativer Deletion von 9p21 ergibt den hochsten
Youden Index bei 0,773. Die Sensitivitat betrdagt 81,6%, die Spezifitat 95,7%.

Sensi- e Youden

tivitit Spezifitit Index AUC AUC (IC) AUC (p)
Homozygote Deletion (3) 45,0% 92,9% 0,379 0,695 0,622-0,768 | <0,001*
Heterozygote Deletion (1) 38,4% 85,7% 0,241 0,620 0,541-0,699 | 0,006*
Relative Deletion (1) 73,6% 84,3% 0,579 0,823 0,765-0,880 | <0,001*
Relative Deletion (4) 40,0% 100,0% 0,400 0,700 0,629-0,771 | <0,001*
3 homozygote Deletionund 1| 5 o0 98,6% 0,354 0,677 0,603-0,750 | <0,001*
relative Deletion
3 homozygote Deletionoder 1 g 0 78,6% 0,602 0,801 0,733-0,869 | <0,001*
relative Deletion
3 homozygote Deletion oder 4 ) o 92,9% 0,649 0,824 0,764-0,884 | <0,001*
relative Deletion
4 homozygote Deletion oder 4 1 o0 0, 97,1% 0,651 0,826 0,768-884 | <0,001*
relative Deletion
4 homozygote oder 4
heterozygote Deletion oder 4 72,0% 94,3% 0,663 0,831 0,773-0,890 | <0,001*
relative Deletion
]7)32;‘;1:0“1"3“ oder 4relative | g o0 95,7% 0,773 0,887 0,837-0,936 | <0,001*

Tabelle 43 Auswertung bei heterozygoter, homozygoter und relativer Deletion von 9p21 sowie
chromosomaler Aneuploidie (Cut-Off 7)

3.8 Sonderfille

Bei einigen Fallen fiel wahrend der Auswertung auf, dass es einen Widerspruch zwischen der

zytologischen Befundgruppe, der FISH-Befundung oder dem im Follow-Up ermittelten
Referenzstandard gab. Dartiber hinaus zeigte sich bei einigen untersuchten Praparaten in der
Datenerhebung, in der Zytologie oder anhand einer vorliegenden Histologie, dass es sich bei
den abschlieffenden Befunden nicht um eine Form des Pankreaskarzinoms oder des
Gallengangkarzinoms handelte. Zum einen wurden pankreatische Metastasen anderer
Primirtumore gefunden, zum anderen zeigten sich neuroendokrine Tumoren des
endokrinen Pankreas. Da diese Falle mit einer gewissen Haufigkeit zu finden waren, sich die
Zielsetzung der Studie aber zundchst auf Tumoren des exokrinen Pankreas und

Gallengangskarziome erstreckte, werden sie im Folgenden gesondert genauer beschrieben.
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3.8.1 Diskrepante Falle

Die in den verschiedenen Auswertungen oder im Referenzstandard abweichenden Befunde

sind in Tabelle 44 zusammengefasst. Die diskrepanten Falle sind nach dem zytologischen

Befund aufgelistet, gefolgt von der Nummer des Praparats. Stimmte der zunachst erhobene

FISH Befund nicht mit dem zytologischen Befund oder dem Referenzstandard iiberein, wurde

das FISH Praparat zur genaueren Abklarung der Diskrepanz nachtraglich erneut untersucht,

zum Teil nach 1% Jahren.

Es bleibt natiirlich fiir die statistische Auswertung der initial erhobene FISH-Befund

entscheidend, um eine Beeinflussung der Datenlage durch eine erneute Durchsicht zu

vermeiden. Diese ist lediglich informativ fiir eine Diskussion der Ergebnisse und relevant fiir

zukiinftige Anwendungen. Sie werden im Kapitel ,4 Diskussion“ weiter besprochen
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dringender P23 neg. neg. falsch neg. falsch neg. POSITIV
Verdacht
P38 neg. pos. falsch neg. falsch neg. POSITIV
neg.
P85 pos. falsch neg. falsch neg. POSITIV
P102 neg. pos. falsch neg. falsch neg. POSITIV
UP71 neg. neg. falsch neg. falsch neg. POSITIV
zweifelhaft P41 neg. pos. falsch neg. falsch neg. POSITIV
P51 pos. neg. falsch pos. falsch pos. NEGATIV
P66 neg. neg. falsch neg. falsch neg. POSITIV
P93 neg. neg. falsch neg. falsch neg. POSITIV
P106 pos. neg. falsch pos. falsch pos. NEGATIV
negativ P29 pos. neg. falsch pos. neg. NEGATIV
P133 neg. pos. falsch neg. falsch neg. POSITIV
UP50 pos. pos. pos. falsch neg. POSITIV Metastase
UP82 neg. neg. falsch neg. falsch neg. POSITIV

Tabelle 44 Details der abweichenden Fille mit den Ergebnissen der Zytologie, der FISH und

dem Referenzstandard
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3.8.2 Metastasen anderer Primartumore im Pankreas

Die Durchsicht der Patientenakten ergab in elf Fallen kein Karzinom des pankreatobilidren
Systems, sondern eine Metastase eines extrapankreatischen Primarius oder einer malignen
Systemerkrankung. In 9 Fallen lag hierbei ein histologischer Befund vor, in zwei Fallen ergab
die klinische Gesamtkonstellation die Diagnose. Es fanden sich sechs verschiedene, definierte
Tumorentititen; zweimal ein Multiples Myelom, einmal ein Urothelkarzinom, zweimal ein
Nierenzellkarzinom, einmal ein Melanom, zweimal ein Lymphom und zweimal handelte es
sich um ein Colonkarzinom. In einem Fall blieb die Diagnose eines Cancer of unknown primary
(CUP)-Syndroms; letztlich war als Differentialdiagnose die Metastase eines
Rektumkarzinoms aber nicht auszuschliefien. Diese Falle sind zusammengefasst dargestellt
in Tabelle 45.

Die klinischen Verlaufe der einzelnen Fille sind sehr unterschiedlich. Gemeinsam haben sie,
dass der Primarius in den meisten Fillen im Verlauf bekannt war. Zum Zeitpunkt der
zytologischen Diagnosestellung bestand bei fiinf pankreatische Raumforderung die Frage
nach einer moglichen Metastasierung bei bereits bekanntem Primarius auf dem
Einsendeschein. Als Tumorentitidt eines anderen Primarius wurde durch die Zytologie drei
Praparat diagnostiziert. Zeitgleich mit der zytologischen Untersuchung oder kurz danach
postoperativ wurden insgesamt acht Prdparate von acht Patienten histologisch
diagnostiziert. Durch den klinischen Gesamtverlauf wahrend des Follow-ups ergab sich fiir
drei untersuchte Proben von zwei Patienten die Diagnose. In keinem Fall stand allein der
Verdacht eines Pankreaskarzinoms im Vordergrund. Retrospektiv wiesen Vorerkrankungen,
Symptome oder Untersuchungsergebnisse auf einen anderen Primidrtumor hin, dieser

Verdacht wurde allerdings nicht mit der untersuchenden Zytopathologie kommuniziert.

Diagnose FISH Ergebnis
gestellt durch (aneuploide
Klinisches Zellkerne/ge-
Pra- Gesamtbild/ zihlte
Primarius parat Histologie Zellkerne) Zytologiebefund und Diagnosetext
Multiples P17 klinische negativ (0/57) negativ
Myelom Beurteilung
Chronische Pankreatitis mit zystischen
Verdnderungen
P18 positiv (21/25) negativ

Chronische Pankreatitis. Eine
autoimmun Pankreatitis ist nicht
ausgeschlossen. Bei Frage nach
Metastase des bekannten multiplen
Myeloms ergibt sich mikroskopisch
kein Hinweis auf eine
Pankreasbeteiligung
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Urothel-
Kkarzinom

P127

Histologie

positiv (7/60)

positiv

Gering differenziertes kleinzelliges
Karzinom, bekanntes Urothelkarzinom.
Immunhistochemie spricht fiir
Urothelkarzinom: CK 5/6 Score 5, CK 7
Score 5, CK 20 Score 0, CDX Score 0,
Uroplak III Score 1

Nierenzell-
Kkarzinom

P134

Histologie

negativ (0/60)

negativ

Regressiv verandertes Epithel.

UP50

Histologie

positiv (6/60)

negativ

Chronische Pankreatitis, kein Hinweis
auf eine autoimmun Pankreatitis.

Melanom

Up81

Histologie

positiv (9/20)

positiv

Maligner Tumor, V.a.
Pankreaskarzinom. Bekanntes
Melanom. Immunhistochemie: MelanA
Score 0

Lymphom

P78

Histologie

positiv (12/60)

positiv

V.a. Magenlymphom. Klinisch
bekanntes malignes Non-Hodgkin
Lymphom. Immunhistochemie spricht
fiir Lymphom der B-Zell Reihe: CD20
Score 5;, CD45R0 Score 0.

UP109

Histologie

positiv (21/26)

positiv

Lymphknoten Punktat, Nahe
Pankreaskopf. Maligner Tumor. Zum
Ausschluss NET, Immunhistochemie
spricht fiir malignes Non-Hodgkin
Lymphom high grade: CD45 positiv,
Chromogranin A positiv,
Synaptophysin negativ.

Colon-
Kkarzinom

UP25

Histologie

positiv (25/25)

positiv

Gering differenziertes Adenokarzinom.
Klinisch bekanntes Colonkarzinom.
Immunhistochemie spricht fiir ein
priméares Pankreaskarzinom,
differentialdiagnostisch Metastase des
bekannten Colonkarzinoms: CK7 Score
0, CK20 Score 1, CDX Score 2
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UP70 Histologie positiv (24/25) positiv

Gut differenziertes, teils papillares
Adenokarzinom im Pankreas. Klinische
Fragestellung CUP Syndrom.
Immunhistochemie spricht fiir
neuroendokrine Differenzierung:
Chromogranin A Score 0,
Synaptophysin Score 3

CUP- UP91 klinische positiv (12/26) positiv
Syndrom Beurteilung

Mafig differenziertes Adenokarzinom,
differenzialdiagnostisch Metastase
eines Rektumkarzinoms. Keine weitere
Differenzierung moglich, Zellen
schlecht erhalten

Tabelle 45 Zytologie und FISH (Cut-Off von 5 chromosomal-aneuploiden Zellen) der Metastasen
im Pankreas

Bei einem Fall einer Pankreasbeteiligung eines multiplen Myeloms war neben dem
klassischen Befall des Knochenmarks auch eine Tumormanifestation am gastrodsophagealen
Ubergang aufgefallen. Es wurden zwei Priparate dieses Falls einer Patientin untersucht. Vor
der Punktion war als ndchste Therapieoption eine Hochdosischemotherapie mit
Stammzelltransplantation geplant. Bei symptomatischer Pankreatitis wurde eine
Abdomensonographie durchgefiihrt, in welcher eine Raumforderung des Pankreas entdeckt
wurde. Nebenbefundlich waren bereits Manifestationen des multiplen Myeloms in der
rechten Tranendriise sowie in der linken Mamma festgestellt worden. Auf Grund der
klinischen Konstellation schloss man bei der sonographisch auffilligen pankreatischen
Raumforderung in diesem Fall auf einen weiteren Myelom-Herd. Beide Feinnadelpunktate
ergaben eine tumornegative zytologische Diagnose, vereinbar mit einer chronischen
Pankreatitis. Ein Praparat zeigte in der FISH ein negatives Ergebnis und war somit passend

zur Zytologie. Das zweite Prdparat zeigte ein klar positives FISH Ergebnis.

Bei einem anderen Patienten wurde ein vermutetes CUP (Cancer of unknown primary)
Syndrom, welches seit zwei Monaten bekannt war, untersucht. Ein Urothelkarzinom war
bereits diagnostiziert und zweimalig vorbehandelt worden, jeweils mit einer transurethralen
Resektion und Mitomycin-Instillation. In der Endosonographie wurden suspekte
Lymphknoten im Bereich des Pankreaskopfes beschrieben. Die entnommene Zytologie sowie
die FISH ergaben einen positiven Befund. Zytologisch sprach der Befund fiir ein
Urothelkarzinom. Der histologische Befund aus dem Pankreas bestdtigte den Verdacht eines

Rezidivs des bekannten Urothelkarzinoms.

Die beiden Falle von Nierenzellkarzinommetastasen im Pankreas verliefen sehr
unterschiedlich. Bei einem Patienten ist nur bekannt, dass ein Nierenzellkarzinom als

Vorerkrankung bestand, der genaue Grund fiir die eingeleitete Diagnostik war nicht zu
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erheben. Mehrere Histologien, entnommen aus der Papille, fithrten iber
immunhistochemische Farbungen zu dem Ergebnis, dass es sich um eine Absiedlung des
bekannten Nierenzellkarzinoms handelte, negativ fiir Zytokeratin 7, Zytokeratin 20, TTF-1
und Cal19-9 und positiv fiir Pan-Zytokeratin, Zytokeratin 8 und Vimentin. Die Zytologie und
die FISH waren beide negativ. In der FISH wurden hier keine chromosomal-aneuploiden
Zellen gefunden. Bei dem zweiten Patienten war der zytologische Befund der
Feinnadelpunktion zwar ebenfalls tumornegativ, in der FISH wurden aber 6 chromosomal-
aneuploide Zellen gefunden. Vorgestellt wurde der Patient auf Grund einer auffalligen
Raumforderung im Pankreas in der Abdomensonographie. Ein Nierentumor unbekannter
Entitdt war lange bekannt. Durch eine CT-gesteuerte Punktion konnte die Entitat der
Pankreasraumforderung geklart werden. Histologisch handelte es sich um ein mafdiggradig

differenziertes klarzelliges Nierenzellkarzinom G1-2.

Im Fall der Metastase des Melanoms liegen keine expliziten klinischen Daten vor. Durch die
Histologie mit zusatzlicher immunhistochemischer Untersuchung konnte eine
Melanommetastase im Pankreas nicht bestitigt werden. Die Immunreaktion war negativ fiir
Melan-A sowie negativ fiir Zytokeratin 7, Zytokeratin 20 und CA19-9. Die Zytologie war
tumorpositiv. In der FISH zeigte sich damit Ubereinstimmend eine chromosomale

Aneuploidie.

In einem Fall wurde ein Lymphom des Magens vermutet. Der zytologische Befund und die
FISH waren iibereinstimmend positiv. In der Histologie aus einem Magenulkus wurde ein
hochmalignes Non-Hodgkin-Lymphom der B-Zell-Reihe festgestellt. Weitere klinische
Angaben fehlten. Bei einem weiteren Patienten mit Lymphom ergab die Histologie eine
lymphozytére Proliferation mit hoher proliferativer Aktivitit, eine weitere Zuordnung war
aufgrund der sparlichen quantitativen Verhaltnisse jedoch nicht moglich. Damit wurde aber

die positive Zytologie sowie die positive FISH Diagnostik bestatigt.

Bei zwei Patienten bestand eine pankreatische Metastase eines Colonkarzinoms. In einem
Fall waren keine Vorerkrankungen bekannt. Es wurden in der Bildgebung Raumforderungen
in der Leber und in der Lunge beschrieben, sowie ein Colonkonglomerattumor, bei dem
klinisch zundchst nicht zwischen einer Pankreasraumforderung und einer Colonneoplasie
unterschieden werden konnte. In der Histologie der Colontransversumprobe wurde die
Diagnose eines Colonkarzinoms gestellt,immunhistochemisch positiv fiir Zytokeratin 20 und
CDX2 und negativ flr Zytokeratin 7. Zytologie und FISH waren positiv. Bei dem zweiten
Praparat mit dem Verdacht auf eine Metastase eines Colonkarzinoms waren die FISH und die
Zytologie libereinstimmend positiv. Zytologisch handelte es sich um ein gut differenziertes,
teils papillares Adenokarzinom im Pankreas. In diesem Fall war ein Colonkarzinom des
Sigmas in der Vorgeschichte bekannt. In der Endosonographie zeigte sich eine
Raumforderung im Pankreas, differentialdiagnostisch war auch an pathologisch vergrofierte
Lymphknoten zu denken. Die Resektion des Colons bestdtigte den Verdacht eines Rezidivs

des Adenokarzinoms auch im Sigma.
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Bei einem Fall einer pankreatischen Raumforderung konnte der Primarius nicht
abschliefdend gesichert werden. Es war ein Rektumkarzinom in der Vorgeschichte bekannt.
In der Zytologie sowie der FISH zeigten sich positive Ergebnisse. Zytologisch wurde der
Tumor als mafdiggradig differenziertes Adenokarzinom klassifiziert, differentialdiagnostisch
zu einer Metastase des bekannten Rektumkarzinoms zu sehen. Klinisch zeigte sich ein
entgleister Diabetes mellitus. In der Endosonographie stellte sich eine Raumforderung im
Pankreas mit Kompression der Vena lienalis dar. Es wurde keine weitere Histologie zur
Diagnosesicherung gewonnen. Im Verlauf fanden sich in der bildgebenden Diagnostik
Lebermetastasen, = Nebennierenmetastasen  beidseits und der Verdacht auf
Lungenmetastasen. Der Nachverfolgungszeitraum betrug etwas mehr als ein Jahr. Der Tumor
galt weiter als CUP-Syndrom. Im letzten dokumentierten Aufenthalt wurde eine
Chemotherapie des FOLFOX-Schemas durchgefiihrt, welches bei colorektalen Karzinomen

angewendet wird.

3.8.3 Neuroendokrine Tumore im Pankreas

Sieben Pankreasraumforderungen waren neuroendokrine Tumore. Der Verdacht auf einen
NET war durch die Zytologie in vier von sieben Fallen gestellt worden, diese 4 Fille zeigten
alle eine chromosomale Aneuploidie in der FISH. Eine chromosomale Aneuploidie bei einem
NET ist allerdings nicht unbedingt zu erwarten. Drei Pankreaspunktate neuroendokriner
Tumoren enthielten offensichtlich keine diagnoserelevanten Zellen (sampling error). Die
zytologische Diagnose sowie auch die FISH ergaben somit iibereinstimmend negative
Befunde. Die jeweiligen Diagnosen sind in Tabelle 46 zusammenfassend dargestellt und die

klinische Situation der Falle wird im Folgenden beschrieben.

Bei einem Patienten zeigte sich in schon in der Zytologie des Pankreaspunktats der dringende
Verdacht auf das Vorliegen eines NET, welcher mittels Immunhistochemie fiir Synaptophysin
bestatigt werden konnte. Klinisch war der Patient allein durch eine Lipase-Erhohung im Blut
aufgefallen. Das durchgefiihrte CT konnte nicht zwischen einer chronischen Pankreatitis oder
einem Pankreaskarzinom differenzieren. Das durch eine Whipple-Operation gewonnene
Untersuchungsmaterial wurde histologisch als NET im Stadium pT3 N1 G1 RO klassifiziert,
infiltrierend in das Treitz-Band und das Duodenum. Im weiteren klinischen Verlauf stellte
sich der Patient mit einem Rezidiv vor. Als Therapie wurde eine palliative Chemotherapie mit

Sonitinib durchgefiihrt.

Der klinische Verlauf in einem anderen Fall ist leider weitgehend unbekannt. Die Zytologie
wies ebenso wie die FISH ein negatives Ergebnis auf. Auch eine histologische Probe aus dem
Pankreas fiihrte hier nicht zur Diagnose, da kein diagnostisch relevantes Gewebe gewonnen
werden konnte. Die histologische Probe einer hepatischen Raumforderung war aber positiv
fiir Chromogranin A und Synaptophysin. Diese Befunde sprechen im Zusammenhang mit dem

klinischen Gesamtbild fiir eine Lebermetastase eines NET Grad 2 des Pankreas.
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Bei einem Patienten war ein NET in der linken Leiste bekannt. In einer Bildgebung wurde
eine Signalanreicherung im Pankreas gesehen. Zytologie und FISH waren beide negativ. Die
Biopsie eines Lymphknotens am Pankreas zeigte histologisch ein ausgedehntes Infiltrat eines
kleinzelligen NET G3. Verschiedene Therapien mit Sorafenib, einer Kombination von

Cisplatin und Etoposid sowie eines Somatostatinanalogons wurden durchgefiihrt.

In einem Fall stellte der Patient sich klinisch mit epigastrischen, in den Riicken strahlenden
Schmerzen vor. Rezidivierende akute Pankreatitiden waren bekannt. Im CT stellte sich ein
auffilliger LK auf Hohe des Pankreaskopfes dar. Die Zytologie der entnommenen Probe
ergab ein negatives Ergebnis, differentialdiagnostisch eine Autoimmunpankreatitis,
beziehungsweise einer Lymphadenopathie entsprechend, wenn ein Lymphknoten bei der
Punktion getroffen wurde. In der pyloruserhaltenden Whipple Operation zeigte die
histologische Aufarbeitung einen immunhistochemisch partiell fiir Somatostatin positiven
NET im Stadium pT2 N1 RO G2.

Ein Prdparat ergab in der Zytologie einen dringenden Verdacht auf einen NET, welcher
immunzytochemisch durch Nachweis einer Synaptophysin- und Chromograninexpression
bestatigt werden konnte. In der histologischen Untersuchung fand sich nur regelrechtes
exokrines und endokrines Pankreasgewebe. Klinisch bestanden Oberbauchschmerzen,
Gewichtsverlust und Durchfille. In der Endosonographie wurde ein malignomsuspekter
Befund im Pankreas beschrieben, welcher sich im CT bestitigte. In der
Somatostatinrezeptorszintigraphie zeigte sich eine erhohte Expression im Bereich des
Pankreaskorpers und -schwanzes. Das Staging erfolgte grofdtenteils klinisch (sonographisch)
mit bioptisch gesicherter Fernmetastase, uT2 uN+ pM1 G2. Auf Grund einer
Pfortaderthrombose und einer haemorrhagischen Gastritis war der Patient inoperabel.
Therapien mit Sandostatin, Lanreotid und peptidvermittelnden Radionukliden wurden

durchgefiihrt.

Bei einem anderen Préaparat ergab die zytologische Untersuchung ebenfalls den dringenden
Verdacht auf einen NET des Pankreas. Im Vorfeld wurde bei dem Patienten ein CT
durchgefiihrt, hierbei fand sich eine auffillige Raumforderung des Pankreas. Als
Vorerkrankung war ein indolentes Plasmozytom bekannt. Die Endosonographie ergab
keinen Hinweis auf eine Hyperperfusion und damit keinen Hinweis auf einen malignen
Prozess. Die zeitnah zuséatzlich entnommene Histologie bestétigte jedoch den Verdacht der

Zytologie mit positiver Immunreaktion fiir Synaptophysin, Chromogranin A, CD56 und CD99.

Ein weiteres Prdparat war in der Zytologie dringend tumorverdichtig. Der untersuchte
Pankreastumor war bereits seit einem Jahr bekannt. Klinisch zeigten sich Gewichtsverlust
und chronisch abdominelle Schmerzen. Endosonographisch stellte sich eine inhomogene,
unscharf begrenzte Raumforderung dar, welche derb palpabel war. Im MRT zeigte sich diese
Raumforderung signalinhomogen mit Verdrangung des Duodenums und des Ductus
choledochus. Es bestand der Verdacht auf ein NET, welcher durch eine Referenzhistologie als
NET G1 bestatigt wurde.
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Priparat Diagnose primidr  Zytologie/Histologie/Klinik FISH Diagnose-
gestellt durch Ergebnis Kkategorie
Zytologie

P12 Zytologie Zytologie mit dringendem Verdacht auf positiv dringender
neuroendokrinen Tumor, Synaptophysin ~ (22/25) Verdacht
positiv. OP Histologie bestatigt NET (pT3
N1 G1 RO)

P101 Histologie Histologie aus Pankreas ohne negativ negativ
diagnostisches Gewebe. Lebergewebe (0/60)
positiv fiir Chromogranin A und
Synaptophysin. NET Grad 2

P109 Histologie Histologie aus Lymphknoten am negativ negativ
Pankreas mit kleinzelligem NET, (1/60)

Zytokeratin positiv, G3.

P138 Histologie OP Histologie partiell positiv fiir negativ negativ
Somatostatin, NET (pT2 N1 R0 G2). (4/60)

Zytologie negativ bei
Autoimmunpankreatitis oder
Lymphadenopathie.

UP27 Zytologie Zytologie mit dringendem Verdacht auf positiv dringender
NET (uT2 uN+ pM1 G2). Synaptophysin (20/25) Verdacht
und Chromogranin A positiv.

UP96 Zytologie Histologie bestatigt Verdacht der positiv dringender
Zytologie auf NET, positiv fiir (5/26) verdacht
Synaptophysin, Chromogranin A, CD56
und CD 99.

UP120 Zytologie Referenzpathologie: Inmunhistochemie  positiv dringender
der Histologie zeigt einen gut (17/26) Verdacht

differenzierten NET (G1).

Tabelle 46 Zytologie und FISH (Cut-Off von 5 chromosomal-aneuploiden Zellen) der
neuroendokrinen Tumoren im Pankreas
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4 Diskussion

4.1 Zielsetzung und Einordnung in den diagnostischen
Kontext der pankreatobilidaren Zytologie

Das Ziel der Arbeit war es, die fiir andere Organsysteme, wie z.B. die ableitenden Gallenwege,
bereits validierte Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) am Untersuchungsmaterial von
endosonographisch gesteuerten Feinnadelpunktaten (EUS-FNA) des Pankreas im
Funktionsbereich Zytopathologie des Universitatsklinikums Diisseldorf zu etablieren. Die
FISH ist ein kosten- wund personalintensives Untersuchungsverfahren. Die
Abrechnungsmoglichkeiten nach dem Einheitlichen Bewertungsmafistab liegen bei 340,71€
(Stand Marz 2020, Punktwert.: 10,9871 Cent). Die privatarztlichen
Abrechnungsméglichkeiten nach der Gebiihrenordnung fiir Arzte (GoA) liegt derzeit bei
524€ (Stand Marz 2020).

Aus diesem Grund kann sie in Deutschland sicher nicht die kostengiinstige, konventionelle
mikroskopische Zytologie in der initialen diagnostischen Beurteilung sonographisch
gesteuerter Feinnadelpunktate des Pankreas ersetzen. Es ist daher aus diagnostischen, aber
auch aus 6konomischen Erwagungen heraus zu priifen, ob definierte Anwendungsbereiche,

wie z.B. nach konventionell-mikroskopisch unklarer Zytologie, benannt werden kénnen.

Die vorliegende Arbeit wurde als retrospektive Kohortenstudie konzipiert. Zytologisch
zellfreie und diagnostisch unzureichende Punktate wurden dabei ausgeschlossen. Insgesamt
wurden 273 Punktate eingeschlossenen. Dies ist auch im Literaturvergleich (vgl. Tabelle 48)
ein grofdes Kollektiv und sollte daher aussagekriftige Ergebnisse erzielen. Ein klinisch-
histologisches  Follow-Up  zur  Ermittlung des Referenzstandards fiir die
Treffsicherheitsbestimmungen der Zytologie und der FISH konnte fiir 213 Punktate ermittelt
werden. Dabei ergab sich ein problematischer Aspekt der wissenschaftlichen Arbeit an den
primar zur Diagnostik eingesandten Untersuchungsmaterialen. Von einigen Einsendungen
nicht universitarer Kliniken waren retrospektiv keine Follow-Up Daten zu erhalten. Dies mag
an fehlenden personellen Ressourcen oder in einem mangelnden Interesse an der Forschung
begriindet sein. Von einigen Kliniken stammten nur wenige {ibersandte Prdparate, so dass
angenommen werden kann, dass die EUS-FNA des Pankreas nicht schwerpunktmafiig in der
Einrichtung, sondern nur bei Bedarf am eigenen Patientengut durchgefiihrt wird. Der
Funktionsbereich Zytopathologie erhélt jahrlich ca. 200-300 EUS-FNA des Pankreas zur
diagnostischen Beurteilung. Man kann deshalb davon ausgehen, dass diese Untersuchung
eine breite Anwendung in gastroenterologischen Abteilungen findet. Aus den derzeit in
Uberarbeitung befindlichen S3-Leitlinien zum exokrinen Pankreaskarzinom [3] aus dem Jahr

2013 sind einige Indikationen fiir eine EUS-FNA des Pankreas zu entnehmen:
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e Primdre Resektion einer potenziell resektablen, karzinomverdichtigen
Raumforderung.

e Eine EUS-gesteuerte Biopsie kann bei Anderung dieses Vorgehens, z.B. bei
Metastasenverdacht eines anderen Malignoms, erfolgen.

e EUS-FNA vor der Durchfilhrung einer spezifischen palliativen Therapie zur
Diagnosesicherung.

e Punktion der am besten und bei moglichst geringem Risiko zuganglichen Lasion.

o EUS-FNA bei abklarungsbediirftigen zystischen Lasionen, ggf. mit Bestimmung von
CA19-9 und CEA.

Der Stand dieser Empfehlungen ist das Jahr 2006. Die einbezogene Literatur stammt aus den
Jahren 1998 bis 2005, man darf daher auf die liberarbeitete Leitlinie gespannt sein. Die
klinische Praxis sowie die guten Treffsicherheiten der EUS-FNA (vgl. auch folgendes Kapitel),
bestitigen eine breite Anwendung dieser Methode in der differentialdiagnostischen
Abklarung des Pankreaskarzinoms und seiner moglichen Vorlauferlasionen. Hierbei liefert
die EUS-FNA einen Baustein zur Entscheidung beziiglich eines konservativen oder eines
operativen klinischen Vorgehens, welches immer in Zusammenschau von Klinik, Bildgebung,
Zytologie, bei Zysten ggf. biochemischer Analyse (Amylase/ CEA) und
molekularpathologischer Untersuchung geschieht. [14][15][18]

Aus Kklinischer Sicht haben zystische und solide tumorverdachtige Lasionen des Pankreas
einen unterschiedlichen Stellenwert, da sich unterschiedliche differentialdiagnostische
Uberlegungen, insbesondere auch zu méglichen zystischen Vorlduferlisionen des
Pankreaskarzinoms, ergeben. Aus der Sicht des diagnostizierenden Zytopathologen spielt
aber das Erkennen maligne transformierter Zellen im Sinne von hochgradigen Zellatypien
oder offensichtlich malignen Zellveranderungen in Abgrenzung zu reaktiven oder nur
geringgradigen Zellatypien eine grofdere Rolle. Deshalb werden im Kollektiv der
vorliegenden Arbeit meist solide Lasionen, aber zusatzlich auch einige zellhaltige Praparate
zystischer Lasionen eingeschlossen und nicht separat voneinander untersucht. Zytologische
Diagnosekriterien fiir Malignitit bzw. flir eine hochgradige Atypie sind in der Literatur gut
beschrieben. [28][78] Eine positive zytologische Diagnose ist im passenden Kklinischen
Kontext sicher [77] und bietet eine gute Entscheidungshilfe fiir ein konservatives oder
operatives Vorgehen. Ein Nachteil der zytologischen Untersuchung von Pankreaszysten ist
z.B. der fehlende anatomische Kontext. So ist der Nachweis eines invasiven Wachstums
zytologisch allein nicht moglich. Eine negative zytologische Diagnose schliefst die Moglichkeit

einer Malignitat nicht aus, da die Lasion bei der Punktion verfehlt worden sein kénnte.
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4.2 Treffsicherheit der Zytologie bei endosonographisch
gesteuerten Feinnadelpunktion des Pankreas

Feinnadelpunktionen des Pankreas wurden zunachst transkutan durchgefiihrt, sind heute
aber weitgehend durch endosonographisch gesteuerte Punktionen ersetzt worden. Die
Literatur zur zytologischen Treffsicherheit bei transkutaner Punktion ist daher nicht auf die
heutige Situation zu ibertragen und wird im Folgenden auch nicht weiter beachtet. Aufgrund
unterschiedlicher Praparationsverfahren ist die Zytologie der EUS-FNA des Pankreas
heterogen. Es kommen unterschiedliche Verfahren, wie konventionelle Ausstriche oder auch
die fliissigkeitsbasierte Zytologie, zur Anwendung. Ebenso geschieht die Fixation der
entnommenen Zellen auf unterschiedliche Weise, z.B. mittels Lufttrocknung oder auf
alkoholischer Basis. Dies hat moglicherweise auch Einfluss auf die berichteten
diagnostischen Treffsicherheiten. Im Funktionsbereich Zytopathologie wird eine
alkoholische Fixation bevorzugt, da an den nach Papanicolaou gefiarbten Objekttragern
weitere Untersuchungen der oft nur sparlich vorhandenen Zellen und Zellverbanden moglich
sind, wie z.B. immunzytochemische Untersuchungen, DNA-Bildzytometrie oder auch FISH.
Auch gibt es unterschiedliche Auffassungen dariiber, wie mit den bei zytologischen
Untersuchungen aufgrund von Uberschneidungen in der Zytomorphologie reaktiver und
neoplastischer Zellverdnderungen notwendigerweise auftretenden unklaren Befunden zu
verfahren ist. Gemaf$ der aktuell fiir Deutschland giiltigen Empfehlung fiir die zytologische
Befundung [13], werden solche zytologisch unklaren Befunde gemafd ihrer
Malignitatswahrscheinlichkeit in die Diagnosekategorien "zweifelhaft (ca. 30%
Malignitatswahrscheinlichkeit) und »dringend verdachtig” (ca. 70%
Malignitatswahrscheinlichkeit) eingeteilt. Bei Studien zur zytologischen Treffsicherheit
konnen diese beiden Kategorien statistisch auf verschiedene Weise eingeordnet werden, was

die Heterogenitat der Datenlage weiter erhoht.

Fur die Treffsicherheitsbestimmung der konventionellen Zytologie, aber auch der FISH
wurden in der vorliegenden Studie nur die 195 Falle von pankreatobilidren Karzinomen und
benignen Pankreaserkrankungen einbezogen. Die insgesamt 18 Pankreasmetastasen und
NET werden fallbezogen gesondert im Kapitel 4.6 besprochen und sind hier nicht Gegenstand
der Betrachtung. Zum besseren Verstindnis der folgenden Ausfithrungen werden die

pragnanten Ergebnisse der Arbeit in Tabelle 47 einbezogen.

Je nach Einordnung der zweifelhaften und dringend verdachtigen Befunden zu den statistisch
positiven Zytologien, ergeben sich drei unterschiedliche in Kapitel 3.2 beschriebene
Auswertungsmoglichkeiten. Insgesamt fiihrt die Einordnung bereits der zweifelhaften Falle
zu den statistisch positiven zu einer hohen Sensitivitat bei allerdings reduzierter Spezifitat
(Ergebnisse vgl. Tabelle 47). Diese Einordnung der Zytologie wiirde dem eines Suchtestes
entsprechen, was aus Zeit- und Kostengriinden fiir den diagnostischen Ablauf sinnvoll ware.
Die kostenglinstige und schnelle mikroskopisch-morphologische Diagnostik an alkoholisch
fixierten Praparaten bildet den Suchtest, daran kann sich ggf. zur nachtraglichen Abklarung

zytologisch unklarer Befunde und fiir eine mogliche Steigerung der Spezifitit ein
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Bestatigungstest anschliefien (z.B. FISH wie in der vorliegenden Studie). Die Sensitivitat ist
gut mit dem Literaturquerschnitt einer Metaanalyse (33 Studien, zusammen 4984 Patienten)
von EUS-FNA solider Pankreasldsionen von Hewitt und Mitarbeitern aus dem Jahr 2012 [44]
vergleichbar, in der sich mit dieser Auswertungsvariante eine Sensitivitdt von 91% bei einer
Spezifitat von 94% ergibt. Die geringere Spezifitit der eigenen Daten lasst die Vermutung zu,
dass moglichweise die eigene Malignitatswahrscheinlichkeit fiir ,zweifelhafte Befunde von
46% (6/13) und die der ,dringend verdachtig” klassifizierten Befunde von 97% (34/35)
insgesamt geringer ist als der Internationale Vergleich. Hewitt et al. inkludierten sowohl
amerikanische als auch europdische Studien und beobachteten bei Follow-up Zeiten <36
Monaten (wie auch in der eigenen Studie) eine geringere, aber mit der eigenen Studie
vergleichbaren Spezifitdt von 90%, aber eine Spezifitiat von 97% bei >36monatigem Follow-
Up.

Sensitivitat ~ Spezifitat PPV NPV
Zytologie 87,2% 88,6% 93,2% 79,5%
(zw, d.V. statistisch positiv)
FISH 84% 93% 95% 76%
(Cutoff 5 aneusome Zellen)
FISH 82% 96% 97% 75%
(Cutoff 7 aneusome Zellen)
FISH 81,6% 95,7% 97,1% 74,4%
(=7 aneusome Zellen oder 24
Zellen relative Deletion 9p21
FISH 58,4% 98,6% 98,7% 57%
Polysomie 7 in 210 Zellen
Zytologie + FISH 77,6% 97,1% 97,9% 69,4%

(Cutoff 7 aneusome Zellen)

Zw: zweifelhaft; d.V.: dringender Verdacht

Tabelle 47 Sensitivitat, Spezifitit, PPV und NPV von Zytologie und FISH bei pankreatobilidren
Karzinomen und benignen Pankreaserkrankungen. Ubersicht Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit

Die geringere Treffsicherheit der eigenen Daten mag auch damit zusammenhdangen, dass hier
zusatzlich zystische Lasionen eingeschlossen wurden, fiir die schlechtere Treffsicherheiten

in der Literatur angegeben werden. In einer Metaanalyse (16 Studien, 1024 Patienten) von
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Wang und Mitarbeitern aus dem Jahr 2015 [107] wurde die Treffsicherheit der EUS-FNA
Zytologie zystischer Pankreasldasionen zusammengefasst. Die Sensitivitat ist hierbei 51% bei
einer Spezifitit von 94%, wenn bereits malignitatsverdachtige Befunde als statistisch positiv
gewertet werden. In der eigenen Auswertung mit Klassifikation der zytologisch dringend
verdachtigen Falle als statistisch positiv und den zytologisch zweifelhaften Fallen als
statistisch negativ ergeben sich eine Sensitivitdt von 82,4% und eine Spezifitat von 98,6%.
Diese liegen somit zwischen den Werten der oben angesprochenen Metaanalysen fiir solide

oder zystische Pankreasldsionen.

Bei Einordnung nur der zytologisch tumorpositiven Falle zu den statistisch positiven ergibt
sich der umgekehrte Fall mit in der vorliegenden Studie perfekter Spezifitat von 100%, bei
allerdings relativ niedriger Sensitivitdt von 55%. Diese Auswertung fithrt fiir einen
diagnostischen Test zu nicht brauchbarer Sensitivitit, allerdings zeigt sie eine grof3e Starke
der Zytomorphologie in der nahezu sicheren Erkennung maligner Zellen. Hewitt und
Mitarbeiter [44] geben fiir diese Auswertungsvariante ebenfalls Treffsicherheiten an. Herbei
wird eine gute Sensitivitdt von 85% erreicht bei einer guten Spezifitit von 98%. Die eigene
Sensitivitdt dieser Auswertungsvariante von 55% lasst den Schluss zu, dass sehr vorsichtig
diagnostiziert wird und bei geringsten Zweifeln das Praparat als , dringend verdachtig” statt
»positiv” Klassifiziert wird. Hierflir spricht auch die relativ hohe Anzahl ,zweifelhafter” und
»dringender verdachtiger” Befunde von 24,6% (48/195). Leider lasst sich der Anteil der
unklaren zytologischen Befunde (atypical und suspicious) aus der Metaanalyse von Hewitt et

al. nicht zum Vergleich ableiten.

4.3 Treffsicherheit der FISH bei endosonographisch
gesteuerten Feinnadelpunktion des Pankreas

In Tabelle 48 findet sich eine Ubersicht von Studien, welche die UroVysion multicolour FISH
an Feinnadelpunktaten des Pankreas angewendet haben. Lediglich drei dieser Studien
untersuchten ausschliefdlich FNA des Pankreas, wohingegen die beiden Studien von Levy et
al. die Anwendbarkeit der UroVysion FISH auf weitere Organe ausdehnte und die
Arbeitsgruppe von Bubendorf und Mitarbeitern (Vlajnic et al. 2014) Feinnadelpunktate und

Biirstenabstriche von pankreatobilidren Karzinomen untersuchte.

Studie Untersuchungs- Beschreibung
material

Levy 2007 [65] FNA verschiedener FNA Pankreas n=19

Organe, u.a. Pankreas Methode: FISH mit UroVysion, positiv fiir Aneuploidie (>5 Zellen) oder

9p21 Deletion in >20% der Zellen

Sensitivitat und Spezifitat nicht separat fiir FNA des Pankreas
angegeben, insgesamt aber Sensitivitat 77%, Spezifitat 100%
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Levy2012 [66]

FNA verschiedener
Organe, u.a. Pankreas

FNA Pankreas n=61

Methode: FISH mit UroVysion, positiv fiir Aneuploidie (=5 Zellen) oder
homozygote 9p21 Deletion oder Monosomie eines Chromosoms
(jeweils in >20% der Zellen) oder Polysomie eines Chromosoms in
>10 Zellen

Sensitivitat und Spezifitdt nicht separat fiir FNA des Pankreas
angegeben, insgesamt aber Kombination von Zytologie und FISH
Sensitivitat 86%, Spezifitit 96%

Henkes 2013 Pankreas (FNA) n = 60, aber nur bei 46 Follow Up

[43] Methode: FISH mit UroVysion, positiv fiir Aneuploidie (=5 Zellen) oder
Trisomie 7 (= 10 Zellen). Zusatzliches Kriterium homozygote 9p21
Deletion (ohne Cutoff-Angabe)
Sensitivitat: FISH 93%; Spezifitat: FISH 100%

Kubiliun 2011  Pankreas (FNA) n = 212 EUS-FNA, FISH n=69 nach unklarer oder negativer on-site

[62] Zytologie

Methode: FISH mit UroVysion, positiv bei Aneusomie (= 5 Zellen), = 5
Zellen mit homo- oder heterozygoter 9p21 Deletion, = 10 Zellen mit
Trisomie 7

Sensitivitat bei den n=69 (FISH durchgefiihrt): Zytologie 61%, FISH
74%, kombiniert 85%; Spezifitat bei den n=69 (FISH durchgefiihrt):
Zytologie 100%, FISH 100%

Bemerkung: alle unklaren Falle wurden der negativen Zytologie
zugeordnet

Ribeiro 2014
[83]

Pankreas (EUS-FNA)

n =104 (74 Adenokarzinom, 7 neuroendokriner Tumor, 23 benigne)

Methode: Vergleich der Zytologie in Kombination mit der FISH
(UroVysion), FISH positiv bei 25 Zellen mit Aneuploidie,
homozygotem oder heterozygotem Verlust von Signal 9p21 in 25
Zellen und Trisomie 7 in 210 Zellen.

Sensitivitat: Zytologie 62%, FISH 81%, Kombination FISH und
Zytologie 89%

Spezifitat: Zytologie, FISH und Kombination 100%

Vlajnic 2014
[106]

FNA Pankreas und
Biirstenabstriche
extrahepatische
Gallenwege

n=61 fiir FNA

Methode: FISH mit UroVysion, positiv fiir Aneuploidie (=4 Zellen) oder
heterozygoter oder homozygoter 9p21 Deletion in 212 Zellen,
Tetrasomie in < 10 Zellen wird als negativ gewertet.

Sensitivitat und Spezifitdt nicht separat fiir FNA des Pankreas
angegeben, es werden aber Treffsicherheiten fiir unterschiedliche
Diagnosekategorien (u.a. ,atypical“ und ,suspicious“) angegeben

Tabelle 48 Ubersicht der verfiigbaren Literatur (UroVysion-Sonde, FNA des Pankreas)

Die eigenen Ergebnisse der FISH Diagnostik zeigen bei einem Cut-Off von sieben Zellen mit

Aneuploidie den hochsten Youden-Index und damit das beste Verhaltnis von Sensitivitat und

Spezifitit. Der in der Literatur (vgl. Tabelle 48) meistverwendete Cut-Off fiir die Detektion

chromosomaler Aneuploidie mit der UroVysion Sonde ist 5 oder mehr Zellen. Dies weicht von

den Herstellerangaben ab. Der dort allerdings fiir die Anwendung an den ableitenden
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Harnwegen angegebene Cutoff betrdgt 4 oder mehr Zellen mit >2 Signalen flir zwei der
Chromosomen 3, 7 und 17. Lediglich Vlajnic und Mitarbeiter [106] verwenden in ihrer bereits
2003 begonnenen prospektiven Studie den Cut-Off des Herstellers, allerdings mit der
dahingehenden Abwandlung, dass die sonst in der Tat problematische Zunahme falsch
positiver Befunde durch die Wertung von <10 tetraploiden Zellen als negativ- abgemildert
wird. Tetrasomie kann bei euploider Polyploidisierung in Rahmen von entziindlichen und
regenerativen Verdnderungen vorkommen und muss bei den Auswertungsalgorithmen der
FISH-Untersuchung, wie auch in der vorliegenden Studie (vgl. Kapitel ,2.4.4 Auswertung der
FISH Praparate“) beachtet werden. [9][93] Fiir einen Cut-Off mit 5 oder mehr chromosomal
aneuploiden Zellen betragt die eigene Sensitivitat 84% und die Spezifitat, bedingt durch 5
falsch positive Befunde, allerdings nur 93%. Diese falsch positiven Befunde werden spater

gesondert diskutiert.

Keine der bisher publizierten Arbeiten (vgl. Tabelle 48) gibt Daten zur Treffsicherheiten nur
fiir die chromosomale Aneuploidie an. Die Arbeiten untersuchen als zusatzliches Kriterium
die (homo- oder auch heterozygote) Deletion von 9p21 und manche zusitzlich noch die
Trisomie (oder Polysomie) des Chromosoms 7. In der Regel sind die Sensitivitit und
Spezifitat fiir die FISH in den in Tabelle 48 genannten Studien nur fiir eine Kombination dieser
Kriterien angegeben und mit den eigenen Daten, die je nach Parameter getrennt ausgewertet
wurden, daher nicht unmittelbar vergleichbar. Einzelne Aspekte, die einen Vergleich
ermoglichen, werden fiir die Trisomie / Polysomie 7, die 9p21-Deletion sowie
Treffsicherheiten der FISH in der Subgruppe der unklaren zytologischen Praparate aber im

Folgenden diskutiert.

Ribeiro et al. [83] gibt fiir die Polysomie 7 eine Haufigkeit von 46% (34/74) bei
Adenokarzinomen des Pankreas an, wohingegen eigene Daten fiir die Trisomie 7 eine
Sensitivitdt von 8% (10/125) und fiir eine erweiterte Polysomie 7 eine Sensitivitdt von 58,4%
(73/125) zeigen. Letzterer Wert ist etwas hoher als der von Ribeiro et al. angegebene. Trotz
niedriger Sensitivitat fiir ein pankreatobilidres Karzinom ist der PPV der Trisomie 7 mit
90,9% (10/11) in der eigenen Auswertung sehr hoch und konnte in diesen seltenen Fallen
diagnostisch genutzt werden. Dies wird etwas relativiert durch Ergebnisse von Barr Fritcher
und Kollegen [4]. Die Hinzunahme des Kriteriums einer Trisomie oder Polysomie des
Chromosoms 7 kann auch zu einer Reduktion der Spezifitiat fithren. In der Studie an
Biirstenabstrichen pankreatobilidrer maligner Tumoren aus dem Jahr 2007 wurde zwar
gezeigt, dass 54% der Patienten mit einer Polysomie oder Trisomie des Chromosoms 7 im
Follow-Up ein Malignom aufwiesen. Die Sensitivitdt der FISH in Kombination der Kriterien
Aneuploidie und Trisomie/Polysomie 7 betrug 68%, die Spezifitit 81%. Allerdings war die
Spezifitiat der FISH ohne Berticksichtigung einer Trisomie / Polysomie des Chromosoms 7 mit
98% deutlich hoher. [4]

Bei der Untersuchung der Treffsicherheiten fiir die 9p21 Deletion war der Youden Index fiir
die Untersuchung der relativen Deletion (verglichen mit der durchschnittlichen Kopienzahl

der 3 iibrigen Sonden im UroVysion Sondenmix, wie von Zellweger et al. 2006 [117]
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vorgeschlagen) am hochsten mit Sensitivitat von 40% und Spezifitdt von 100% bei Detektion
von 4 oder mehr Zellen mit diesem Kriterium. Die Beriicksichtigung dieses Parameters eignet
sich somit gut fiir die klinische Anwendung. Verschiedene kombinierte Auswertungen von
heterozygoter, homozygoter und relative Deletion bei unterschiedlichen Cut-Offs erbrachten

zwar hohere Youden-Indices, doch sank die Spezifitat.

Die beste Treffsicherheit ergab die Kombination von 7 oder mehr Zellen mit chromosomaler
Aneuploidie und 4 oder mehr Zellen mit relativer Deletion von 9p21. Allerdings sind
Sensitivitdt und Spezifitat hier mit der alleinigen Analyse der chromosomalen Aneuploidie
nahezu identisch (vgl. Tabelle 47).

Kubiliun und Mitarbeiter [62] zeigten eine Rate homozygoter oder heterozygoter 9p21
Deletion von 58% (29/50) bei negativen oder unklaren zytologischen Diagnose im Rahmen
einer on-site Zytologie. Die FISH wurde ebenso wie in der Studie von Ribeiro und
Mitarbeitern (Ribeiro et al. 2014) am Material zusatzlicher Nadelpunktionen durchgefiihrt,
entnommen wahrend der gleichen EUS-FNA-Sitzung wie die on-site Zytologie. In der
letzteren Studie zeigte sich eine homozygote oder heterozygote 9p21 Deletion in 58%
(43/74). Die Spezifitat ist explizit fiir diese Art der Auswertung in beiden Studien nicht
angegeben, sondern nur summiert fiir alle Parameter eines positiven FISH-Ergebnisses. In
der Studie von Henkes und Mitarbeitern [43] sind keine Angaben zum Cut-Off einer 9p21
Deletion zu finden. In den Arbeiten von Levy und Mitarbeitern [65][66] ist eine Rate von
>20% der untersuchten Zellen fiir eine Deletion von 9p21 angegeben, homozygote Deletion

nur in Levy et al. 2012 [66]. Angaben von beobachteten Haufigkeiten finden sich hier nicht.

Beziiglich der Gesamtbeurteilung aller fiir eine positive FISH-Diagnose eingeschlossenen
Parameter finden sich in der Literatur fiir EUS-FNA des Pankreas (vgl. Tabelle 48) folgende
Treffsicherheiten: Sensitivitat von 74% (Kubiliun 2011 [62]), und 81% (Ribeiro 2014 [83]).
Die entsprechende Spezifitit betrug jeweils 100%. Eigene Daten (Cut-Off =7 chromosomal
aneuploide Zellen oder 24 Zellen mit relativer Deletion 9p21) zeigen eine Sensitivitdt von
81,6% bei Spezifitdat von 95,7%. Es fallt auf, dass hier die Spezifitiat gegentiber der Literatur
zuriickbleibt. Das liegt an 3 falsch positiven Befunden nach der FISH-Untersuchung, die im
folgenden Kapitel ,4.5 Diskrepante Fille“ weiter besprochen werden. Die Zahl der Nicht-
Malignom-Fille, die naturgemifd ebenfalls Einfluss auf die Spezifitit eines diagnostischen
Tests haben, ist bei den erwahnten Arbeiten unterschiedlich: 22% (15/69) (Kubiliun et al.
2011 [62]); 22% (23/104) (Ribeiro et al. 2014 [83]). In der eigenen Arbeit finden sich mit 75
Praparaten von nicht malignen Krankheitsverldufen eine deutlich h6here Fallzahl und damit
auch ein erhohtes Risiko fiir falsch positive Diagnosen. Die Rate der Praparate mit
tumornegativem Follow-Up betrug 38% (75/195). In der Arbeit von Henkes und Mitarbeitern
(Henkes 2013 [43]) wird die Sensitivitat mit 93% fiir die FISH-positiven Fille der zytologisch
gesicherten Adenokarzinome (Spezifitit 100%) angegeben. Ein klarer Bezug zu Follow-Up

88



fehlt, insbesondere bei einem zytologisch negativen, aber FISH-positiven Fall. Ein Vergleich

mit dieser Arbeit ist diesbeziiglich aus methodischen Griinden nur eingeschrankt moglich.

Zwei Arbeiten (Henkes 2013 [43] und Vlajnic 2014 [106]) geben Angaben zu Ergebnissen der
FISH-Untersuchung explizit fiir unklare zytologische Diagnosen. In der erstgenannten Arbeit
wurden aufderdem die FISH-Resultate bei sieben von 13 unklaren Zytologiebefunden
untersucht, fiir die Follow-Up Daten vorlagen. Dabei ergaben sich eine Sensitivitit und
Spezifitat von jeweils 100%. Von 6 der 13 FISH / Zytologie-Befunden lagen allerdings keine
Follow-Up Informationen vor. [43] Aussagekraftiger ist eine Auswertung zur Anwendung der
FISH an zytologisch atypischen (entsprechend zweifelhaft) oder dringend verdachtigen
Praparaten, welche an den vorbefundeten zytologischen Praparaten durch
computergestiitzte Relokalisation der suspekten Zellgruppen mit anschliefiender FISH-
Auswertung moglich wurde (Vlajnic et al. 2014 [106]). Bei 50 unklaren zytologischen
Priaparaten, davon 34 zweifelhafte und 16 dringend verdachtige, war die Sensitivitit
insgesamt 61,3%, bzw. 26,7% bei zweifelhaften und 93,8% bei dringend verdichtigen
Praparaten (Spezifitit, wo Berechnung maglich, jeweils 100%). In der eigenen Arbeit betragt
bei einem Cut-Off von 5 oder mehr aneuploiden Zellen die Sensitivitit der FISH-
Untersuchung im Fall einer dringend verdéchtigen Zytologie 82,35% (100% Spezifitdt) und
hat damit eine ebenfalls gute Sensitivitat. Ein falsch positiver Befund lag in dieser Subgruppe
nicht vor. Dies verhalt sich anders in der Subgruppenanalyse der FISH-Anwendung nach
zweifelhafter Zytologie. Hier gab es zwei falsch positive FISH-Befunde und damit eine
schlechtere Spezifitit von 71,43%, was die klinische Anwendung in dieser Subgruppe
erschwert. Da die Sensitivitit der FISH fiir ein pankreatobilidres Malignom in der
zytologischen Diagnosekategorie , zweifelhaft” 0% ist, ist zu liberlegen, ob wegen der Gefahr
falsch positiver Diagnosen auf den Einsatz der FISH in dieser Subgruppe verzichtet werden
sollte. Diese Aussage ist vor dem Hintergrund der geringen Fallzahl in dieser Kategorie von

13 aber nur mit gewisser Vorsicht zu treffen.

Insgesamt ist die Datenlage zur Anwendung der UroVysion multicolour FISH an EUS-FNA des
Pankreas sehr heterogen. Die bisher veroffentlichten Arbeiten unterscheiden sich in den
verwendeten Analysen und Cut-Offs zur Bestimmung eines in der FISH positiven Ergebnisses,
aber auch im Studiendesign beziiglich Anwendung und Indikationsstellung zur FISH (z.B.
Anwendung nach unschliissigen Ergebnissen in der on-site Zytologie, Anwendung an
unklaren Prdparate, Analyse samtlicher Prdparate). Insgesamt kommen als Parameter,
ebenso wie in der eigenen 2011 begonnenen Arbeit, die chromosomale Aneuploidie, Deletion
von 9p21 sowie Trisomie / Polysomie des Chromosoms 7 zur Anwendung. Die
Treffsicherheiten sind fiir einzelne Parameter meist nicht angegeben, sondern nur fiir die

Kombination der Parameter.
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4.4 Treffsicherheit der kombinierten Zytologie und FISH

Fiir eine klinische Anwendung ist die FISH sicher ein wichtiger Baustein. Der grofere Nutzen
ergibt sich aber in der Kombination von EUS-FNA basierter Probenentnahme,
mikroskopisch-zytologischer Analyse und zusatzlicher FISH-Untersuchung. Ein Vorteil der
Zytologie an alkoholisch fixierten Praparaten ist die sequentielle Anwendung der FISH an den
selben auf den Objekttragern befindlichen Zellen, ggf. mit computergestiitzter Auswertung
der selben Zellgruppen (Vlajnic etal. 2014 [106]). Die Gewinnung zusatzlicher Proben fiir die
FISH ist aber auch in gleicher EUS-FNA Sitzung moglich und erbringt insbesondere nach on-
site Zytologie (Ribeiro et al 2014 [83], Kubiliun et al. 2011 [62]) fir eine noch nicht sichere
zytologische Tumordiagnose ausreichendes Untersuchungsmaterial durch zusatzliche
Nadelpassagen. Insgesamt werden durch Kombination von Zytologie und FISH in einem Teil
der Fille erneute diagnostische EUS-FNA Sitzungen vermieden, was zu einer Reduktion der
Belastung der oft sehr kranken Patienten und auch zur Reduktion der Kosten fiihrt. Zusatzlich
kann die erhohte Empfindlichkeit der FISH moglicherweise zu einer Verringerung der
gesamten Krankheitskosten fiihren, indem der Bedarf fiir die Wiederholung von
diagnostischen Untersuchungen wegfillt, wie zum Beispiel ERCP, CT, MRT oder PET-
Untersuchungen (Positronen-Emissions-Tomographie). Dariiber hinaus koénnen die
Informationen dieser zusatzlichen zytologischen Tests helfen, komplexere Entscheidungen
zu treffen, beispielsweise in Bezug auf teure therapeutische Interventionen wie die

Notwendigkeit einer Operation oder Chemotherapie. (vgl. Beginn Kapitel 4.1)

Nach Analyse der eigenen FISH-Ergebnisse fiir verschiedene zytologische
Diagnosekategorien ergibt sich der grofdte Nutzen fiir die Anwendung der FISH zusatzlich zur
unklaren (zweifelhaften oder dringend verdachtigen) Zytologie (vgl. Kapitel 3.4.3). Nach
negativer Zytologie wurde nur 1 von 16 pankreatobilidren Karzinomen mittels FISH (Cut-Off
=5 oder 27 Zellen) detektiert, eine positive Zytologie allein ist aufgrund fast perfekter
Spezifitat klinisch glaubhaft und bendtigt keine weitere Abklarung durch FISH. Fiir die
statistische Auswertung ist eine kiinstliche Zuordnung unklarer zytologischer Diagnosen zu
einer statistisch positiven oder negativen Diagnosekategorie nicht mehr erforderlich, da die
zusatzliche FISH-Untersuchung durch Etablierung eines Cut-Offs hier eine Dichitomisierung
erreicht. Die FISH dient dabei als Bestatigungstest. Fiir die Wahl des Cut-Offs entscheidend
ist die Uberlegung, dass ein falsch positives Ergebnis bei einer geringen Spezifitit
schwerwiegende Folgen fiir den Patienten hat. Ein falsch negatives Ergebnis fiihrt dagegen
bei begriindetem klinischen Verdacht zu einer weiteren klinischen Diagnostik, ohne dabei in

hohem Maf3e invasiv zu sein.

Die Kombination von Zytologie und FISH nach unklarer Zytologie, ergibt bei einem Cut-Off
von fiinf beziehungsweise bei einem Cut-Off von sieben fiir pankreatobilidre Karzinome und
benigne Pankreaserkrankungen (n=195) eine Sensitivitit von 77,6% beziehungsweise 76%.
Die Spezifitit liegt bei beiden Grenzwerten bei 97,1%. Unter Einbezug der
Pankreasmetastasen und der Neuroendokrinen Tumoren aus der Studienkohorte (n=213)

ergibt sich bei einem Cut-Off von 5 beziehungsweise von 7 chromosomal aneuploiden Zellen
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eine Sensitivitat von 79,4% beziehungsweise 78%. Die Spezifitat betragt je 97,4%. Auf eine
zusatzliche Auswertung unter Einbezug der 9p21 Deletion wird hier verzichtet, da sich in der
Gesamtkohorte keine Verbesserung der diagnostischen Treffsicherheit ergibt (vgl. auch
Tabelle 47). Da die Spezifitat sich bei Anwendung eines Cut-Offs von 5 oder 7 chromosomal
aneuploiden Zellen nicht unterscheidet, kann der auch in vergleichbaren Studien (vgl. Tabelle
48 und folgende Ausfiihrungen) verwendete Cut-Off von 5 chromosomal aneuploiden Zellen

fiir eine kombinierte diagnostische Evaluation durch Zytologie und FISH genutzt werden.

Dass die Sensitivitat bei der kombinierten Auswertung (vgl. Tabelle 47) um 9,6% niedriger
ist als bei alleiniger Zytologie, ist aufgrund der Steigerung der Spezifitat von 8,5% und der
daraus resultierenden therapeutischen Konsequenzen gut hinnehmbar. Eine hohe
Sensitivitdit wilrde weniger falsch negative Diagnosen bedeuten, allerdings sind
diagnostische und therapeutische Folgen genau zu iiberlegen. Die hohere Sensitivitat der
alleinigen zytologischen Evaluation suggeriert einen hoheren Anteil sicherer Diagnosen, was
aber aufgrund der Einordnung der 48 zytologisch zweifelhaften oder dringend verdédchtigen
Diagnosen als statistisch positiv nur vorgetduscht wird. Die FISH ermdglicht hier hingegen

eine eindeutigere Zuordnung.

Im Literaturvergleich ergibt sich durch den Einsatz der FISH in der Regel eine Steigerung der
diagnostischen Treffsicherheit. In der Studie von Kubiliun et al. [62] wurde die FISH nur nach
zunachst nicht aussagekriftiger on-site Zytologie eingesetzt. Bei Patienten mit
Raumforderungen des Pankreas konnte gezeigt werden, dass durch die FISH-Diagnostik Falle
aufgedeckt werden konnten, welche in der alleinigen Zytologie iibersehen worden waren,
ohne dabei die Spezifitiat zu mindern. Die Sensitivitit in dieser Konstellation wurde von 61%
bei alleiniger Zytologie auf 85% nach zusatzlicher FISH gesteigert. Einen falsch positiven Fall
bei den 15 eingeschlossenen gutartigen Pankreasldsionen gab es nicht. Die Sensitivitat ist in
dieser Studie 7,4% hoher als bei den eigenen Daten, allerdings bei einer deutlich kleineren
Fallzahl. [62]. Die Ergebnisse der Studie von Levy et al 2007 [65] zeigen, dass die DNA
Zytometrie und FISH eine genauere Diagnostik in der endosonographisch gesteuerten FNA
als die alleinige Routinezytologie ergeben. Die Daten suggerieren, dass durch den Ansatz, die
chromosomalen Aberrationen zur Diagnostik zu nutzen, eine hohe diagnostische Sensitivitat
entsteht, obwohl die Patientenkohorte unterschiedliche Tumorentititen inkludiert. In die
Untersuchung wurden verschiedene Organsysteme eingeschlossen, unter anderem das

Pankreas, Lymphknoten, Osophagus, Magen sowie Schilddriise. [65]

Eine aktuelle Studie von Ribeiro et al 2014 [83] untersuchte 104 Patienten mit
Raumforderungen des Pankreas. Die Sensitivitat der Zytologie betrug 62%, die Sensitivitat
der FISH 81%. Durch eine Kombination beider Verfahren konnte die Sensitivitiat auf 89%
erhoht werden. Die Spezifitit der FISH und Zytologie betrug 100%. Bei 23 negativen
Zytologien wurde zusatzlich in der FISH ein Malignom erkannt. [83] Die Sensitivitatist 11,4%
hoher als bei den eigenen Daten, allerdings auch hier bei einer deutlich kleineren Fallzahl und
geringerem Anteil von tumornegativen Fallen in der Studie 22% (23/104) als in der eigenen

Studie mit 38%. Vlajnic und Mitarbeiter [106] untersuchten wie in der vorliegenden Arbeit
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die Anwendung der FISH in der Subgruppe nach zweifelhafter oder dringend verdachtiger
Zytologie. Eine summarische Auswertung der FISH tiber alle Diagnosegruppen der Zytologie,
eingeschossen positive oder negative Zytologie, wurde nicht durchgefiihrt. Alle 31
zytologisch positiven Faille waren aber auch in der FISH positiv und alle 9 zytologisch

negativen Falle auch in der FISH negativ.

Im Vergleich zur Literatur ergab sich in der eigenen Arbeit eine schlechtere Spezifitit der
kombinierten Evaluation von Zytologie und FISH. In der eigenen Arbeit wurde die Trisomie
/ Polysomie der Chromosoms 7 zwar als singuldarer Parameter mit guter Spezifitit und
moderater Sensitivitat (vgl. Tabelle 47) untersucht. Dieser Parameter ist bei Kubiliun et al.
[62] sowie Ribeiro et al. [83] aber als positives FISH-Resultat mit ausgewertet worden. Zur
Diskussion sollte daher gestellt werden, ob die Treffsicherheit der eigenen Untersuchungen
nicht durch eine Inklusion der Trisomie/ Polysomie des Chromosoms 7 zu den positiven
FISH-Diagnosen hatte gesteigert werden konnen. Es wurde allerdings keine
Subgruppenanalyse nach zweifelhafter oder dringend verdachtiger Zytologie durchgefiihrt.
Auch sollte zur Diskussion gestellt werden, dass bei der Auswertung und Beurteilung der
Interphase-FISH als einer morphologisch basierten Methode eine Erfahrung in der
morphologischen Diagnostik notwendig ist. Bei reaktiven Verdnderungen ist eine Tetrasomie
physiologisch in der G;/M-Phase des Zellzyklus, aber sie kommt auch bei euploider
Polyploidisierung eines Gewebes (Biesterfeld et al. 1994 [9]) vermehrt vor. Diese
Begebenheiten konnen insbesondere wahrend der S-Phase zu einer vorgetduschter
Aneusomie gemafd der diagnostischen Kriterien dieser Studie filhren und damit durch
Uberschreitung des Cut-Offs zu einer Uberbewertung. Es ist zu bedenken, dass zum Erreichen
des Cut-Offs nur wenige chromosomal aneuploide Zellen (5 bzw. 7) im Praparat erforderlich

sind.

4.5 Diskrepante Falle

Bei einigen Fillen gab es bei den verschiedenen Auswertungen oder dem Referenzstandard
in irgendeiner Form voneinander abweichenden Befunde. Bei einem Teil dieser Praparate
zeigte sich in einer nach Erheben des Referenzstandards nachtraglich wiederholten FISH
Untersuchung ein korrigiertes zutreffendes Ergebnis. Diese wiederholte Auswertung dient
nur zu Diskussionszwecken. Fiir die Ergebnisermittlung blieb der initiale FISH-Befund

relevant.

Bei den zytologisch negativ befundeten Praparaten sind vier Praparate diskrepant (vgl.
Tabelle 44). Bei zwei Praparaten mit positivem Referenzstandard zeigte sich zundchst ein
negatives FISH Ergebnis. Die erneute Durchsicht ergab bei einem Praparat erneut einen
negativen FISH-Befund. Dies muss als ein falsch-negativer FISH-Befund bei falsch negativer
Zytologie gewertet werden. Es ist am wahrscheinlichsten von einem sampling error
auszugehen. Das zweite Prdparat zeigte hingegen eine relevante Zahl chromosomal-

aneuploider Zellen (Cut-Off 5). Somit besteht hier wahrscheinlich ein screening error der
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ersten FISH-Befundung. Bei einem Prédparat eines Patienten mit pankreatischer Metastase
zeigte sich wiederholt ein positives FISH Ergebnis mit 6 chromosomal-aneuploiden Zellen.
Bei Anwendung eines Cut-Off von 5 fiir eine FISH-positive Diagnose ergibt sich somit ein
richtig positiver Befund, wohingegen eine Anwendung des Cut-Offs von 7 zu einer falsch
negativen Diagnose fiihrt. Diese geringe im Praparat enthaltene Zahl atypischer Zellen wurde
in der Zytologie Uibersehen, so dass hier von einem screening error der Zytologie auszugehen
ist. Ein Prdparat mit negativem Referenzstandard wurde bei der ersten Durchsicht als
chromosomal-aneuploid (6 Zellen) befundet. Eine doppelte und erneute Durchsicht eines
anderen Untersuchers zeigte lediglich 1 bzw. 4 chromosomal-aneuploide Zellen. Es ist von
einem falsch-positiven Befund der FISH auszugehen, wobei dies unter Anwendung eines Cut-

Offs von 7 nicht mehr zum Tragen kommen wiirde.

Bei den zytologisch als zweifelhaft befundeten Praparaten blieben 3 Praparate mit positivem
Referenzstandard bei erster Durchsicht FISH-negativ. Bei zwei dieser Praparate ergab auch
die erneute Durchsicht keinen positiven Befund, die Zahl der chromosomal-aneuploiden
Zellen im Praparat war hier also insgesamt zu niedrig. Ein Praparat zeigte bei erneuter
Befundung 8 chromosomal-aneuploide Zellen, das Ergebnis der ersten Befundung ist hier
somit falsch-negativ. Zwei zytologisch zweifelhafte Prdparate mit negativem
Referenzstandard waren bei der ersten Befundung unter Anwendung eines Cut-Offs von 5
chromosomal-aneuploider Zellen FISH-positiv. Beide Praparate zeigten 7 oder mehr
chromosomal-aneuploide Zellen und waren auch bei Anwendung dieses Cut-Off-Wertes
falsch positiv. Bei erneuter Durchsicht zeigten beide Praparate ein FISH-negatives Ergebnis,

es ist also von einem falsch-positiven FISH-Befund der ersten Untersuchung auszugehen.

Bei den zytologisch dringend verdichtig befundeten Praparaten waren 5 Prdparate mit
positivem Referenzstandard bei der initialen FISH-Befundung falsch negativ. Zwei dieser
Priparate zeigten auch in der erneuten Befundung nicht mehr als 3 bzw. 4 chromosomal-
aneuploide Zellen, so dass somit von einer zu geringen Zahl atypischer Zellen im Praparat
auszugehen ist. In den iibrigen drei Praparaten fand sich bei zum Teil mehrfacher erneuter
Durchsicht 11, 8 bzw. 6 chromosomal-aneuploide Zellen. Sie wurden somit bei der ersten
FISH-Untersuchung falsch negativ befundet, wobei das letzte Praparate nur bei Anwendung
eines Cut-Offs von 5 chromosomal-aneuploiden Zellen als FISH-positiv bewertet wird. Hier
erschwerte sicher die im Untersuchungsmaterial enthaltene geringe Zahl der atypischen

Zellen die Diagnose.

Insgesamt zeigt die Wiederholung der FISH-Untersuchung, dass bei drei bzw. zwei
Praparaten (Cut-Off 5 bzw. 7) ein falsch positives FISH Ergebnis zu einem richtig negativen

Ergebnis gefiihrt hatte.

Die Fille, bei denen zusitzlich nach Bekanntwerden des Follow-ups bei dann bekannt
gewordenem diskrepantem Befund eine wiederholte FISH-Untersuchung das richtige

Ergebnis ergibt sind zusammengefasst dargestellt in Tabelle 49.

93



a =1 3 %) 3 )
5 = =g55w ETEL EEN
2 g n o =E 0.0 % o 2 &
. = 2 Lafoc €80 280 o o
I o o : 1 : 1 : = @
= 28 & S =25 = EE = & 5 S ©
7 - ] T 2 O s 28535 50 < = & Z2RE)
ytologie- = = o 3 2 973 T T =
Z = EE s ESE 282 2347 = S
befund = N =NS) PE2E wmE ® &= E )
dringender P382) neg. pos neg. neg. POSITIV
Verdacht
pos.
P852) neg. neg. neg. POSITIV
P1022  neg. pos. neg. neg. POSITIV
zweifelhaft P412) neg. pos. neg. neg. POSITIV
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P1332)  neg. pos. neg. neg. POSITIV

1) falsch positiv, wiederholte Untersuchung zeigt das richtig negative Ergebnis

2) falsch negativ, wiederholte Untersuchung zeigt das richtig positive Ergebnis

Tabelle 49 Initial diskrepante Fille mit nach erneuter Durchsicht der FISH-Praparate
iibereinstimmendem Ergebnis mit dem Follow-up

Bei drei, initial falsch positiv beurteilten Praparaten, ergaben sich in der nachtraglichen

Beurteilung von zwei erfahrenen Untersuchern jeweils negative FISH-Befunden.

Bei diesen drei Praparaten fallt auf, dass keine hohe Anzahl chromosomal-aneuploider Zellen
im Praparat vorkamen. Von jeweils ca. 60 untersuchten Zellen waren 6, 8 bzw. 10 aneuploid.
Klinisch bestand bei keinem der Patienten priméar der Verdacht auf ein Pankreaskarzinom. In
einem Fall wurde in einer CT Untersuchung des Beckens eine Osteolyse diagnostiziert. In
einem anderen Fall wurde aufgrund eines bekannten Zungengrundkarzinoms eine unklare
Raumforderung im Bereich der grofien Kurvatur des Magens nahe des Antrums abgeklart.
Nebenbefundlich war bei allen drei Patienten ein Alkoholabusus bekannt, dieser geht mit
einem erhohten Risiko fiir akute sowie chronische Pankreatitiden einher. Diese flihren tiber
Nekrosebildung und Fibrosen Zu erheblichen Umbauprozessen mit
Funktionseinschrankungen des Organs, vergleiche Rocco et al. [87] Fiir regenerative
Prozesse ist bekannt, dass die beteiligten Zellen eine euploid-polyploide DNA-Verteilung
haben kénnen (Biesterfeld et al. 1994 [9]). Diese kann durch Vermehrung der Signalzahl,
insbesondere auch in der S-Phase des Zellzyklus, wenn die DNA noch nicht vollstindig
verdoppelt ist, zu Uberschneidungen in der Interpretation mit einer chromosomalen
Aneuploidie fiihren. Ein erfahrener Untersucher beriicksichtigt bei der FISH-Befundung diese
Umstidnde und ist moglicherweise restriktiver in der Beurteilung von FISH-Signalen, bei

denen sich ein Interpretationsspielraum ergibt. Letzter Punkt ist fiir Morphologie basierte,
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diagnostische Methoden, wie auch fiir die FISH, ein haufig entstehendes Problem und der

Methode der Untersuchung immanent.

Bei flinf Praparaten ergab sich der umgekehrte Fall. Die Praparate zeigten in der initialen
FISH ein falsch negatives und in der wiederholten Durchsicht nach Kenntnis des Follow-Ups
dann ein richtig positives FISH Ergebnis. Bei allen Praparaten wurde aber angemerkt, dass
wenige reprasentative Zellkerne vorhanden waren. Von zwei Patienten dieser initial falsch
negativen Falle wurde im Verlauf erneut eine Probe eingesandt. In einem Fall erfolgte eine
zweite Punktion einen Monat danach (P41). Sie ergab allerdings auch ein negatives Ergebnis,
ebenfalls bei nur wenig erhaltenem Untersuchungsmaterial. In dem anderen Fall erfolgte die

wiederholte Punktion 5 Monate spater und ergab ein richtiges, positives FISH Ergebnis.

Gegeben falls sollte daher bei diagnostischer Unsicherheit bei einem schwierigen FISH-
Praparat ein zweiter erfahrener Untersucher hinzugezogen werden. Aufierdem kann bei
persistierendem Kklinischem Verdacht auf ein Pankreaskarzinom und bisher negativer oder
unklarer Zytologie (+FISH) eine wiederholte Punktion mittels EUS und FNA wegen der

geringen Komplikationsrate sinnvoll sein. [15]

4.6 Metastasen und Neuroendokrine Tumoren im
Pankreas

Metastasen sowie neuroendokrine Tumoren zeigen jeweils viele Ubereinstimmungen
zwischen Zytologie, Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung und Kklinischem Verlauf. Die
Beurteilung der Treffsicherheiten anhand einer Vierfeldertafel ist in der vorliegenden Arbeit

nicht sinnvoll. Bei allen Fallen besteht eine tatsachliche Erkrankung.

Bei den EUS-FNA von pankreatischen Metastasen zeigen zwei Praparate bei einem Grenzwert
von fiinf chromosomal-aneuploiden Zellen ein falsch negatives FISH Ergebnis und drei
Priaparate bei einem Grenzwert von sieben. Diese Prdparate waren allerdings auch
zytologisch bereits negativ und sind daher in erster Linie als sampling error zu werten. Von
den verbleibenden neun (bzw. 8) FISH-positiven Fallen waren zwei (bzw. eins) zytologisch
negativ, in erster Linie daher entsprechend einem screening error in der Zytologie. Bei den
anderen 7 Praparaten zeigte sich sowohl eine positive Zytologie wie ein positives FISH-
Ergebnis. Studien zeigen, dass bei malignen Tumorerkrankungen generell eine sehr hohe
Rate an Aneuploidie vorliegt. Duesberg et al (2006) [31] geht unter anderem auf den
besonderen Stellenwert der Aneusomie bei der Entstehung von Metastasen ein und der damit
einhergehenden aggressiven Tumorbiologie. [31] Ahnliches beschreiben Ried et al (2012)
[84]. Fiir verschiedene Tumorentitidten wird eine Aneuploidie mit spezifischen, numerischen
und genomischen Verdnderungen berichtet, welche sich bereits in Tumorvorstufen finden
lasst und in den Metastasen erhalten bleibt. Diese Aneuploidie ganzer Chromosomenarme
oder Chromosomen resultiert aus der massiven Deregulation des Transkriptoms von maligne

transformierten Zellen. [84]
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Die Praparate der Metastasen und malignen Systemerkrankungen haben gemeinsam, dass
auf dem Einsendeschein zur zytologischen Untersuchung in weniger als der Halfte der Falle
eine Angabe zu einer metastasierten Tumorerkrankung gemacht wurde, so dass in der
Differentialdiagnose der Zytomorphologie eine mogliche Metastase nicht von vorne herein
alleine beachtet werden konnte. Nach Durchsicht der Krankenakten stand aber in keinem Fall
klinisch allein der Verdacht eines Pankreaskarzinoms im Vordergrund. Retrospektiv wiesen
Vorerkrankungen, Symptome oder Untersuchungsergebnisse auf einen anderen
Primartumor hin. Einige Entitdten, wie die eingeschlossenen Lymphompraparate inklusive
des multiplen Myeloms, sind aufgrund der meist deutlich vom Karzinom abweichenden
Morphologie einfacher einer ergdnzenden immunzytochemischen Abklarung zuzufiihren.
Wohingegen Karzinommetastasen im Pankreas ohne klinische Angabe des Primartumors
aufgrund des sehr viel haufigeren Pankreaskarzinoms, welches morphologisch ein hohes
Maf3 an Heterogenitit aufweisen kann, meist nicht erkennbar sind. In der Regel werden an
zytologischen  Ausstrichprdparaten  bei  Karzinomdiagnosen  keine  weiteren
immunzytologischen  Untersuchungen zur histogenetischen = Tumorklassifikation
durchgefiihrt, da hierfiir immer ein Panel verschiedener Antikorper erforderlich ist. Meist
liegen nicht genug tumorzellhaltige Ausstrichpraparate vor. Ein unvollstandiges
immunzytochemisches Markerpanel hilft jedoch meist nicht weiter. Fiir maligne
amelanotische Melanome istin der diagnostischen Zytologie bekannt, dass sie morphologisch
Karzinome imitieren kénnen. Nach personlichen Mitteilungen von Dr. Pomjanski und Dr.
Schramm (Zytopathologen im Funktionsbereich Zytopathologie des Universitdtsklinikums
Diisseldorf) ist in verschiedenen Fallserien aus verschiedenen Organen, wie z.B. auch bei
einer Serie von Speicheldriisenpunktaten, jeweils mindestens eine Melanommetastase ohne

Anwendung der Inmunzytochemie als Karzinom fehldiagnostiziert worden.

Bei den NET gibt es ein Praparat mit falsch negativem FISH-Befund bei einem Grenzwert von
sieben aneuploiden Zellen, welches in der Zytologie als dringend verdachtig klassifiziert
wurde. Drei weitere Praparate zeigen sowohl in der Zytologie als auch in der FISH ein
negatives Ergebnis und miissen daher als sampling error betrachtet werden. Die 4
zytologisch diagnostizierten NET (dringender Verdacht) waren in der FISH (bei cut-off 5)
sdamtlich chromosomal aneuploid. Dabei handelte es sich nicht nur um héhergradig maligne
G3 Tumore, sondern zweimal um G1 und einmal G2 Tumore (der 4. Fall blieb beziiglich der
Differenzierung unbekannt). Dies ist etwas lberraschend, da die Analyse der Ploidie in
neuroendokrinen Tumoren verschiedener Organe mittels DNA Bildzytometrie in mehr als
84% der untersuchten Falle ein diploides oder euploid-polyploides DNA-Muster ergab. [79]
Die DNA-Bildzytometrie ist hier moglicherweise eine zu grobe Methode, weil zur Diagnose
einer DNA-Aneuploidie eine Abweichung von mehr als 10% von den normalen diploide oder
tetraploide DNA-Gehalte gefordert ist. Das entspricht bei normalen 46 Chromosomen einer
Abweichung des diploiden Chromosomensatzes von mehr als 4 Chromosomen, entsprechend
einer sehr groflen genomischen Verdnderung. Mittels einer hier schon etwas feiner
unterscheidenden, komparativen genomischen Hybridisierung (CGH) konnten

chromosomale Imbalancen in 96% der enteropankreatischen NET gefunden werden. [105]
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Man kann daher vermuten, dass die in der eigenen Studie an den wenigen Fallen beobachtete
chromosomale Aneuploidie auch bereits in hoch und mittelgradig differenzierten NET,
welche bekanntermafien bereits metastasieren konnen, vorkommt. Ein prognostischer
Nachweis der DNA-Aneuploidie mittels FISH beziiglich eines Metastasierungsrisikos ware
allerdings noch zu fiihren. In einer Arbeit von Asa (2011) [2] wird darauf hingewiesen, dass
es bei NET eher zum Verlust als zum Zugewinn von Genabschnitten kommt. Bei Metastasen
von NET zeigt sich ein vermehrter Zugewinn des Chromosom 7. [2] In der eigenen Studie

kann hierzu aufgrund zu geringer Fallzahl keine Aussage gemacht werden.

4.7 Schlussfolgerung und Ausblick

Zusammenfassend ist zu sagen, dass zytologische Diagnostik bei den endosonographisch
gestiitzten Feinnadelpunktaten des Pankreaskarzinoms mit Hilfe der FISH an Sicherheit
gewinnt. Durch die weiterfilhrende Untersuchung von unklaren ,zweifelhaften und
»dringend tumorverdachtigen“ zytologischen Diagnosen wird die Spezifitit und auch die
eindeutige Zuordnung dieser Befunde deutlich verbessert und so ein héherer Anteil von
eindeutigen Diagnosen im Sinne des Nachweises oder Ausschlusses von Malignitat klinisch
nutzbar. Der Zytologie als der schnelleren und billigeren Methode kommt hier der Status
eines Suchtestes zu, wohingegen die zusatzliche FISH am gleichen Untersuchungsmaterial bei
zytologisch unklaren Féllen als Bestatigungstest genutzt wird. Eine weitere Steigerung der
Sensitivitdt bei den eigenen Ergebnissen konnte moglicherweise die Einfithrung der Trisomie
/ Polysomie des Chromosoms 7 als zusatzliches Untersuchungskriterium auch nach unklarer

Zytologie bringen, was aber zukiinftig zu untersuchen ware.

Das Verfahren wurde fiir zytologische Praparate entwickelt, unabhdngig von der Praparation
als konventioneller Ausstrich oder fliissigkeitsbasiert. Allerdings sind alkoholisch gut fixierte
Praparate aufgrund des besseren Zellerhaltes und der Reduktion von Artefaktbildung zu
bevorzugen. Zytologische Praparate enthalten ganze Zellen mit vollstiandigem Zellkern und
Chromosomensatz. Eine weiterfithrende Entwicklung der Aneuploidie-Diagnostik auch fiir
histologische Prdparate ware sicherlich interessant, um schon gewonnene und vorhandene
Proben weiter aufzuarbeiten, was fiir manche FISH-Anwendungen (z.B. Untersuchung der
Amplifikation von Her-2 /neu) auch gut moglich ist. Fiir die Aneuploidie-Diagnostik werden
Fluoreszenzsignale auf Zellbasis ausgezahlt. Da bereits Abweichungen in einigen wenigen
Zellkernen ein Untersuchungsergebnis entscheidend verdndern konnen, miissten fiir diesen
Fall andere Grenzwerte etabliert werden, da histologisch Prdaparate in der Regel als

Schnittpraparate vorliegen und man nicht von einem vollstindigen Zellkern ausgehen kann.

Flr eine weitere Steigerung der Treffsicherheit der EUS-FNA wird aber auch von grofder
Bedeutung sein, dass mehr Erfahrung auf Seiten der Punkteure in den jeweiligen Kliniken
erworben wird. Die technischen Moglichkeiten hinsichtlich der Endosonographie entwickeln
sich stetig weiter und konnen sicherlich zu verbesserter Probengewinnung mit

ausreichendem Material fithren, auch im Sinne der Gewinnung kleiner Mikrobiopsien, die in
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einen Zellblock eingebracht und, z.B. fiir ergdnzende immunhistochemische Untersuchungen,
histologisch weiter aufgearbeitet werden konnen. Gleichzeitig spielt die Haufigkeit der EUS-
FNA in einer Abteilung eine Rolle. Zentren mit hohen Fallzahlen bieten Routine und dem

Punkteur einen entsprechenden Lernerfolg in der Durchfiihrung der Untersuchung.
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6 Anhang

6.1 Fragebogen fiir personliche Akteneinsicht

Klinische Datenerhebung
Diagnostische Treffsicherheit der FISH an FNAB des Pankreas

Name des Patienten: Vorname:
Geburtsdatum: Geschlecht: mOQ wQO
Eingangsnummer: Einsendedatum:

Klinik vor Punktion

Symptomatik:

gravierende Vorerkrankungen Inkl. Therapie, z.B. Chemo, Radiatio...):

Raucher: JA O NEIN O Menge: Alkoholabusus: JA O NEIN O Menge:
Bildgebung: SonoQO CT(O MRTQO ERCP (O Endosono O
Befund:

Datum: GroRe:

Lokalisation Raumforderung: Pankreaskopf O Pankreaskérper O Pankreasschwanz O o0.n.A QO

Klinisches Staging: cT___ ¢N cM___ Tumormarker:

Initiale zytologische Diagnostik

Haufigkeit der Punktion: IxO 2xO 3xO

Diagnose im Klartext (je Punktion, inklusive immuncytochemischer Tumortypisierung und Datum):

Komplikationen: Blutung O Schmerzen O Infektion O Hamatom O

Implantationsmetastase im Stichkanal O

Follow Up

Adjuvante Methoden: DNA-Zytometrie O Ergebnis:

FISHO Ergebnis:

Histologische Diagnose vorhanden: JAO NEINO

Diagnose im Klartext (mit Datum):
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Postoperatives, wenn nicht vorhanden abschlieRendes klinisches Staging:
pTxO pPToO pT: O pT.O pT:O pT.O
pNxO pNo O pN: O
pMx O pMo O pM; O

Stadium (UICC 2010): 1O o mo Vo

Grading: 10 IN@) mo Vo Resektion:

ROO R1O

Histogenetische Tumortypisierung der Zytologie in Vergleich zum Follow-up:

richtig O falsch O nicht moglich O

weiterer Krankheitsverlauf:

Therapie:

Remission O Rezidiv O

Datum des letzten klinischen Follow-UP:
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6.2 Fragebogen durch Kliniker auszufiillen

Follow-Up Erfassungsbogen
Diagnostische Treffsicherheit der FISH an FNAB des Pankreas

Einsender:
Name des Patienten: Vorname:
Geburtsdatum: Geschlecht: MO w()  Eingangsnummer:

Klinik vor Punktion:

Symptomatik:

gravierende Vorerkrankungen (inkl. Therapie, z.B. Zytostatika...):

Raucher: JA (O NEIN O Menge: Alkohol: JA O NEIN O Menge:
Klinische Abklarung: Klinisch Anhalt fir einen malignen Tumor? JAO NEINO
Lokalisation:

durchgefiihrteDiagnostik (z.B. Bildgebung, Punktion):

Befund (inkl. GroRe):

Histologische/zytologische Abkldrung: ausschlieBlich zytologisch? JA(O NEINO
Wenn nein, Ergebnis der histologischen Abkldrung: BIOPSIEQ) OPERATION O

Histologische Diagnose im Klartext:

Datum:

Staging:T__N__M___ POSTOPERATIV O KLINISCH O
Stadium (UICC 2010):___ Grading:___
Komplikationen der Punktion: NEIN O IIN@) Wenn ja. Welche?

weiterer Krankheitsverlauf:

Therapieverlauf:

Eventuell weiterbehandelnde Einrichtung:

Datum des letzten klinischen Follow up:

Datum: Gezeichnet durch:
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