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Background: Pancreatic adenocarcinoma (PDAC) is one of the deadliest human
cancers worldwide. Despite curative concepts, recurrence rates are high and overall
survival rates poor. Perineural invasion (PNI) found at resection margins is a common
feature of PDAC and can have an impact on patients’ survival. We sought to investigate

the clinical consequence of PNI in surgically treated patients at our institution.

Methods: PDAC patients who underwent curative intended resection at our institution
from 2008 to 2019 were included. Patients with incomplete documentation of medical

history, R status, PNI status, tumor stage and survival data were excluded.

Results: In a total of 571 patients, we identified 40 PnO (7%) and 531 Pn1 patients (93%).
Perineural invasion associated with poor differentiation, high rates of lymph node- and
microvascular invasion. Pn0 patients demonstrated better disease-free (p<0,001; HR:
2,16) and overall survival (p<0,001; HR: 2,50). PNI could be identified as an important
variable for poor survival by Cox-proportional Hazards regression. Subgroup analysis of
all RO resected patients confirmed decreased survival probability of RO-Pn1 compared to

RO-Pn0 (HR = 3.21) and patrticularly benefit from adjuvant chemotherapy (p<0.01).

Conclusion: Our study adds to the body of evidence that PNI decreases survival of
patients with resected PDAC. In addition, PNI challenges the probability of long-term
survival, especially in patients with negative resection margins. We need to better
understand the pathobiology of the nerval invasion process in PDAC in order to find more

effective therapies.



Hintergrund: Das Pankreasadenokarzinom (PDA) st eine der tddlichsten
Krebserkrankungen des Menschen weltweit. Trotz kurativer Ansatze sind die
Rezidivraten hoch und das Gesamtiuberleben schlecht. Die perineurale Invasion (PNI) an
den Resektionsrandern ist ein haufiges Merkmal des PDAs und kann sich auf das
Uberleben der Patienten auswirken. Wir untersuchten den klinischen Einfluss der PNI bei

chirurgisch behandelten Patienten in unserer Einrichtung.

Methoden: Eingeschlossen wurden Patienten mit PDA, die sich in den Jahren 2008 bis
2019 in unserer Einrichtung einer kurativen Resektion unterzogen. Patienten mit
unvollstandiger Dokumentation von Anamnese, R-Status, PNI-Status, Tumorstadium und

Uberlebensdaten wurden ausgeschlossen.

Ergebnisse: Bei insgesamt 571 Patienten identifizierten wir 40 Pn0 (7%) und 531 Pnl-
Patienten (93%). Die perineurale Invasion ging mit einer schlechten Differenzierung
sowie einer hohen Rate an Lymphknoten- und mikrovaskularer Invasion einher. PnO-
Patienten hatten ein besseres krankheitsfreies (p<0,001; HR: 2,16) und
Gesamtuberleben (p<0,001; HR: 2,50). PNI konnte durch eine Cox-Proportional-
Hazards-Regression als Variable fiir ein schlechtes Uberleben identifiziert werden. Eine
Subgruppenanalyse aller RO-resezierten Patienten Dbestéatigte die geringere
Uberlebenswahrscheinlichkeit von RO-Pn1 im Vergleich zu RO-Pn0 (HR = 3,21) und den

besonderen Nutzen einer adjuvanten Chemotherapie (p<0,01).

Schlussfolgerung: Unsere Studie erganzt die Erkenntnisse, dass PNI die
Uberlebensrate von Patienten mit reseziertem PDA verringert. Dariiber hinaus stellt die
PNI die Wahrscheinlichkeit des Langzeituberlebens in Frage, insbesondere bei Patienten
mit negativen Resektionsrandern. Wir sollten die pathologischen Prozesse der nervalen

Invasion bei PDAs besser verstehen, um wirksamere Therapien zu finden.
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Das humane Pankreasadenokarzinom (PDA) zahlt weltweit zu den aggressivsten
Tumorerkrankungen des Menschen, mit mehrheitlich schlechter Prognose und niedrigen
Uberlebensraten [1]. Primare Tumore des Pankreas lassen sich atiologisch in exokrine
und endokrine Entitaten unterteilen, wobei maligne Entitaten der exokrinen Driisen (PDA,
Azinuszellkarzinom) 90% der Tumore ausmachen und nur 10% auf weitere Entitaten
fallen (neuroendokrine Tumore, Zystische Neoplasien, Pankreatoblastom) [2]. Die
weltweite Krebsstatistik der GLOBOCAN 2020 verzeichnet 19,3 Millionen neue
Krebsdiagnosen und fast 10 Millionen tumorbedingte Mortalitatsfalle [3]. Davon sind 2,6%
der Neudiagnosen (495.773 Menschen) und 4,7% Mortalitatsfalle (466.003 Menschen),
auf das PDA zuruckzufuhren. Die hochsten Inzidenzraten werden in Europa und
Nordamerika gemessen (7,6 pro 100.000 Menschen), wohingegen in Afrika nur 2,2 pro
100.000 Menschen betroffen sind [4]. Aktuell steht das PDA an 11. Stelle der weltweit
haufigsten Krebserkrankungen, die Inzidenz nimmt jedoch jahrlich um etwa 0,5-1% zu.
Voraussichtlich wird das PDA bis 2030 die zweithaufigste Krebstodesursache in den USA
sein, was den steigenden Stellenwert dieser Erkrankung unterstreicht [5]. Die Inzidenz-
und Mortalitatsrate korreliert mit zunehmendem Alter (medianes Alter bei
Diagnosestellung: 71 Jahre) und tritt bei Mannern 1,3-mal haufiger auf als bei Frauen [4].
Aktuell gilt das PDA als dritthaufigste Ursache fur eine krebsbedingte Sterblichkeit [6].
Erworbene Risikofaktoren sind vor allem ein tbermafgiger Alkohol- und Tabakkonsum,
sowie ein Mangel an korperlicher Bewegung, Adipositas (BMI tber 30), eine chronische
Pankreatitis und Diabetes mellitus Typ Il [7]. Daraus liel3 sich auch ableiten, dass das
PDA vermehrt bei Einwohnern in Industrielandern auftritt und zu den durch den Lebensstil
beeinflussten Krebserkrankungen zahlt [8]. Circa 25% der Patienten weisen zum
Zeitpunkt der Diagnose bereits einen Diabetes mellitus auf, und etwa 40% haben bereits
eine gestorte Glukosetoleranz [9]. Auch genetische Risikofaktoren wie das hereditare
Brust- und Eierstockkrebssyndrom, sowie das Melanom- und Peutz-Jeghers-Syndrom
konnen zur Entstehung des PDAs beitragen und beruhen meist auf nachweisbaren
Keimbahnmutationen (siehe Tab. 1) [6]. Das Risiko fur Patienten mit hereditarer
Pankreatitis an einem Pankreaskarzinom bis zum 70. Lebensjahr zu erkranken, liegt
zwischen 40-44% [10]. Im Jahr 2014 Uberlebten nur 5% der Betroffenen 5 Jahre nach
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Diagnosestellung [11]. 2021 konnte ein 5-Jahres-Uberleben von uber 10% erreicht
werden, was auf eine Verbesserung der Therapien und der Diagnostik hindeutet [1, 5].
Dennoch weisen bereits 50% der Patienten bei der Diagnosestellung Metastasen (AJCC-
Stadium V) auf, die vornehmlich in der Leber (90%), aber auch in der Lunge (25%),
regionalen Lymphknoten (25%) und/oder dem Peritoneum (20%) zu finden sind [12]. In
nur etwa 20% der Falle handelt es sich um eine lokalisierte und damit primar resektable
Erkrankung (AJCC-Stadium | und II), wohingegen weitere 20-30% der Betroffenen eine
lokal fortgeschrittene (borderline-resektabel) und in 50-60% eine systemische
(metastasierte) Tumorausbreitung erkennen lassen [6]. Klinisch manifestiert sich das
PDA in frihen Stadien durch eher unspezifische Symptome wie: Appetitminderung,
Verdauungsstérungen und Veranderungen der Darmgewohnheiten [13]. Etwa 70% der
PDAs entstehen im Pankreaskopf, wodurch es bei Fortschreiten der Erkrankung zu einer
Gallengangsobstruktion kommt, die weitere Symptome verursacht. Dazu zahlen
Gewichtsverlust, dunkler Urin, Gelbsucht, Mudigkeit und eine exokrine
Pankreasinsuffizienz. Entsteht das Karzinom im Pankreasschwanz oder -korper
entstehen weitere Beschwerden wie Bauch- und Ruckenschmerzen, Neuauftreten oder
Verschlimmerung eines Diabetes mellitus, sowie kachexiebezogene Symptome. In 3%

der Félle geht das PDA aus einer akuten Pankreatitis hervor [14].

Der zeitliche Verlauf zwischen dem Auftreten erster genetischer Alterationen in
epithelialen Zellen und der klinischen Manifestation eines Pankreaskarzinoms stellt eine
Mdglichkeit der Friherkennung dar, konnte jedoch bislang nicht direkt klinisch ausgenutzt
werden [15]. Mithife der CT- (Computertomographie) und/oder MRT-
(Magnetresonanztomographie) Schnittbildgebung ist es heute mdglich eine zuverlassige
und effiziente Beurteilung des Tumorausmaflles und der Dbetroffenen Strukturen
durchzufihren. Dazu z&hlen vornamlich die lokalen Blutgefal3e (obere Mesenterial- und
Pfortader, Zoliakal-, Leber- und obere Mesenterialvene), sowie mogliche vorhandene
distante Metastasen. Eine Cholangiopankreatikographie (ERCP) kann bei der
Beurteilung der lokalen Tumorlast, Durchfiihrung direkter interventioneller Mal3nahmen
und der Probeentnahme behilflich sein [7]. Positronen-Emissionstomographieaufnahmen
(PET-CT) mit einem Fluordesoxyglucose-Tracer, kdnnen den Glukosestoffwechsel des
Tumors bildlich darstellen und helfen dabei maligne und benigne Lasionen voneinander
zu unterscheiden [16]. Die Glukoseaufnahme ins Gewebe kann jedoch durch lokal
vorhandene Entziindungen und Infektionen gesteigert sein, wodurch die Interpretation
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dieser Daten beeintrachtigt wird. Zur Diagnosesicherung werden regelmalig
endoskopische Ultraschalluntersuchungen (EUS) vorgenommen, mit denen eine
sensitivere Visualisierung uneindeutiger Befunde am Pankreaskopf/ -korpus, sowie eine
zusatzliche Beurteilung der Gefal3beteiligung erreicht werden kann [7]. Im Rahmen einer
solchen Diagnostik kann zusatzlich eine Feinnadel-Kernbiopsie zur histologischen
Diagnosesicherung am Pankreaskopf/-korpus vorgenommen werden. Erst in
Zusammenschau der Befunde kann eine endgultige Beurteilung zur Resezierbarkeit des
Malignoms getroffen werden. Als Tumormarker im Blutserum dient das CA19-9
(Carbohydrat-Antigen 19-9) als relativ zuverlassiges Screening-Instrument fir Tumore
des Gastrointestinaltraktes. Da fast alle Neoplasien des Magen-Darm-Systems CA19-9
bilden konnen, wird dieser Wert daher oft nur zur Bewertung der Tumorlast und
Uberwachung der Tumorpatienten angewandt [17].

PDA- Andere assoziierte

Gen Syndrom Lebenszeitrisiko Krebserkrankungen

Hereditares Brust- Brust, Ovar, Prostata,

BRCAl und Ovarialkarzinom- 2%
Melanom
Syndrom
BRCA? Fgmlllares Brgst- und 5-10% Brust, Ovar, Prostata,
Eierstockkarzinom Melanom
Familiares atypisches Kolorektal, Uterus, oberer
CDKN2A multiples Muttermal- 10-30% GI-Trakt, Ovar, _
und Melanom- Harnwege, Gehirn,
syndrom (FAMMM) Talgdrisen
Brust, Kolorektal, oberer
Peutz-Jeghers- GI-Trakt, Lunge,
TK11 10-30%
S Syndrom (PJS) 0-30% Gebarmutter, Ovar,

Hoden

Tab. 1: PDA-Risiko assoziierte Gene und Syndrome [7].
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Die Therapie des PDAs richtet sich nach seiner systemischen Ausbreitung und der
lokalen Infiltration von anatomischen Nachbarstrukturen. Weiterhin wird die operative
Resektion als Voraussetzung zur kurativ intendierten Therapie gesehen, sofern diese im
Gesunden erfolgen kann (RO). Zur Beurteilung der Resezierbarkeit werden die Kriterien
des American Joint Committee on Cancer (AJCC) herangezogen [7]. Zuséatzlich kénnen
die ABC-Konsensus-Regeln als richtungsweisend fur die Resektabilitéat sein (siehe Tab.
2). [18] Diese beinhalten sowohl anatomische als auch biologische Gesichtspunkte. Die
IAP (International Association of Pancreatology) empfiehlt Patienten, die diesen
Merkmalen entsprechen und einen ausreichenden ECOG (Eastern Cooperative
Oncology Group) -Performance-Status von bis zu 2 aufweisen, zu resezieren. In der
Regel wird bei einer Neoplasie im Pankreaskopf und im processus uncinatus eine
pyloruserhaltene Pankreatoduodenektomie (PPPD) oder eine klassische Kausch-
Whipple-Operation durchgefuhrt. Im Vergleich zur Kausch-Whipple-Operation, kann die
PPPD eine physiologische Magenentleerung unter Erhalt des Pylorus (Magenpfortner)
gewahrleisten. Damit assoziierte Komplikationen (Magen-Entleerungsstérung) sollen
hierdurch reduziert werden, wobei bisher kein eindeutiger Vorteil in Studien gezeigt
werden konnte [19]. Bei Tumoren des Pankreaskorpers und -schwanz ist Giberwiegend
eine distale oder totale Pankreatektomie erforderlich. Operationen am Pankreasorgan
sind mit zahlreichen unerwiinschten Komplikationen verbunden, darunter zahlen die
verzogerte Magenentleerung, Pankreasfistel und die postoperative Wundinfektion [20].
In Studien konnte zuletzt festgestellt werden, dass laparoskopisch bzw. robotisch
durchgefiihrte chirurgische Eingriffe zwar zu ahnlichen Komplikationen und
Uberlebensraten, aber zu deutlich kiirzeren Krankenhausaufenthalten postoperativ
fuhren kdnnen [21, 22]. Daher werden diese technischen Entwicklungen in den grof3en
Pankreaszentren zunehmend angeboten. Des Weiteren sollte grundsatzlich eine
perioperative Antibiotikaprophylaxe erfolgen, da hierunter infektiose Komplikationen und

Wundinfektionen signifikant reduziert werden konnten (10-25% vs. <5%) [23].

Grundsatzlich wird fur Patienten nach der Operation eine frihzeitige Rehabilitation
angestrebt. Diese umfasst Physio- und Ergotherapie, sowie ein individuelles
Erndhrungsmanagement mit Substitution von Pankreasenzymen. Im Sinne eines

multimodalen, kurativen Konzeptes und um ein verbessertes OS (Gesamttiberleben) und
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DFS (krankheitsfreies Uberleben) zu erzielen, sollen alle Patienten (inklusive RO
resezierte Patienten) im UICC-Stadium I-11l mit ausreichend gutem ECOG-Performance-
Status eine adjuvante Chemotherapie innerhalb von 12 Wochen postoperativ erhalten
[7]. Das mediane OS liegt bei einer Monotherapie mit Gemcitabin (CONKO-001) oder 5-
FU (ESPAC-3) bei 24 Monaten [24, 25]. Eine Kombinationstherapie aus Gemcitabin und
Capecitabin konnte das OS bereits auf 28 Monate steigern [26]. Insbesondere bei R1-
resezierten Patienten wird eine additive Chemotherapie Uber insgesamt 6 Monate
empfohlen [7]. In der CONKO-006-Studie konnte bei dieser Gruppe ein verbessertes OS
festgestellt werden, wenn sie 7-12 Zyklen Gemcitabin in Monotherapie erhalten haben,
im Gegensatz zu denjenigen, die nur bis zu 6 Zyklen durchliefen (18 Monate vs. 29.1
Monate) [27]. Sollte der ECOG-Status zwischen 0 und 1 liegen, wird eine adjuvante
Chemotherapie mit mMFOLFIRINOX préferiert, da diese das DFS auf 21,6 Monate und
das OS auf 54,4 Monate signifikant verlangert [28]. Bei einem ECOG > 1-2 sollte weiterhin
Gemcitabin mono oder Gemcitabin/Capecitabin in Kombination angewendet werden. Im
Falle eines ,borderline-resektabel* (grenzwertig-operabel) eingeschatzten
Pankreaskarzinom, ist eine neoadjuvante Chemotherapie anzuwenden [29]. Zusatzlich
wird dieses Vorgehen von der ASCO 2016 als praoperative Therapie empfohlen, wenn
der Verdacht auf eine okkulte extrahepatische Manifestation besteht, bei reduziertem
Allgemeinzustand in der ein abdominal-chirurgischer Eingriff nicht gewéhrleistet werden
kann, bei mesenterialer Gefal3invasion, sowie bei deutlich erhohtem CA19-9 [30].

Nach erfolgter neoadjuvanter Chemotherapie mit moderatem oder gutem Ansprechen,
kann nach erfolgter Schnittbildgebung eine chirurgische Exploration zur Beurteilung einer
sekundaren Resektabilitat erfolgen. Die Resektionsrate betragt in der Regel zwischen 30-
60%, wobei in diesen Fallen bis zu 90% eine RO-Resektion gewéhrleistet werden kann
[31, 32].

Wird der Tumor in einem bereits fortgeschrittenen, inoperablen Stadium diagnostiziert,
empfiehlt sich priméar eine Chemotherapie einzuleiten. In der Palliativsituation kann eine
zytotoxische Chemotherapie (ECOG 0-2) mit:

- FOLFIRINOX (mono)
- Gemcitabin (mono)
- Gemcitabin und nab-Paclitaxel

- Gemocitabin und Erlotinib (EGF-Rezeptor-Tyrosinkinaseinhibitor)
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zur Verbesserung der Lebensqualitat und Uberlebenszeit angewandt werden [33]. Der
klinische Vorteil liegt dabei haufig in einem geringeren Schmerzmittelverbrauch und
Gewichtsverlust [12, 34]. Die Wahl des Therapeutikums richtet sich nach dem
Allgemeinzustand, den Komorbiditaten und den Praferenzen des Patienten. Zusatzlich
kann eine palliative Strahlentherapie bei Skelett- und zerebralen Metastasen in Erwagung
gezogen werden. Zur supportiven Therapie ist das WHO-Stufenschema zur
medikamentdsen Schmerztherapie anzuwenden. Zusatzlich kann bei einigen Patienten

eine Coeliacusblockade indiziert sein [35].

Die Rolle der Bestrahlung der Tumormasse ist gegenwartig eher umstritten und findet
hauptséachlich in Studien Anwendung, deren Resultate bisher uneinheitlich ausfallen. In
der ECCOG 4201-Studie konnte ein verlangertes OS unter Radiochemotherapie erreicht
werden (11,1 Monate vs. 9,2 Monate), doch kam es unter der hohen Konzentration von
Gemcitabin (600mg/m2) vermehrt zu auftretenden gastrointestinalen Nebenwirkungen
[36]. In anderen Studien war die Radiochemotherapie der alleinigen Chemotherapie in
Hinblick auf das Gesamtiiberleben der Patienten (8,6 vs. 13 Monate) unterlegen. In der
Gruppe der bestrahlten Personen, kamen zu den gastrointestinalen Nebenwirkungen
noch hamatologische Toxizitaten hinzu. Diese Begleiterscheinungen sind auf die
Bestrahlungsdosis von 60Gy und das Bestrahlungsvolumen, sowie die Gabe von
Cispatin (6x5x20mg/m2) und 5-FU (6x5x300mg/m2) zurtickzufihren [37]. Eine bessere
Tumorkontrolle und lokoregionéare Rezidivireiheit kann durch hohere Strahlendosen (<70

Gy) nach erfolgter initialer Chemotherapie erreicht werden [38].

Neue Ansatze in der Tumortherapie stellt die direkte Beeinflussung der Tumorumgebung
(TME= ,Tumor microenvironment®) mit Hilfe neuerer Erkenntnisse der Immunonkologie
dar. Moderne Ansétze mit sogenannten Immun-Checkpoint-Inhibitoren zeigten jedoch
bisher keinen durchschlagenden Erfolg [39]. Matrix- Metalloproteinasen (MMPs) werden
im fortlaufenden Krankheitsstadium unterschiedlich exprimiert. MMP2 erhéht die
Invasivitat des Tumors und korreliert mit dem Fibrosegrad [40]. MMP7 hingegen wird
Uberexprimiert und tragt vermutlich zum Tumorwachstum und zur Metastasierung bei.
Die Entwicklung von Multi-MMP-Inhibitoren zur Unterdriickung der Tumorprogression in
Form von Marimastat und Tanostat konnte keinen klinischen Vorteil erbringen [41, 42].
Ahnliche Studien wurden mit SHH-Inhibitoren (Sonic-Hedgehog Inhibitoren) durchgefiihrt
und konnten ebenfalls keine befriedigenden Resultate erbringen. Daraus lie3e sich
ableiten, dass die verwendeten Mausmodelle nur bedingt auf den Menschen
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anzuwenden sind und das TME nicht allein fiir die Progression verantwortlich ist [43]. Die
Food and Drug Adminstration (FDA) hat bislang Pembrolizumab als einziges
zielgerichtetes Medikament fir Patienten mit Mikrosateliteninstabilitat (MSI) als
Zweitlinientherapie zugelassen. Die monoklonalen Antikdrper blockieren den PD1-
Rezeptor, wodurch das Immunsystem Tumorzellen wahrnimmt und beka&mpft [44].
Inwieweit Immun-Target-Therapien zukinftig Anwendung finden, ist bislang noch unklar,
da die aktuell laufenden Studien dazu noch nicht abgeschlossen sind [45]. Weitere
aktuelle Therapieanséatze zur Behandlung von PDA beruhen auf onkologischen Viren,
sowie deren Kombination mit zielgerichteten- und neuen Chemotherapiekombinationen
[46].

Resektabilitat A (anatomisch) B (biologisch) C (konditional)
Neg: R-Typ A Neg: R-Typ A

Resektabel R-Typ A

(R, resektabel) Pos: BR-Typ B Pos: Br-Typ B

Grenzwertig-resektabel Neg: BR-Typ A Neg: BR-Typ A

(BR,borderline resectable) BR-Typ A Pos: BR-Typ AB Pos: BR-Typ AC

Lokal-fortgeschritten LA-TvD A Neg: LA-Typ A Neg: LA-Typ A

(LA, locally advanced) P Pos: LA-Typ AB Pos: LA-Typ AC

Abkurzungen

A: ,anatomical” Verhaltnisse zu den GefalRen

B: ,biological® CA-19-9 > 500 IU/ml oder befallene regionare
Lymphknoten

C: ,conditional“ ECOG-Performancestatus 2 und héher
Neg: negativ fur die 0.g. Parameter

Pos: positiv fur die 0.g. Parameter

Tab. 2: ABC-Kriterien der Resektabilitat.*
*Gemall dem Konsens der International Assoziation of Pancreatology (IAP) [7, 18].
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Das Pankreas liegt sekundar retroperitoneal zwischen Magen und der Aorta abdominalis

bzw. V. cava inferior auf Hohe des 2. Lendenwirbels.

Die sympathische Innervation erfolgt durch einen Nervenplexus aus dem Ganglion
Coeliacum, welches mit den GefalRen verlauft (Abb. 2). Parasympathisch wird das Organ
Uber die Rr. pancreatici des Nervus vagus (N. vagus , X. Hirnnerv) innerviert. Diese
peripheren Nerven sind regelméRig an dem TME beteiligt [47]. Sie kbnnen sich an die
neoplastischen Begebenheiten anpassen und eine bidirektionale Kommunikation mit
dem Tumor herstellen [48]. Aufgrund der anatomischen Nahe zum Truncus coeliacus und
der Beschaffenheit des Pankreas kommt es vermehrt zur perineuralen Invasion, welche
auch die Schmerzsymptomatik des PDAs in vielen Fallen erklaren kann [49]. In
Tierversuchen wurde bereits festgestellt, dass eine Denervierung des Pankreas zur
Reduzierung der Tumorprogression fiihrt [50].

Die allgemeine Organanatomie spielt bei der Symptomatik vom Pankreaskarzinom eine

tragende Rolle (Abb. 1). Das Pankreas kann grob in drei Abschnitte eingeteilt werden.

- Caput pancreatis (Pankreaskopf): Dem Duodenalbogen anliegend und beinhaltet
den Processus Uncinatus, der an der Incisura pancreatis die Arteria (A.)
mesenterica superior umschlingt

- Corpus pancreatis (Pankreaskdorper): Bildet die dorsale Wand der Bursa omentalis

- Cauda pancreatis (Pankreasschwanz): Entlang der MilzgefaRe bis zur linken

Kolonflexur

Der Ductus pancreaticus (Pankreasgang) miundet gemeinsam mit dem Ductus
choledochus (Gallengang) in der Papilla duodeni major, an welcher der Verdauungssaft
entleert wird. Circa zwei Drittel der PDA treten im Pankreaskopf auf [51]. Durch die enge
Lagebeziehung mit der Gallenblase kommt es so haufig zur Gallengangsobstruktion.
Andere PDAs finden sich im Pankreaskorper oder -schwanz. Dies fuhrt oft zu
unspezifischen Symptomen wie: Schmerzen und Gewichtsverlust. Der Gewichtsverlust
kann durch Anorexie, Maldigestion und Kachexie verursacht sein. Diese Tumore
verursachen mit geringerer Wahrscheinlichkeit obstruktive Anzeichen und klinische
Symptome [52]. Spezifische Symptome treten erst bei Progression des Tumors auf, was

dazu fuhrt, dass das PDA regelméalfiig erst in einem spéaten Stadium diagnostiziert werden
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kann, wenn es bereits zur Metastasierung gekommen ist. Die meisten dieser Neoplasien
werden im Tumorstadium 1l oder IV erkannt [4, 11, 53] und sind dann nicht mehr
resezierbar. Die lokal fortgeschrittenen Tumore (LAPC) weisen typischerweise eine
Beteiligung der A. mesenterica superior, des Truncus coeliacus, der A. hepatica
communis oder der Pfortader auf, die operativ nur selten rekonstruiert werden kénnen
[54]. Die Wege der systemischen Metastasierung folgen den lymphogenen und
hamatogenen Bahnen. Am haufigsten kann eine Fernmetastasierung in der Leber, Lunge
und dem Peritoneum festgestellt werden. Die Ursachen der frihen und regelméaRkigen
Metastasierung sind im Detail noch nicht verstanden. Eine enge anatomische
Lagebeziehung zu den zentral versorgenden Gefal3en, wie in den folgenden Abbildungen
(Abb.1 und 2) dargestellt, wird dabei eine nicht unwesentliche Rolle spielen. Zudem
verstehen wir zunehmend, dass sowohl komplexe molekulare als auch immunologische
Ursachen eine gewichtete Rolle spielen [55-58]. Es lasst sich zusammenfassen, dass es
zur Verringerung der MHC-I-Expression kommt, die unteranderem durch neoplastische
Zellen evoziert wird. Dadurch entgehen Tumorzellen der Erkennung durch CD8+ T-Zellen
[59]. Zudem wird die Fas-Expression der Tumorzellen reduziert, wodurch eine Fas-
vermittelte Apoptose verhindert wird. Weiterhin werden vermehrt immunsuppressive
Interleukine (IL-10) und TGFB sezerniert, um die Anti-Tumor-Immunantwort zu
uberwinden [60, 61].
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Diese Abbildung unterliegt dem Urheberrechts-
Wissensgesellschafts-Gesetz (UrhWissG) und wurde aus
dieser Version entfernt.

Abb. 1: Darstellung der anatomischen Lagebeziehung des Pankreas.*

*Extrahiert aus: Prometheus Lernatlas der Anatomie Innere Organe. Georg Thieme Verlag, 2018,
pp. 266-285 [62].

Diese Abbildung unterliegt dem Urheberrechts-
Wissensgesellschafts-Gesetz (UrhWissG) und wurde aus
dieser Version entfernt.

Abb. 2: Darstellung der vegetativen Innervation des Pankreas durch die Ganglia
coeliaca.*

*Extrahiert aus: Prometheus Lernatlas der Anatomie Innere Organe. Georg Thieme Verlag,
2018, pp. 266-285 [62].
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Nach Funktion und histologisch lasst sich das Pankreas in exokrine und endokrine Anteile
unterteilen. Die Langerhans-Inseln reprasentieren die endokrine Funktion. In ihnen
werden mehrere Hormone des Stoffwechsels gebildet wie: Insulin (Beta-Zellen),
Glukagon (Alpha-Zellen), Somatostatin (Delta-Zellen) und pankreatisches Peptid. Das
exokrine Pankreas besteht als serdse Drise aus tubulo-azindren Endstiicken, welche in
einem komplizierten Gangsystem munden (Abb. 3). Dabei werden die Azini hormonell
und neuronal gesteuert, um proteolytische Enzyme zu sezernieren und tber die Papilla

vateri an das Duodenum abzugeben.

!‘ W T [ S _—
| |
E % f
g
| Diese Abbildung unterliegt | Diese Abbildung unterliegt
Z dem Urheberrechts- | ! dem Urheberrechts-
| Wissensgesellschafts-Gesetz ‘ ‘ Wissensgesellschafts-Gesetz
(UrhWissG) und wurde aus j | (UrhWissG) und wurde aus
dieser Version entfernt. ! dieser Version entfernt.
L 1Opr g ‘ 7"71“
s el i o s kil POTIEUIRNEIIL U S awws | — SN - et i SRS
1: Langerhans-Insel (endokrin) 1: zentroazinare Zelle 4: interlobularer Ausfiihrungsgang
2: serdses Endstuck (exokrin) 2: intralobulares Bindegewebe 5: sergser Azinus
3: Schaltstiick 3: inralobularer Ausfiihrungsgang 6: interlobuléares Bindegewebe

Abb. 3: Histologische Bilder des gesunden Pankreas.*

*Modifiziert nach ,visuelle Mikroskopie® der Universitét Halle [63].

Kommt es zur Ausbildung eines PDA, verandert sich das Gewebe (Abb. 4). Es zeigt sich
histologisch ein Tumor, der aus unregelmallig gestalteten, invasiv wachsenden
Gangstrukturen besteht. Hinzu kommt eine Anisokaryose und Pleomorphie mit

Ausbildung eines desmoplastischen Stromas und Immunzellinfiltration [64].

Diese Abbildung unterliegt Diese Abbildung unterliegt
dem Urheberrechts- dem Urheberrechts-
“Wissensgesellschafts-Gesetz - Wissensgesellschafts-Gesetz
(UrhWissG) und wurde aus f (UrhWissG) und wurde aus

§ % A i
| dieser Version entfernt. |

| }
t g -
BESRER Sai | TRt S A - e L

1: Stromainfiltrierende Tumorzellen (Gruppe) 1: peripherer Nerv
2: Stromainfiltrierende Tumorzellen (einzeln) 2: atypisches Drisenepithel
3: schlecht differenzierte/unvollstandige driisige Strukturen

dieser Version entfernt.

Abb. 4: Histologische Bilder des pathologisch verdnderten Pankreas.*

*modifiziert nach ,visuelle Mikroskopie* Universitét Halle [65].
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Der Chirurg P. Denoix gilt als einer der Pioniere bosartige Tumore systematisch zu
klassifizieren. 1950 tGbernahm die Union for International Cancer Control (UICC) seine
TNM-Klassifizierung (Tab. 3) und entwickelte sie stetig weiter (Mittlerweile gibt es bereits
die 8. Ausgabe). Sie dient in der klinischen Praxis und Forschung weltweit als einheitliche
Tumorkategorisierung, zu  Prognoseeinschatzung von Patienten und  zur
Vereinheitlichung von Behandlungsstrategien [66, 67]. Besonders hilfreich ist die

Klassifikation zur pra-operativen Therapieplanung [68].

Kategorie T: anatomische Ausdehnung des Priméardumors
To: Kein Primartumor nachweisbar

T,.4: Primartumor mit zunehmender Groéf3e bzw. Eindringtiefe
Kategorie N: Status der regionalen Lymphknoten

No: Kein Lymphknotenbefall nachweisbar
Ni.,: Zunehmender Lymphknotenbefall in Tumornahe
Kategorie M: Vorhandensein von Fernmetastasen

M,: Keine Fernmetastasen nachweisbar
M;: Nachweis von Fernmetasasen

Tab. 3: Aktuelle TNM-Klassifikation.*
*Nach der 8. Ausgabe der AJJC-Klassifikation [66, 69].

Fernmetastasen befinden sich beim PDA am haufigsten in Leber, Peritoneum und in den
Lungen. Metastasen in anderen Regionen gelten als aul3ergewohnlich, oder werden nicht
entdeckt aufgrund des kurzen Intervalls zwischen Diagnose der Fernmetastase und dem
Tod des Patienten [68]. Mittlerweile wurde das System weiterentwickelt und um weitere

Parameter erganzt (Tab. 4):
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Kategorie R: Vorhandensein von residualtumoren nach der Operation

Ry Kein Residualtumor nachweisbar

R;: Tumorzellen sind am definitiven Tumorrand zu finden
R>: makroskopischer Residualtumor

Kategorie V: BlutgefaBinvasion durch Tumorzellen

Vo Keine Invasion der Bluigefalie nachweisbar

V. mikroskopische Invasion der Blutgefaike

V5. makroskopische Invasion der Blutgefalie

Kategorie L: Lymphgefainvasion durch Tumorzellen

Ly: Keine Invasion der Lymphgefalie nachweisbar
L,: Lymphgefaliinvasion nachweisbar
Kategorie Pn: Perineuralscheideninvasion durch Tumorzellen

Pny: keine perineuralscheideninvasion nachweisbar
Pn;: Perineuralscheideninvasion nachweisbar

Tab. 4: Ergédnzende Parameter der TNM-Klassifikation.*
*Nach der 8. Ausgabe der AJJC-Klassifikation [66].

Durch das Anfligen von klein geschriebenen Prafixen kann die Beschreibung des Tumors
weiter spezialisiert werden. Der Prafix ,p“ weist auf ein postchirurgisch vom Pathologen
ermitteltes Stadium hin. ,r“ bezieht sich auf die Klassifikation von Rezidivtumoren und der

Prafix ,c* verweist auf ein klinisch erstelltes Staging.

Die American Joint Commission on Cancer (AJCC) wurde 1959 gegrindet und
entwickelte gemeinsam mit der UICC ein Stagingsystem, welches Patienten mit PDA
anhand der jeweiligen TNM-Klassifikation in Tumorstadien I- IV einteilt. Jedem Stadium
konnte ein eigener Krankheitsverlauf und eine spezifische Prognose zugeordnet werden.
Das Stadium | weist dabei die beste und Stadium IV die schlechteste Prognose auf. Durch
den wissenschaftlichen Fortschritt und das stetig Uberarbeitete Stagingsystem, kdnnen
resezierte PDAs akkurat eingeteilt werden (Tab. 5) [67].

Eine Voraussetzung fur eine Resektion ist eine hochwertige Schnittbildgebung (CT,
MRT), um eine prazise, praoperative und nichtinvasive Klassifizierung zu gewahrleisten
[68].
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Stadium [|: Limitierte Ausbreitung und eindeutig resezierbar
IA: Der Tumor ist auf die Bauchspeicheldrise beschréankt, kleiner als 2cm
IB: Der Tumor ist auf die Bauchspeicheldriise beschrankt, 2-4 cm Groi3e

Stadium |I: Lokale Ausbreitung / grenzwertig resezierbar
der Tumor ist groRRer als 4cm oder hat sich lokal ausgebreitet

Stadium llIl: weitere Ausdehnung / inoperabel

der Tumor hat sich lokal auf anatomische Nachbarstrukturen ausgedehnt,
ist aber noch nicht zu entfernten Korperregionen metastasiert

Stadium IV: Metastasierender Tumor
Tumorzellen sind in entfernte Korperregionen metastasiert

Tab. 5: UICC-Stadien.*
*Nach der 8. Ausgabe der AJJC-Klassifikation [66].

Das Grading geht Uber die klassische TNM-Klassifizierung hinaus. Wahrend des

histologischen Malignitatsgrades werden einheitliche Tumore in Gruppen (1-4) nach

unterschiedlicher zellularer Differenzierung unterteilt. Diese Einteilung wird zusatzlich

wahrend der histopathologischen Begutachtung vom Pathologen vorgenommen.

= G1: gut differenziert (wenig bosartig)
=  G2: malig differenziert

= G3: schlecht differenziert

= G4: nicht differenziert (sehr bdsartig)

Eine geringe Differenzierung bedeutet, dass diese Zelle dem umliegenden

Ursprungsgewebe wenig oder nicht mehr &hnelt und damit maligne ist, einhergehend mit

schlechter Prognose [67].
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Diese Abbildung unterliegt dem
Urheberrechts-
Wissensgesellschafts-Gesetz
(UrhWissG) und wurde aus

dieser Version entfernt.

Abb. 5: Markierung der zirkumferenten Resektionsrander am OP-Pr&parat.*
*Modifiziert nach S. R. P. Benz, S. Bock, T. Brunner [7].

A: Pankreasschnittrand; B: D. choledochus; C: (griine Farbmarkierung) Resektionsrand zu den Mesenterialgefalen;
D: (blaue Farbmarkierung) retropankreatischer Resektionsrand; E: proc. uncinatus; F: Duodenum; G: (weile
Farbmarkierung) ventrale Flache

Anhand dieser standardisierten Farbmarkierungen (Abb.5) kann der zirkumferente
Resektionsrand, der sich aus einem vorderen, medialen und dem posterioren
Resektionsrand zusammensetzt, beurteilt werden. In der GefalRachse mit der arteria
mesenterica superior (AMS) befinden sich viele Lymphknoten, die ebenfalls begutachtet
werden sollten. Mikroskopisch wird vom Pathologen der Abstand zum Resektionsrand im
Pathologiebericht in Millimeter angegeben. Intraoperativ wird eine
Schnellschnittuntersuchung empfohlen, um so die Rate der RO-resezierten
Pankreaskarzinome zu erhdhen [70]. Eine Nachresektion empfiehlt sich, wenn nach
»Schnellschnitt* Tumorzellen im Parenchymresektionsrand gefunden werden [7]. Es
empfiehlt sich, dass die Resektionsrander zusatzlich zum R-Status, nach dem CRM-
Konzept (Circumferential Resection Margin) zu klassifizieren, da vermehrt Tumorzellen
bis an den Resektionsrand reichen. RO -resezierte Pankreaskarzinome werden in
Analogie zum CRM-Konzept des Rektums dann als CRM-positiv klassifiziert, wenn der
Abstand der Tumorzellen zum Resektionsrand weniger als 1 mm betrégt, diesen jedoch
nicht erreicht [7]. Als CRM-negativ sind Tumore einzuteilen, deren Abstand zum
Resektionsrand mehr als 1mm betragen. Es konnte bereits festgestellt werden, dass
Patienten deren Tumorzellabstand gro3er als 1,5mm war, bessere Prognosen aufweisen
[71]. Weiterhin kdnnen in einem ahnlichen Ansatz prazise Daten gesammelt werden, um

das Rezidivrisiko und Verlaufsprognosen noch besser abschatzen zu konnen [72].
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Die perineurale Invasion (PNI) ist ein charakteristisches Merkmal des Adenokarzinoms
der Bauchspeicheldriise, welches histopathologisch in 60-95% der Falle bestétigt wird
[73]. Aufgrund des gehauften Auftretens nimmt die PNI beim PDA eine gesonderte Rolle
ein. Sie ist definiert als das Vorhandensein von neoplastischen Zellen entlang der Nerven
und/oder innerhalb der verschiedenen Schichten der Nervenfasern: Epineurium,
Perineurium und Endoneurium [49]. Die anatomische Lage und der starke
Neurotropismus der neoplastischen Pankreaszellen kénnen die Inzidenzen nur teilweise
erklaren, da nicht alle invasiven Pankreastumore den gleichen Grad der neuralen
Invasion aufweisen. So konnte nachgewiesen werden, dass PNI deutlich weniger auftritt
bei invasiven IPMNs und NETSs [49, 74].

Vor circa 150 Jahren wurde erstmalig eine neuronale Infiltration der Tumorzellen
beschrieben und trotz des hohen Stellenwerts ist diese heute noch unzureichend
erforscht [75]. Studien konnten belegen, dass PNI mit dem Wiederauftreten eines
invasiven Pankreaskarzinoms korreliert [76, 77]. In einer klinischen Untersuchung des
Johns Hopkins University Hospitals konnte anhand von 1103 Patienten, die sich einer
Resektion zwischen 2000 und 2010 unterzogen, festgestellt werden, dass 531 Patienten
(76,7%) der vermeintlich kurativ resezierten Patienten ein Rezidiv entwickelten. Mehr als
die Halfte (51,2%) dieses Kollektivs wies bereits innerhalb von 12 Monaten nach der
Resektion einen erneuten Tumorherd auf. 57,8% Prozent davon entwickelten das Rezidiv
an einer entfernten Stelle, hauptséchlich in der Leber. An einem Lokalrezidiv litten 23,7%,
wohingegen die restliche Kohorte sowohl lokale als auch entfernte Rezidive entwickelte
[78]. Auch das mediane Gesamtiuberleben der Patienten korreliert mit der Beteiligung von
Nerven. Patienten mit PNI haben eine deutlich kiirzere Uberlebenszeit (15,4 vs. 29,2
Monate) [79]. Ebenso wirkt sich PNI negativ auf die Entstehung von Schmerzen aus [73].
Préoperativ traten bei Patienten mit Pankreaskopfkarzinomen im Stadium | hohere
Schmerzinterferenzwerte auf, als bei Patienten im Stadium Il [80], was darauf schlie3en
l&sst, dass PNI bereits im sehr frihen Tumorstadium stattfindet [75, 81]. Das Eindringen
von malignen Zellen in intrapankreatische Nerven vereinfacht die lokale und entfernte
Tumorausbreitung und hat eine lokale Entzindung zur Folge. Dabei werden

Entzindungsmediatoren und neurotrophe Faktoren ausgeschittet, die zu einer
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Nervenhypertrophie, besseren Erregbarkeit, vermehrten perineuralen Invasion und zum

erhohten Schweregrad der PNI-assoziierten Schmerzen fiihren [82-85].

Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass ca. 80% der Patienten mit
Bauchspeicheldriisenkarzinom zusatzlich eine Glukoseintoleranz oder Diabetes mellitus
erleiden [86]. Diese Tatsache vermindert zusatzlich die Uberlebenszeit der Erkrankten,
da die Hyperglykdmie in der TME eine passive Nahrungsquelle und einen proaktiven
Effekt auf das biologische Verhalten der Tumorzellen ausubt [87, 88]. Ein andauernd
gesteigerter Glukosespiegel fuhrt zu neuronalen Schaden, wodurch die PNI begunstigt
wird. Dies ist auf eine erhdhte Expression des Nerve Growth Factors (NGF) und p75

zurtckzufiuhren, welche durch Hyperglykamie induziert wird [88].
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Das Nerven insbesondere bei PDA, einen alternativen Metastasierungsweg fir
Krebszellen darstellen, wurde bereits 1944 beschrieben [80, 89]. Bis heute war es jedoch
nicht maglich den genauen ursachlichen Mechanismus dahinter zu verstehen. Durch
neuro-epitheliale Interaktion beim PDA kommt es zu einer Neoneurogenese, die sich in
einer Nervenhypertrophie und vermehrter Nervendichte auf3ert [75]. Dies geschieht
vermutlich bereits im Stadium der Vorlauferlasionen [82]. Sobald die Tumorzellen sich im
Inneren der Nerven befinden, gehoren sie mit zur TME. Dies flhrt zu einer verstéarkten
Proliferation, Hemmung der Apoptose, sowie einer verstarkten Migration der Tumorzellen
[73]. In Tierversuchen (Mause) konnte festgestellt werden, dass Veranderungen der
Innervation und der sensorischen Neuroneneigenschaften parallel zum
Krankheitsprozess verlaufen und sogar vor dem Auftreten von malignen Entartungen
beginnen [90]. Nach der Invasion schadigen die Tumorzellen die Nerven, was zu
Entzindungs- und Regenerationsprozessen fuhrt, welche vom Malignom zur
Vermehrung genutzt werden kdnnen. Verschiedene lokal vorkommende Zelltypen
(Fibroblasten, Immunzellen, Schwann-Zellen) unterstiitzen dabei die Wechselwirkung
zwischen Nerven und Tumorparenchym [91-93]. An der Entstehung von PNI sind des
Weiteren diverse Signalmolekile, Neurotropine, Rezeptoren, Zelloberflachenliganden,
Uber verschiedene Wege, beteiligt. Sie kénnen sowohl von den Krebszellen, als auch von
den Nerven ausgehen [73]. Im Folgenden werden die zellularen und molekularen

Faktoren der Perineuralscheideninfiltration zusammengefasst:

28



Fibroblasten:

Sie werden im Wesentlichen fir die Ausbildung eines ausgepragten
Tumorstromas im PDA verantwortlich gemacht und tragen auf diesem Weg
entscheidend zur Invasivitat, Angiogenese und Metastasierung bei [49, 94, 95].
Durch Schéadigung der Fibroblasten kommt es zu einer erhohten Permeabilitat der
Blutnervenbarriere fur Tumorzellen [94]. Weiterhin wird von diesen SLIT2
(Axonleitmolekul) sezerniert, welches tiber ROBO1- und ROBO2-Rezeptoren den
Umbau von Nerven und die Proliferation von Schwann-Zellen stimuliert. Dies fuhrt
unter anderem zu einer erhdhten Nervendichte [96]. Zwischen den pankreatischen
Stellat- (aktivierte Fibroblasten) und Tumorzellen besteht ein bidirektionales
Zusammenspiel. Sie werden durch den Tumor aktiviert und fordern die
Metastasierung und Progression. Darliber hinaus modellieren sie das
Neuritenwachstum und die Migration von Tumorzellen in Richtung der Nerven. Sie
sind auch an anderen Signalwegen beteiligt, die sich auch auf das Gefal3system

auswirken und so zur Chemoresistenz beitragen [97].
Immunzellen:

Entzindliche Veranderungen kénnen sowohl in Vorlauferlasionen als auch friihen
Tumorstadien beobachtet werden [49]. Makrophagen und Fibroblasten
sezernieren Leukemia Inhibitory Factor (LIF), welches die Migration und Plastizitat
von Schwann-Zellen [98, 99]. In-vitro hat das zu einem verstarkten Wachstum von
Neuriten gefuhrt [100]. Wahrend der Malignomentstehung sezernieren
Tumorzellen Colony Stimulating Factor (CSF-1), um Makrophagen zu rekrutieren.
Die rekrutierten Zellen setzten wiederum GDNF (Glial derivied neurotropic factor)
frei, der RET (Rearranged during transfection) auf den Krebszellen aktiviert und
so die Nerveninvasion fordert. Untersuchungen gaben Aufschluss Uber eine
Beteiligung der CCL2-CCR2-Achse an der perineuralen Invasion [92]. CCR2-
defiziente Mause wiesen eine reduzierte Beteiligung der Nerven auf. Klinisch
konnte belegt werden, dass Schwann-Zellen CCL2 absondern, um Monozyten aus

dem Blutstrom zu rekrutieren. Diese differenzieren dann zu Cathepsin B
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sezernierenden Makrophagen, die lytisch auf die extrazellulare Matrix des

Perineuriums wirken und so die Tumorinvasion erleichtern [101].
Schwann-Zellen:

Die Schwann-Zellen sind in Aquivalenz der Gliazellen (ZNS), die
Bindegewebszellen des peripheren Nervensystems (PNS). Sie spielen eine
entscheidende Rolle bei der Adh&sion von Tumorzellen an den Axonen, da sie in
Richtung der Bauchspeicheldriisen- und Dickdarmkrebszellen wandern [102]. In
vitro konnte festgestellt werden, dass Schwann-Zellen in der Lage sind, die Matrix
um die Tumorzellen herum abzubauen, die Progression der Krebszellen nach dem
Kontakt zu beschleunigen und die Tumorzellen wahrend der Invasion den Nerv

entlangzuleiten [103].
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Neurotrophe Faktoren und Neurotrophin-Rezeptoren:

Das Neurotrophin NGF (Nerve Growth Factor) dient dem Uberleben und dem
Erhalt von sympathischen und sensorischen Neuronen [104, 105]. Der Tumor setzt
wéahrend des Wachstums NGF frei. Der Faktor bindet daraufhin mit hoher Affinitat
an den TrkA-Rezeptor (Tyrosin-Proteinkinase-Rezeptor) und mit geringerer
Affinitat an p75NTR (p75-Neurotrophin-Rezeptor), die vermehrt von PDA-Zellen
und Nerven exprimiert werden. Das freigesetzte NGF erhoht die Proliferation und
hemmt die Apoptose von Tumorzellen, wodurch es zu einer erhéhten Aggressivitét

des Karzinoms kommt [73, 106].

Schwann-Zellen setzen ebenfalls NGF frei, wodurch davon ausgegangen wird,

dass dieses Neurotrophin auch an der PNI beteiligt ist [107].

In einer Studie von Zhu et al. wurden 27 karzinomfreie und 37 karzinomhaltige
Gewebeproben des Pankreas untersucht [85]. Es konnte nachgewiesen werden,
dass der NGF- und TrkA-mRNA-Spiegel in Pankreaskarzinomgeweben zwischen
2,7 und 5,6-fach erhéht war. NGF war im Zytoplasma der Pankreaskarzinomzellen
prasent und TrkA im Perineurium der pankreatischen Nerven. Erhohte NGF und
TrkA Expression korrelieren nachweislich mit der Schwere von perineuraler
Invasion [75, 106, 108]. BNDF (Brain-Derived Neurotopher Faktor) wird in
metastasierenden PDA-Zellen Uberexprimiert [109], ohne einen Einfluss auf die
PNI zu haben [110]. NT-3 (Neurotrophin-3) und TrkC (Tyrosin-Proteinkinase-C)
werden stark von intratumoralen Nerven exprimiert. In einem murinen
Xenotransplantationsmodell wurde eine Blockierung von NT-3 vorgenommen, was
zu einer Hemmung des PDA-Wachstums fihrte [111]. Es besteht ein
Zusammenhang zwischen der Expression von NT-3 und schmerzbezogenen
Proteinen (TRPV1 und TRPV2), was darauf schlie3en lasst, dass NT-3 zusatzlich
an der Entstehung von Schmerzen beteiligt ist [112].

GDNF-Familie:

Der GDNF-RET-Signalubertragungsweg wurde mit der Metastasierung und der
Invasion verschiedener Karzinome in Verbindung gebracht. Dieser Signalweg
fordert die Veranderung der TME, was zu einer modifizierten zellularen
Zusammensetzung des umgebenen Stromas fuhrt und letztendlich zu einer
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verstarkten Tumorinvasion und Metastasierung [113, 114]. RET und GFRal
(Alpha-1 Rezeptor der GDNF- Familie) werden in 40-65% der duktalen
Adenokarzinome des Pankreas exprimiert und sind Indikatoren fir eine
schlechtere Prognose [61, 84]. Deren Expression ist besonders bei
fortgeschrittenen metastasierten PDA mit lymphatischer und perineuraler
Ausbreitung haufig. Sowohl der Tumor, intra- bzw. extrahepatische Nerven und
Makrophagen des Perineuriums sezernieren GDNF (Glial cell line-derived
neurotrophic factor) und ARNT (Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator)
[84, 115, 116]. Die Sekretion von GFL (Glial cell line-derived neurotrophic Family
Ligands) und GFRa1 innerhalb des Nervens stimuliert die Bewegung der RET-
exprimierenden Tumorzellen entlang eines chemotaktischen Gradienten. So
konnen maligne Zellen in den perineuralen Raum eindringen und sich entlang der
Nerven in Richtung des ZNS ausbreiten [48, 84, 92, 114].

Chemokine:

Neurone und Endothelzellen exprimieren CX3CL1, den einzigen Liganden des
CX3CR1-Rezeptors, der im ZNS entscheidend flur die Interaktion der Neuronen
mit der Mikroglia ist [117]. Eine vermehrte Expression geht sowohl von PDA-
Zellen, als auch von PanIN aus, was darauf schlieRen lasst, dass diese Molekile
an der frihen Chemotaxis von Tumorzellen beteiligt sein konnten, um die

Nerveninvasion zu férdern [118].
Matrix-Metalloproteasen (MMPSs):

Wie bereits erwahnt spielen die MMPs eine entscheidende Rolle bei der
Tumoraggressivitat und -progression [49]. Einen weiteren Stellenwert nehmen sie
im neuritischen Wachstum und der Regeneration von Nervenverletzungen ein. In
diesem Fall werden vermehrt MMP-2 und MMP-9 von Schwann-Zellen exprimiert,
die daraufhin Beta-Dystroglykan spalten und somit die Struktur der axonalen
Kompartimente verandern [119]. GDNF erhoht ebenfalls die Expression von MMP-
9, wahrend der NGF-TrKA-Signalweg dieses mit MMP-2 macht [120, 121].

Neurotransmitter:

Auch Neurotransmitter kdnnen die Tumorprogression negativ beeinflussen. Einen
besonderen Stellenwert nimmt dabei Noradrenalin ein. Es hat sich gezeigt, dass die

sympathische Signallibertragung tber Noradrenalin in-vitro die neurale Invasion in
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DRG-Neuronen durch Aktivierung des STAT3-Adrenorezeptors (Signal Transducer
and Activator of Transcribtion 2) fordert [122]. Eine weitere Beteiligung besteht in
der noradrenalininduzierten Hochregulation der MMP-2- und MMP-9-Expression in
PDA-Zellen [123]. Erh6hte Katecholaminwerte fordern dartber hinaus die Sekretion
von NGF und BDNF, wodurch nicht nur das Tumorwachstum, sondern auch die
Tumorinnervation vorangetrieben wird [124]. Neueste Studien deuten darauf hin,
dass eine Blockade der adrenergen Rezeptoren das Uberleben von PDA-Patienten
verbessern konnte [125, 126]. Wahrend die Stimulation des Sympathikus die
Tumorprogression fordert, kénnte der Parasympathikus gegenteiliges bewirken. In
Tiermodellen konnte durch eine Vagotomie ein Voranschreiten der Neoplasie
beobachtet werden [127]. Klinische Befunde konnten bestéatigen, dass die
parasympathische Aktivitat des N. Vagus eine protektive Wirkung bei Patienten mit
PDA hat [128].
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Zahlreiche Studien konnten bereits die Auswirkungen der perineuralen Invasion auf das
Gesamtiiberleben, das krankheitsfreie Uberleben und das Wiederauftreten des Tumors
bestatigen [73, 79, 129-132]. Haufig wurden in diesen Studien jedoch kleine
Patientenkohorten Uber einen kurzen Zeitraum hin untersucht. Um klinisch relevante
Aussagen im Rahmen retrospektiver Kohortenstudien treffen zu kénnen, ist es
notwendig, groRere Patientenkollektive zu betrachten. Inwiefern die perineurale Invasion
Einfluss auf das Ansprechen aktueller Therapieregime bei PDA-Patienten besitzt, konnte

bisher nur unzureichend untersucht werden.

Ziel dieser Arbeit war es, retrospektiv anhand einer Kohorte von 571 Patienten, die sich
innerhalb von 12 Jahren (2008-2019) einer kurativen Resektion an der Charité -
Universitdtsmedizin Berlin unterzogen, klinisch bedeutsame Aussagen zu treffen.
Inwiefern man bei einer vorliegenden PNI Uberhaupt von einer kurativen Resektion
sprechen kann, sollte in der vorliegenden Arbeit diskutiert werden. Kurative Resektion
bedeutet tumorfreie zirkumferente Resektionsréander. Da die perineurale Invasion bereits
sehr frih auftritt, ist davon auszugehen, dass die umliegenden Nerven des Praparates
bereits eine Mikroinvasion erfahren haben. Eine weitere gegenwaértig durchgefiihrte
Diskussion besteht in der Klassifizierung der perineuralen Invasion. Diese wird
ausschlieBlich in ,vorhanden® (Pnl) und ,nicht vorhanden“ (Pn0O) angegeben. Aus
histopathologischer Sicht lieBe sich der Befall von Nerven eventuell differenzierter

einteilen in [79]:

- Intrapankreatisch, intratumoral
- Intrapankreatisch, extratumoral

- Extrapankreatisch, retroperitoneal

Durch die enge Lagebeziehung des Pankreas zu peripheren Nerven (siehe dazu Abb.2)
und die hohen Inzidenzen der perineuralen Invasion, stellt sich die Frage, ob es
Uberhaupt moglich ist, keine Infiltration von Nerven aufzuweisen. Dieser Thematik sollte

sich kunftig in klinischen Studien auseinandergesetzt werden.

Zu den vorrangig untersuchten Parametern zéhlten das Langzeitiberleben, das
Gesamtuberleben sowie das krankheitsfreie Uberleben der Patienten. Zu den sekundar

betrachteten Parametern z&hlten der Einfluss einer post-operativen (adjuvanten) bzw.
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Pra-operativen (neoadjuvanten) Chemotherapie, sowie einzelner
Patientencharakteristika auf das Uberleben in Berticksichtigung des Vorhandenseins
oder Fehlens einer perineuralen Invasion. Weiterhin wurden die resezierten Patienten in
dieser Arbeit auf zusatzliche Faktoren hin untersucht, die basierend auf den neuesten
Studien, einen Einfluss auf die Uberlebensprognose und die PNI haben konnten. Dazu

zahlt:

- Die Einnahme von Beta-Blockern
- Das Vorhandensein von Diabetes mellitus (Typ I/Typ II)
-  Der BMI

- Das Operationsverfahren in Bezug auf Tumorlage und -gréf3e

Die Ubergeordnete Hypothese dieser Arbeit lautet: Ein Langzeituberleben im Falle einer
vollstandigen operativen Entfernung des PDAs, kann nur bei PNI-negativen Patienten
erreicht werden. Um diese Fragestellung zu beantworten, wurde eine retrospektive
Analyse der klinischen Daten gewahlt, wahrend es zurzeit nur wenig geeignete Modelle

gibt, um die PNI experimentell zu erforschen.
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Ziel dieser Arbeit war es, anhand einer retrospektiven Analyse der zentrumsinternen
Behandlungsdaten, tumorresezierte Patienten mit PDA mittels statistischer Verfahren
untereinander zu vergleichen. Vornehmlich wurde die Kohorte der perineural nicht
infiltrierten Patienten im Vergleich zu den Patienten mit PNI untersucht. Der Einschluss
der Patienten erfolgte im Rahmen eines Ethikvotums (EA1/208/12; EA1/188/17) unter
Einhaltung der Deklaration von Helsinki.

Zur Datenerhebung wurde eine bereits verfligbare Datenbank aller Patienten, die sich
einem operativen Eingriff der Bauchspeicheldrise an dem Zentrum fur Chirurgie (CCO08,
Charité Universitatsmedizin Berlin) unter Berilicksichtigung der vorrangigen und
sekundaren Parameter der Studie, bearbeitet. Wir betrachteten hierbei einen hinreichend
langen Untersuchungszeitraum (03/2008 — 12/2019, 12 Jahre), um einen reprasentativen
Querschnitt aller resezierten Patienten und eine ausreichende Teststarke (Power) fur
statistisch relevante Aussagen zu gewahrleisten. In diesem Zeitraum stellten sich
insgesamt 1.005 Patienten fur eine Pankreasresektion vor und wurden gleichfalls in
unserer erweiterten Pankreasdatenbank registriert. Alle operativen Eingriffe wurden an
der Charité Universitatsmedizin Berlin in der chirurgischen Klinik am Campus Virchow-
Klinikum (CVK) und Campus Mitte (CCM) durchgefuhrt.

Die wéhrend dieses Zeitraums erfassten Patienten stellten jedoch nicht die Gesamtheit
des betrachteten Patientenkollektivs dar, da eine Vielzahl der Patienten an anderen
Tumoren oder anderen Erkrankungen des Pankreas litten und somit flr die vorliegende
Studie ausgeschlossen wurden. Nach Sichtung aller erforderlichen Patientenakten,
konnten insgesamt 660 Patienten mit einem resezierten PDA identifiziert, jedoch nur 571
in das Studienkollektiv eingeschlossen werden. Eingeschlossen wurden dabei nur
Patienten, die sich einer klassischen Kausch-Whipple Operation, einer
pyloruserhaltenden Pankreatikoduodenektomie (PPPD), einer distalen Pankreatektomie
oder einer totalen Pankreatektomie mit kurativer Absicht (angestrebter RO-Status)
unterzogen hatten. Bei allen Patienten wurde das PDA histopathologisch bestatigt.
Ebenfalls relevant fir den Studieneinschluss war die lickenlose Dokumentation der

Krankengeschichte, ein vollstandiger Operations- und Pathologiebericht, sowie
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vorliegende Uberlebensdaten. Die Aufnahme der Patienten in diese Arbeit beruhte
ausschlief3lich auf diesen Kriterien unabhangig von Alter, Geschlecht und Ethnie, da nur
so die Heterogenitdt der Patientenkohorte gesichert werden konnte. Anhand der
Identifikationsnummer wurden die Patientenakten mit Hilfe des institutiellen
Computerprogramms (SAP) und dem GielRener Tumordokumentationssystem (GTDS)
gesichtet und ausgewertet. Voraussetzung fur die statistische Auswertung und
Aufarbeitung der Daten war die systematische Auffuhrung und die tabellarische
Zusammenfassung der Untersuchungsparameter im Programm Microsoft-Excel und
SPSS. Die anschlieRende statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von Dario Zocholl
aus dem Charité internen Institut fir Biometrie und klinische Epidemiologie (iBikE) am
CCM. Dort wurden die Ergebnisse anhand eines bioinformatorischen Skripts ausgewertet
und in Graphen oder Tabellen zur Visualisierung zusammengefasst. Zusatzliche Tabellen
sind anhand dieser Auswertung durch meine Person erstellt worden. Eine Ubersicht
welche Abbildungen und Tabellen von Dario Zocholl oder mir erstellt bzw. eingefligt
wurden, befindet sich in Tabelle 6. Fir die Regressionsanalysen wurden alle Patienten
ausgeschlossen, die innerhalb der ersten 30 Tag nach Operationsdatum verstarben und

die Patienten, bei deinen keine Nachbeobachtung stattfand.

Dario Zocholl Flora Lindhammer

Abbildungen |Abb. 6 - Abb. 11 Abb. 1 - Abb. 5

Tab.1-Tab. 11

Tabellen Tab. 12 - Tab. 14 Tab. 15 - Tab. 17

Tab. 6: Anteilstiibersicht an Abbildungen und Tabellen.
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Zur Bearbeitung der vorrangigen und sekundaren Parameter der Studie wurden folgende
spezifische Parameter erhoben, welche Uber das Patientenakten Erfassungsprogramm
der Charité (SAP), sowie dem Giel3ener Tumordokumentationssystem (GTDS) einheitlich
erfasst werden konnten (siehe Tab. 7).

Daten von SAP und GTDS

Alter

Geschlecht

BMI

Medikamention (Einnahme von Beta-Blockern)
Systemische erkrankungen (DM | und I1)
OP-Berichte

Pathologieberichte

Laborberichte

Therapieprotokolle

Uberlebensdaten (In-house-Mortalitét)

Tab. 7: Erfasste Daten aus SAP und GTDS.

Aus Pathologieberichten konnten bei allen Patienten Informationen zum Tumor

gewonnen werden. Dabei konnten folgende Parameter enthommen werden (Tab. 8):

Daten aus Pathologieberichten
Tumorgrof3e (T)
Lymphknotenstatus (N)
Fernmetatstasen (M)

Tumorbefall von BlutgefalRen (V)

Tumorbefall von Lymphbahnen (L)
Perineuraler Status (Pn)
Differenzierungsgrad (G)

Vorhanden sein von Residualtumoren (R)

Tab. 8: Erfasste Daten aus den Pathologieberichten.
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Das GielRener Tumordokumentationssystem (GTDS) wird als Dokumentationsplattform
fur sdmtliche Tumorkonferenzen an der Charité verwendet und umfasst alle Daten des
Tumorboards, Studieneinschliisse, Tumortherapien, sowie die Rekurrenz der Tumore.
Besonders niitzlich ist dieses System bei der Erfassung von Uberlebenszeiten der
Betroffenen, da dieses regelméaRig automatisiert mit dem Sterberegister abgeglichen wird
und so zuverlassige Nachverfolgungsdaten erhoben werden kénnen. Vor Beendigung
unserer Recherchearbeit, wurde ein Antrag auf Abgleich mit dem deutschen
Sterberegister gestellt, um so die neusten Uberlebensdaten der Patienten erfassen zu
konnen. Der letzte Abgleich unserer Daten erfolgte am 13.03.2021. Folgende

Patientendaten sind dem Tumorboard entnommen worden:

Zeitpunkt und Ort von Metastasen

Sterbedatum

o Langzeituberleben (tber 5 Jahre)

o 30-Tage postoperative Mortalitat

Anwendung einer neoadjuvanten/ adjuvanten Chemotherapie
o Chemotherapeutikum
o Einschluss in Therapiestudien

UICC-Stadium nach 2018

Alle Parameter wurden aus den jeweiligen Akten entnommen und chronologisch nach
Operationsdatum in einer Exceltabelle zusammengefasst. Diese wurden anonymisiert
zur statistischen Auswertung an das Institut fir Biometrie und klinische Epidemiologie

(BIKE) weitergeleitet.
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Innerhalb des Beobachtungszeitraumes, basierend auf inhaltlichen Anpassungen der
TNM-Klassifikation, kam es durch die Union Internationale Contre le Cancer (UICC) zu
Zwei unterschiedlichen Versionen der Stadieneinteilung (7th und 8th Edition). Diese
unterscheiden sich in einzelnen Merkmalen. Um mdgliche Diskrepanzen zwischen den
unterschiedlichen Versionen zu vermeiden, wurden alle Tumore der Studienteilnehmer
nach der aktuellen 8. Ausgabe der AJCC-Klassifikation von 2017 neu eingeteilt. Die
Einteilung und Bedeutung des jeweiligen Stadiums sind in der folgenden Tabelle (Tab. 9)

aufgeschlisselt.

8. Ausgabe AJJC Klassifikation 7. Ausgabe AJJC Klassifikation

uicc T-Status N-Status M-Status |UICC T-Status N-Status M-Status
Stadium 0 Tis NO MO|Stadium 0 Tis NO MO
Stadium 1A T1 NO MO|Stadium 1A T1 NO MO
Stadium 1B T2 NO MO|Stadium 1B T2 NO MO
Stadium 1A T3 NO MO|Stadium 11A T3 NO MO
Stadium 1IB T1-3 N1 MO|Stadium 11B T1-3 N1 MO
Stadium 1l T1-3 N2 MO|Stadium 111 T4 Jedes N MO

T4 Jedes N MO|Stadium 1V Jedes T Jedes N
Stadium 1V Jedes T Jedes N M1 |Stadium 1V Jedes T Jedes N M1

Tab. 9: 8. und 7. Ausgabe der UICC-Stadieneinteilung im Vergleich. [66, 133]

Unter einer perineuralen Invasion (PNI) versteht man das Vorhandensein von
Tumorzellen in allen drei Schichten des Nervens, dazu zahlt das Endoneurium,
Perineurium und Epineurium [134]. Findet man in diesen Schichten keine malignen
Zellen, so handelt es sich um einen negativen perineuralen Status. Um die Tumorstadien
der PnO- und Pnl-Gruppen besser miteinander vergleichen zu kénnen, wurden die
Karzinome nach Tumordurchmesser und Arterieninfiltration (Truncus coeliacus; A.
mesenterica superior; A. hepatica communis), gemaf dem aktuellen Konsens [135], in 4

Gruppen unterteilt:

- 1. TumorgrofRe bis 2 cm
- 2: TumorgréfRe 2 -4 cm
- 3: Tumorgrole tber 4 cm

- 4: Tumor weist eine Arterieninfiltration auf

40



Fur die Beurteilung des Lymphknotenbefalls durch Tumorzellen, haben wir die Tumore

in NO (negativ) und N+ (positiv) eingeteilt.

Die statistische Auswertung dieser Arbeit wurde in enger Kollaboration mit Dario Zocholl
vom Institut fir Biometrie und klinische Epidemiologie (iBIKE) am Charité Campus Mitte
vorgenommen. Eine Zusammenarbeit mit dem iBikE war notwendig, um aufwéndigere
statistische Untersuchungen ungleicher GruppengréfRen durchzufihren. Alle Daten
beruhen auf einer explorativen Analyse, die zur Hypothesenfindung beitrug.

Fur alle Analysen wurde die Statistiksoftware R (The R Foundation, Version 4.0.0)
verwendet. Die kontinuierlichen Variablen werden als Median, dem Maximum und dem
Minimum (Bereich, Standardabweichung) beschrieben und mit dem studentischen t-test
verglichen. Fur den Vergleich der kategorialen Variablen, wurde zwischen den einzelnen
Gruppen der exakte Test nach Fisher durchgefiihrt. Uberlebenszeitanalysen wurden
anhand von Kaplan-Meier-Kurven grafisch dargestellt. Dazu zahlt insbesondere die
Untersuchung des krankheitsfreien- und Gesamtuberleben. Dafir wurden
Subgruppenvergleiche mit Hilfe des Log-Rank-Tests analysiert. Fir den Ausschluss von
Storfaktoren und zur Angabe von Risikofaktoren, wurde zusatzlich eine Cox-
Proportionale-Hazard-Regression durchgefihrt. Multivariable Analysen mit PNI als

Ergebnisvariable wurden mittels multipler logistischer Regression durchgefuhrt.

Das Konfidenzniveau wurde fir alle Analysen auf 95% festgelegt und das
Signifikanzniveau auf 5%. So ist ein p-Wert von <0,05 als statistisch signifikant zu

beurteilen. Fur ein multiples Testen wurde kein p-Wert adjustiert.

41



Teilergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden im Journal of Clinical Medicine
veroffentlicht [136].

Die Patientenkohorte schliel3t alle Patienten ein, die sich einer operativen Therapie eines
PDAs zwischen 03/2008 und 2019 (12 Jahre) an der Chirurgischen Klinik der Charité
Universitatsmedizin (CVK/CCM) unterzogen haben. Von den 660 identifizierten Patienten
konnten in 571 Fallen (86,5%) die histopathologischen Aufzeichnungen vollstandig
ausgewertet werden. Das daraus gebildete Kollektiv umfasst 40 Patienten mit negativen
(7% Pn0) und 531 Patienten mit positiven (93% Pn1l) perineuralen Invasionsstatus. Die
Merkmale dieser Patientengruppen werden in Tabelle 10 zusammengefasst und

aufgeschlisselt.

Es konnten 22 weibliche (55%) und 18 mannliche (45%) Patienten identifiziert werden,
bei denen keine perineurale Invasion festgestellt wurde (PnO-Gruppe), mit einem
Durchschnittsalter von 64,7 Jahren (Bereich 35-87). Die Gruppe mit perineuraler Invasion
(Pn1-Gruppe) beinhaltet 242 weibliche (45,6%) und 289 mannliche (54,4%) Personen mit
einem Durchschnittsalter von 65,6 Jahren (Spanne 31-94). In beiden Kollektiven befand
sich der Tumor Uberwiegend im Pankreaskopf (Pn0O: 70%, Pnl: 75,1%), gefolgt vom
Pankreasschwanz (Pn0: 17,5%, Pnl: 11,9%) und dem Pankreaskorper (Pn0: 7,5%, Pnl:
8,1%). Chirurgisch wurde das Karzinom entweder mit einer PPPD (Pn0O: 50%, Pnl:
64,6%), dem Kausch-Whipple-Verfahren (Pn0O: 12,5%, Pnl: 4,5%), der distalen
Pankreatektomie (Pn0: 22,5%, Pn1l: 14,3%) oder der totalen Pankreatektomie (Pn0: 15%,
Pnl: 16,6%) entfernt. In beiden Patientengruppen gab es Patienten bei denen sowohl
eine neoadjuvante (Pn0: 20%, Pnl: 10,5%), und/oder eine adjuvante (Pn0: 70%, Pnl:
61,2%) Chemotherapie durchgefuhrt wurde. Nachuntersuchungen wurden im Kollektiv
der negativen perineuralen Invasion durchschnittlich fur 24,2 Monaten (Intervall 0-89
Monate) und im Kollektiv der positiven Invasion fur 16,6 Monaten (Intervall 0-146 Monate)
beobachtet. Bei 81 Patienten (15,3%) der Pnl-Gruppe war es leider nicht mdglich
langfristige Nachuntersuchungen nachzuvollziehen (keine Nachbereitung). Ein
Langzeitiiberleben (Uber 5 Jahre) der PnO-Gruppe konnte bei 4 Patienten (10%)
verzeichnet werden, wohingegen das der Pn1-Gruppe nur bei 15 Patienten (2,8%; p=
0,04 nach exaktem Test nach Fischer) lag. Die 30-Tage Mortalitat postoperativ war
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ausschlief3lich in der Pn1-Gruppe relevant (5,6%). Bei 29 Patienten (72,5%) des PnO-
Kollektivs und bei 375 Patienten (70,6%) des Pnl1-Kollektivs konnte keine Rekurrenz des
Tumors dokumentiert werden. Nur bei insgesamt 167 Patienten (PnO: 11, Pnl: 156)
wurde ein Rezidiv des Tumors dokumentiert. Dieses trat in 11,9% in der Leber, 11,9%
lokal und bei 2,8% in den Lungen auf. Insgesamt wiesen 30 Patienten (5,3%) eine andere
Rezidivlokalisation auf, eine multilokulare Ausbreitung wurde bei 33 Patienten (5,8%)
festgestellt. Ein praoperativer Diabetes mellitus Typ | wurde bei 19 Patienten (3,3%) in
der Gesamtkohorte beobachtet, wohingegen ein praoperativer Diabetes Typ Il bei 116
Personen (20,3%) derselben Gruppe beobachtet wurde, jeweils ohne
Verteilungsunterschiede in den Gruppen. Statistisch relevante Abweichungen konnten in
Bezug auf den Body-Mass-Index (BMI) der beiden Patientenkollektive festgestellt
werden. Der mediane BMI der PnO-Gruppe lag bei 23,6 kg/m? und in der Pn1-Gruppe bei
25,2 kg/m? (p=0,05, nach exaktem Test nach Fischer). Unterschiede zeichneten sich
ebenfalls beim Carcinoembryonales Antigen- (CEA) Wert im Blut ab (p=0,28, nach
exaktem Test nach Fischer), wobei dieser vermutlich aufgrund der unterschiedlichen
GruppengrofRen keine Signifikanz erreichte. Die Pn0O-Kohorte wies dabei einen
durchschnittlichen Wert von 4,5 ug/l auf, wohingegen das Pnl-kollektiv mit 20 ug/l
deutlich dartiber lag. Ahnliche Ergebnisse erbrachte die Untersuchung der Carbohydrat-
Antigen- (CA) 19-9-Konzentration postoperativ (p=0,49, nach exaktem Test nach
Fischer). Dabei wurde in der PnO-Gruppe ein medianes Ergebnis von 453,6 U/ml und in
der Pnl1l-Gruppe von 888,5 U/ml verzeichnet. Regressionsanalysen konnten ebenfalls
keinen signifikanten Einfluss dieser beiden Faktoren auf die PNI ergeben (p=0,19,
Logistische Regressionsanalyse). Alle 12 Patienten der Gesamtkohorte, die einen non-
selektiven Betablocker einnahmen, stammen aus der Pnl Gruppe. Dem gegenuber
stehen insgesamt 168 Studienteilnehmer, die 1-selektive Betablocker konsumierten
(Pn0: 9 Pnl: 159).
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Total % Pn0 % Pn1 % Statistik™
Falle 571 40 531
Alter (Jahre) G5.6 [«-1.1] G4 7 [+-10.5) B5.6 [+-10.8) p=058
weiblich 264 452  weiblich 22 55 weiblich 242 455
Geschlecht mannlich 307 538  mannlich 18 45 mannlich 289 G544 P=0.26
BMI (kgs’mz} 257 (143 23.6 [+-40) 252 [v-4.3) p=0.05
Diabetes mellitus
DM 19 3.3 0 u 19 36 p=039
DM I 116 2.3 7 175 109 A5 p-os4
Betablocker
R 1-zelektiv 163 234 g 2.3 159 23 0 _po2
Non-selektiv 12 21 0 0 12 23
CA19-9 (L/ml) 846.3 [+-3014) 4536 [o-1203] 888.5 [«-3142] p=049
CEA (pai) 18.8 [+-67.9) 4.5 [+-32) 200 (o729 p=0.28
Tumorlokalisation
Kopf 427 748 28 70 399 75.1
Schwanz 70 123 7 175 B3 JLE: IR
Kiirper 4E 81 3 7h 42 a1 P=0
Praoc. uncinatus 2g 4.3 e 5 L 4.3
Chirugisches Vorgehen
PRPD 363 B3.6 20 B0 343 4.5
wihipole 29 5.1 5 125 24 45
ot tion 34 5 B 5 5 5 p=0.05
Distale Besektion a5 4.9 9 2258 7B 4.3
Chemotherapie
Pre-operativ B4 112 5 o0 3 ns P=O0M
Post-operativ 53 E18 28 70 325 g1z P=0231
Klinisches Ergebnis
Machbereitung [MMonate] 17.2 242 &G p=004
30-Tage kortalitat 28 3] i 1] 28 BE p=025
Tot 383 75.8 5 375 368 818 p< 0.001
am Leben _ 03 8.0 21 525 g2 54 p<0.001
keire Machbereitung 25 4.3 4 0.0 a1 B3 p=049
Langzeitiiberlebende [ 5 Jakre] 19 13 4 0.0 15 28 p=0.04
Bekurrenz
Ja &7 29.2 1 275 156 294 L_nes
hein 404 70.8 29 725 375 705
n.
Lokal 44 1.9 3 75 41 77
Leber 44 1.9 2 0 42 79
Lunge 16 28 1 25 15 28
Andere a0 3 3 75 27 E.1
tefaltil kol Sr a3 ha 2 5.0 K1l ha

*Exakter Test von Fisher fur kategoriale Variablen und t-Test fir kontinuierliche Variablen

Tab. 10: Patientencharakteristika der Gesamtkohorte.*

*Modifiziert nach Felsenstein M et al. [135].
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Die resezierten Tumore wurden durch das Institut fir Pathologie der Charité
Universitdtsmedizin Berlin (CCM) aufbereitet, begutachtet und gemald der aktuellen
TNM-Klassifikation eingeteilt. So war es mdglich die Tumore in Grof3e, Infiltrationsstatus,
Differenzierungsgrad und der erfolgreichen Tumorzelleliminierung miteinander zu
vergleichen. Die Ergebnisse der histopathologischen Tumoruntersuchung innerhalb der

PnO- und Pn1-Gruppe sind in Tabelle 11 zusammengefasst.

Um die Infiltrationsstadien zwischen Pn0- und Pn1-Gruppe zu vergleichen, haben wir die
Tumore entsprechend dem Tumordurchmesser und dem Vorhandensein einer
GefaRinfiltration eingeteilt. 30% der Pn0O-Patienten wiesen einen pT1-Tumor auf (PnO:
pT1: 30%; pT2: 50%; pT3: 20%; pT4: 0%), wohingegen bei der Pn1-Gruppe nur 10,5%
einen Tumordurchmesser unter 2cm aufwiesen (Pnl: pT1: 10,5%; pT2: 57,1%; pT3:
27,9%; pT4: 4,5%). Die Mehrheit der Pnl1-Tumore wies Lymphknotenmetastasen auf
(Pnl: N+: 75,5% versus Pnl: N-: 24,5%), wahrend Lymphknoteninfiltrationen nur bei 40%
der PnO-Tumore auftraten (PnO: N+: 40% versus Pn0O: N-: 60%). Signifikante
Unterschiede (p<0,001, nach exaktem Test nach Fischer) konnten auch bei der
Lymphangiosis carcinomatosa verzeichnet werden. 44,1% der Pnl-Tumore waren auf
diesen Parameter positiv (Pnl L1: 44,1%; Pnl LO: 55,9%). PnO-Tumore waren nur in
17,5% positiv fir Lymphangiosis carcinomatosa (PnO L1: 17,5%; PnO LO: 82,5%).
Deutliche Abweichungen konnten auch im Grading von Pnl-Patienten verzeichnet
werden (p= 0,03, nach exaktem Test nach Fischer). Der Grad der Differenzierung
verschob sich in Richtung G2 und G3 (Pnl G1: 3%; Pnl G2: 60,5%; Pnl G3: 36,5%),
wohingegen Pn0O-Patienten vermehrt besser differenzierte Karzinome erkennen lassen
(Pn0 G1: 10%; Pn0O G2: 67,5%; Pn0 G3: 22,5%). Bei der vaskularen Invasion konnten
keine signifikanten Unterschiede, mit Hilfe des exakten Tests nach Fischer, zwischen den

beiden Gruppen festgestellt werden.
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Total % Pno %% Pn1 %  Statistik*

Fille a71 40 531
Tumeorstadium

pT1 (<2cm) 68 11.9 12 30 56 10.5

pT2 (2-4cm) 323 56.6 20 50 303 571 p = 0.007

pT3 (=4cm) 156 27.3 3 20 148 279

pT4 (Gefalinfiltration) 24 42 0 ] 24 445
Lymphknotenmetastasen

M- 154 27 24 60 130 24.5

N+ 417 73 16 A0 401 755 P <0.001
Entfernte Metastasen

M0 210 89.3 38 95 472 889 p=03

M1 61 10.7 2 5 59 111
Histologischer Grad

=1 20 35 4 10 16 3

52 348 609 27 67.5 321 605 p=0.03

=3 203 356 9 225 194 36.5
Resektionsrand

R0 359 629 Kh| T7.A 328 618  _ 0.06

R1 212 37.1 9 225 203 32 P=0
Vaskulare Infiltration

Vi 46T 818 ar 925 430 a1 _

Vi 104 182 3 7.5 101 19 p=0.09
Lymphatische Infiltration

L0 330 578 33 825 297 559 p<0.001

L1 241 422 7 175 234 441

*Exakter Test von Fisher fiir kategoriale Variablen und t-Test fiir kontinuierliche Yariablen

Tab. 11: Histopathologischer Tumorstatus der Pn0O- und Pn1-Gruppe.*

*Modifiziert nach Felsenstein M et al. [135].

Das mediane Gesamtiberleben (OS) in der PnO-Gruppe betrug 64,9 Monate im

Vergleich zur Pnl-Gruppe mit 18,2 Monaten (Abb. 6a). Auch das krankheitsfreie

Uberleben (DFS) der Patienten mit negativer perineuraler

Invasion war

mit

durchschnittlich 26 Monaten deutlich héher als dass der Patienten mit positivem

perineuralen Status, deren durchschnittliches DFS 13,8 Monate (Abb. 6b) betrug.
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Abb. 6: Gesamtiberleben und krankheitsfreies Uberleben der resezierten PDA-
Patienten (PnO vs. Pnl). (A) Gesamtlberleben der PnO und Pnl Gruppe. (B)
Krankheitsfreies Uberleben der PnO und Pnl Gruppe. [135]

Durch ein logistisches Regressionsmodell konnten wir verschiedenen Variablen und
ihren unabhangigen Einfluss auf die perineurale Invasion innerhalb dieser
Patientenkohorte untersuchen. Dabei stellte die Lymphknotenmetastasierung einen
signifikanten Pradiktor (p=0,008, Logistische Regressionsanalyse) fur PNI dar (Tab. 12).
Andere unabhéngige untersuchte Variablen zeigten keine statistisch nachweisbaren

Unterschiede auf.

20% (8/40) der Patienten in der PnO-Gruppe und 10,5% (58/531) der Patienten in der
Pn1-Gruppe erhielten eine neoadjuvante Chemotherapie. Die Regressionsanalyse zeigte
keinen signifikanten Einfluss der neoadjuvanten Chemotherapie auf die Infiltration von
Nerven durch Tumorzellen. Ahnlich verhielt es sich mit den praoperativen Parametern
BMI, Diabetes mellitus Typ | und Il, Medikation mit selektiven und nicht selektiven
Betablockern, sowie CA 19-9-Werten. Statistisch relevante Unterschiede der CEA-Werte
in der Vergleichsanalyse zwischen der PnO- und der Pnl-Gruppe, konnten in der

logistischen Regressionsanalyse nicht validiert werden.
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Einfluss auf PNI

Term Schétzung SE Statistik p-Wert

Nullmodell 4.369 0.772 1.910 0.056
Alter 1.155 0.323 0.444 0.657
Geschlecht 0.615 0.684 -0.710 0.478
Tumorstadium 0.747 0.736 -0.395 0.693
G3vs. G1-2 1.921 0.755 0.864 0.388
R1vs. RO 3.166 0.892 1.292 0.1%96
N+ vs. N- 6.080 0.679 2.659 0.008
Neoadjuvante Chemotherapie 0.830 0.705 -0.264 0.792
BMI 1.517 0.315 1.325 0.185
Diabetes mellitus Typ 11 0.480 0.813 -0.905 0.366
CEA 5.105 2.140 0.762 0.446
CA 19-9 (vor OP) 0.924 0.285 -0.278 0.781

Tab. 12: Logistische Regressionsanalyse von verschiedenen Variablen und ihr Einfluss
auf die perineurale Invasion. [135]

Anhand der erfassten Daten konnte eine signifikante Korrelation zwischen der Pnl-
Gruppe und der fortgeschrittenen Tumorausbreitung festgestellt werden. Diese
manifestiert sich im Tumorstadium, Lymphknotenmetastasen, dem histologischen
Differenzierungsgrad und der Lymphangiosis carcinomatosa. Insgesamt fuhrt dies zu
schlechterer Prognose und reduzierter Uberlebensrate von Patienten mit einer
Perineuralscheideninfiltration. Auch Patienten, die RO-reseziert wurden, aber dennoch
eine PNI aufweisen, erleiden signifikant haufiger und friher ein Rezidiv als Patienten mit
gleichem Resektionsstatus, aber nicht vorhandener Tumorinfiltration in Nerven (siehe
Kapitel 7.3.).
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Es war bereits bekannt, dass der Pn0O-Status mit einem verbesserten krankheitsfreien
und langfristigen Gesamtiuberleben einhergeht [79]. Die in unserer Studie durchgefiihrte
Regressionsanalyse konnte diese These stltzen. Zur Analyse der Merkmale von PDA-
Patienten, die moglicherweise einen signifikanten Einfluss auf das DFS und OS haben,
wurde ein Cox-Proportional-Hazard-Regressionsmodell durchgefiihrt. Durch die
Betrachtung der Hazard-Funktion im Cox-Modell, konnten einzelne autonome
Einflussvariablen auf das Gesamtuberleben und das krankheitsfreie Uberleben ermittelt

werden.

Beim Gesamtiberleben konnten als Pradiktoren folgende Merkmale ermittelt werden
(Tab. 13):

- R1 (HR: 1,69; p<0,001)
- PNI (HR: 2,13; p=0,009)
- Adjuvante Chemotherapie (HR: 0,6; p=0,007)

Beim krankheitsfreien Uberleben konnten folgende Parameter identifiziert werden (Tab.
14):

- R1(HR: 1,56; p<0,001)
- PNI(HR: 2,09; p=0,013)
- G3 (HR: 1,25; p=0,035)

Das mediane Gesamtiiberleben und krankheitsfreie Uberleben der PnO-Gruppe lag
signifikant tber dem der Pn1-Gruppe. Durch das angewandte Regressionsmodell war es
uns mdglich mehrere unabhangige Pradiktoren fir das OS und DFS zu ermitteln. Dabei
stellte sich heraus, dass PNI nicht nur einen Einfluss auf das krankheitsfreie Uberleben
hat, sondern auch auf das Gesamtiberleben der betroffenen Patienten. Auch ein

positiver Resektionsrand (R1) konnte als Pradiktor fir das OS und DFS ermittelt werden.
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Gesamtliberlieben

Term Schatzung SE Statistik p-Wert

Alter 1.021 0.005 3.902 <0.001
Geschlecht 0.827 0.109 -1.739 0.082
Pn1vs. Pn0 2.013 0.270 2.596 0.009
Tumorstadium 1.203 0.116 1.591 0.112
M+ vs. N- 1.190 0.130 1.340 0.180
R1vs. RO 1.708 0.115 4 637 <0.001
G3vs. G1-2 1.211 0112 1.706 0.088
Adjuvante Chemotherapie 0.721 0.121 -2.696 0.007
MNeoadjuvante Chemotherapie 0.601 0.240 -2.121 0.034

Tab. 13: Multivariablen-Cox-Regressions-Analyse zum Gesamttberleben. [135]

Krankheitsfreies Uberleben

Term Schatzung SE Statistik p-Wert

Alter 1.014 0.005 2.712 0.007
Geschlecht 0.872 0.109 -1.261 0.207
Pn1vs. Pn0 1.963 0.271 2.490 0.013
Tumorstadium 1.204 0.117 1.592 0.111
N+ vs. N- 1.308 0.130 2.058 0.040
R1vs. RO 1.568 0.116 3.885 <0.001
G3vs. G1-2 1.269 0.113 2.112 0.035
Adjuvante Chemotherapie 0.936 0.123 -0.538 0.590
Neoadjuvante Chemotherapie 0.658 0.241 -1.737 0.082

Tab. 14: Multivariablen-Cox-Regressions-Analyse zum krankheitsfreien Uberleben. [135]
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Zur kurativen Therapie von PDA-Patienten wird aus onkologischer und chirurgischer
Sicht eine RO-Resektion angestrebt, sofern das PDA als resektabel eingeschéatzt wird [6].
Trotz der operativen Tumorentfernung tritt in der histopathologischen Aufarbeitung der
Praparate durch die Pathologie, bei der Mehrheit der RO-resezierten Patienten eine PNI
auf und verschlechtert nachweislich das DFS und OS [71].

62,9% (359/571) der hier betrachteten Studienpopulation wiesen tumorfreie
Resektionsrander auf (R0). 77,5% (31/40) der Pn0O-Patienten konnten postoperativ einen
RO-Status aufweisen, wohingegen es bei den Pnl Patienten nur 61,8% (328/531) waren.

Damit war die angestrebte RO-Resektionsrate in der PnO-Gruppe héher (Tab. 11).

In einer Kaplan-Meier-Analyse haben wir das OS und das DFS der RO-Resezierten mit
dem der R1-Resezierten Patienten unabhangig von ihrem perineuralen Status verglichen
(Abb. 7a und 7b). Hierbei kam heraus, dass Patienten, die tumorfreie zirkumferente
Resektionsrander aufwiesen, ein medianes Gesamtiberleben von 21,8 Monaten
aufwiesen. Im Vergleich dazu zeigten unsere R1-resezierten Patienten ein medianes OS
von 14,9 Monaten. Ahnlich verhielt es sich mit dem krankheitsfreien Uberleben der
Betroffenen (RO: 16,7 Monate; R1: 11,6 Monate). Damit liegt sowohl das
Gesamtiiberleben als auch das krankheitsfreie Uberleben der RO-Patienten signifikant
(p<0,001, Kaplan-Meier-Analyse) Uber dem der R1-Patienten.
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Abb. 7: Gesamtiiberleben und krankheitsfreies Uberleben von resezierten PDA-Patienten
(RO vs. R1). (A) Gesamtuberleben von resezierten PDA-Patienten. (B) Krankheitsfreies
Uberleben von resezierten PDA-Patienten.

Eine Subgruppenanalyse aller RO-Resezierten, bei der wir die Resezierten zusatzlich
nach ihrem perineuralen Status einteilten, ergab, dass die meisten der RO-Resezierten
Tumore bereits eine Nerveninfiltration aufwiesen (RO Pnl: 328/359; 91,4% vs. RO PnO:
31/359; 8,6%). Um zu prifen, inwieweit die PNI das DSF und das OS von RO- resezierten
PDA-Patienten beeintrachtigt, wurde eine Kaplan-Meier-Analyse dieser Probanden

durchgefihrt.

Dabei ergab sich ein statistisch signifikant verbessertes krankheitsfreies Uberleben von
RO-PnO-Patienten im Vergleich zu RO-Pnl-Patienten. Das mediane krankheitsfreie
Uberleben betrug 27 Monate in der RO-Pn0O-Gruppe und 15,7 Monate in der RO-Pn1-
Gruppe (Abb. 8b). Demnach haben perineural positive Patienten mit tumorfreien
Resektionsrandern ein deutlich hoheres Risiko (HR: 2,41; p=0,001, Kaplan-Meier-
Analyse), als die RO-Pn0-Patienten eine Rekurrenz zu erleiden. Ebenfalls konnte ein
besseres Gesamtuberleben in der RO-PnO-Gruppe als in der RO-Pn1-Gruppe gezeigt
werden (Abb. 8a). Das mediane Gesamtuberleben der RO-Pnl-Gruppe betrug 21

Monate.
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Abb. 8: Gesamtiiberleben und krankheitsfreies Uberleben von PDA-Patienten (RO-Pn0
vs. RO-Pn1). (A) Gesamtuberleben von resezierten PDA-Patienten. (B) Krankheitsfreies
Uberleben von resezierten PDA-Patienten. [135]

Eine weitere Kaplan-Meier-Analyse der gesamten RO-Patienten (359) in Bezug auf ihren
Lymphknotenstatus zeigte, dass auch dieser einen wesentlichen Einfluss auf das DFS
der Betroffenen hat. Wir haben in der PnO-Gruppe 31 Patienten mit einem RO-Status
identifizieren kbénnen, von denen 22 einen negativen Lymphknotenstatus (NO) hatten
(Pn0-R0O-NO). In der Pn1 Gruppe wurden 328 Patienten mit einem RO-Status ermittelt,
von denen 238 einen positiven Lymphknotenstatus (N1) aufwiesen (Pn1-R0-N1). Anhand
der vorgenommenen Analyse konnten wir in Bezug auf das krankheitsfreie Uberleben
einen statistisch signifikanten Unterschied der RO-NO-Gruppe im Vergleich zur RO-N1-
Gruppe feststellen (p=0,002, Kaplan-Meier-Analyse). Die Patienten mit gesunden
Resektionsrandern und negativen Lymphknotenstatus leben durchschnittlich 22,1
Monate krankheitsfrei (Abb. 9b), wohingegen bei RO-Patienten mit positiven
Lymphknotenstatus nur 14,6 Monate ohne Rekurrenz verzeichneten wurden. Auch das
Gesamtuberleben der RO-NO-Gruppe lag signifikant Gber dem der RO-N1-Gruppe (Abb.
9a).
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Abb. 9: Gesamtiiberleben und krankheitsfreies Uberleben der RO-resezierten PDA-
Patienten mit positiven oder negativen Lymphknotenbefall (NO vs. N1). (A)
Gesamtiiberleben der resezierten PDA-Patienten. (B) Krankheitsfreies Uberleben der
resezierten PDA-Patienten.

Wir konnten mit Hilfe dieser Analysen zeigen, dass sowohl die RO-Resektion als auch
eine negative Nervenscheideninvasion zu verbesserten Prognosen aller Subgruppen
fuhrte. Gleichfalls stellen diese Ergebnisse einen weiteren Nachweis dar, dass die
Nerveninfiltration trotz RO-Resektion einen erheblichen Einfluss auf die
Uberlebensprognosen und die Erkrankungsrekurrenz der Patienten hat. Auch den
Zusammenhang des tumorfreien Resektionsrandes mit Lymphknotenbefall und der
Rekurrenz der Erkrankung konnten wir beweisen. Diese Ergebnisse verdeutlichen die
Wichtigkeit des intraoperativen tumorfreien Resektionsrands und dessen Einfluss auf das

krankheitsfreie und Gesamtiiberleben der Betroffenen.
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Wie in der Einleitung bereits aufgefiihrt verbessert eine postoperativ angewandte
Chemotherapie das Gesamtuberleben von allen PDA-Patienten. 353/571 Patienten
(61,8%) der Studienpopulation erhielten eine adjuvante Chemotherapie: 70% (28/40) der
PnO-Patienten und 61,2% (325/531) der Pnl-Patienten. Zu den angewandten
Chemotherapeutika zahlten mFOLFIRINOX und Gemcitabin oder der Einschluss in
klinische Studien (CONKO-005, CONKO-006, ABACT, HEAT). Die erganzende Tabelle
fasst alle chemotherapeutischen Behandlungen der Studienkohorte zusammen (Tab.
15).

Die durchgefuhrte Kaplan-Meier-Analyse zeigte ein signifikant verbessertes
Gesamtuberleben der Pnl-Patienten, die eine postoperative Chemotherapie erhielten.
Das mediane Gesamtuberleben betrug 19,4 Monate bei dieser Gruppe, im Vergleich zu
14 Monaten bei Patienten mit perineuraler Invasion, die Kkeine postoperative
Chemotherapie erhielten (Abb. 10a). Ebenso war beim krankheitsfreien Uberleben (DFS)
der Unterschied zwischen durchgefihrter und nicht durchgeflhrter postoperativer
Chemotherapie bei Pnl-Patienten nachweisbar (14,2 Monate vs. 12,9 Monate) (Abb.
10b), jedoch statistisch nicht signifikant. Bei Patienten mit PnO-Tumoren konnte hierbei
keine Abweichung in Bezug auf das Gesamtiiberleben und das krankheitsfreie Uberleben

ermittelt werden.
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Abb. 10: Gesamtiiberleben und krankheitsfreies Uberleben von Pnl-Patienten mit oder
ohne postoperative Chemotherapie. (A) Gesamtlberleben der Pnl-Patienten. (B)
Krankheitsfreies Uberleben der Pnl-Patienten. [135]

Total % Pn0 % Pni %
Chemotherapie 571 40 531
Prédoperativ
nein 507 39 32 80 475 89.4
ja 64 11 8 20 56 10.5
platinbasiert 36 5 31
gemcitabinbasiert 39 3 36
andere 2 0 2
Postoperativ
nein 218 62 12 30 206 38.7
ja 353 38 28 70 325 61.2
platinbasiert 103 12 91
gemcitabinbasiert 284 21 263
andere 10 1 9

Tab. 15: Chemotherapeutische Behandlung des Patientenkollektivs.

56



Eine Subgruppenanalyse von Patienten mit RO-Pnl-Tumoren ergab, dass bei diesen
Patienten Abweichungen zwischen der Anwendung und dem Unterlassen einer
adjuvanten Chemotherapie bestehen. Die Anwendung einer postoperativen
Chemotherapie konnte das Gesamtiiberleben steigern (21,8 Monate vs. 16,56 Monate)
(Abb. 1l1a), wahrend nur eine Tendenz aber keine statistischen Unterschiede beim
krankheitsfreien Uberleben innerhalb dieser Gruppe ermittelt werden konnte. Deren
medianes krankheitsfreies Uberleben betrug 16,6 Monate mit Anwendung einer
postoperativen Chemotherapie und 14,1 Monate ohne (Abb. 11b).
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Abb. 11: Gesamtiiberleben und krankheitsfreies Uberleben von RO-Pnl-Patienten mit
oder ohne postoperative Chemotherapie. (A) Gesamtiberleben von RO-Pnl-Patienten.
(B) Krankheitsfreies Uberleben von RO-Pn1-Patienten. [135]
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Um Aussagen uber das Langzeittiberleben der Patienten zu treffen, haben wir die PDA-
Patienten betrachtet und miteinander verglichen, die 60 Monate (5 Jahre) und mehr nach
Resektion Uberlebt haben (siehe Tabelle 16). Insgesamt konnten wir 19 Patienten
ermitteln, wovon 4 (10%) aus der PnO-Gruppe und 15 (2,8%) aus der Pnl-Gruppe
stammen (p= 0,04, nach exaktem Test nach Fischer). Die Geschlechterverteilung der
beiden Gruppen war annahernd gleich. Tabelle 16 gibt weitere Charakteristika dieser 19
Patienten wieder in Bezug auf Tumorlokalisation, Vorerkrankung, Medikation und
therapeutischem Vorgehen (OP-Verfahren, Chemotherapie) sowie der Rekurrenz-
Lokalisation. Bei insgesamt 3 Studienteilnehmern (Pn0: 1, Pnl: 2) konnte ein Diabetes
mellitus Typ Il festgestellt werden. Der mediane BMI der Pn1-Gruppe lag mit 25,6 kg/m?
hoher als bei der Pn0O-Gruppe (BMI: 22,4 kg/m?). Andersherum verhielt es sich mit den
Ca 19-9 und CEA-Werten (Ca 19-9: Pn0: 26,2 U/ml, Pnl: 14,1 U/ml, CEA: PnO: 7,3 pgl/l,
Pnl: 2,2 ug/l), die bei der Pn1-Gruppe deutlich Gber der der PnO-Patienten lag. Mehr als
die Halfte (52,6%: Pn0:2, Pnl: 8) der Karzinome trat im Pankreaskopf auf. Bei jeweils 3
der 19 Patienten war das Malignom im Pankreaskérper (PnO: 0, Pnl: 3),
Pankreasschwanz (Pn0O: O, Pnl: 3) oder dem Processus uncinatus (Pn0O: 2, Pnl: 1) zu
finden. 73,7 % der Langzeituberlebenden erhielten, nach der Resektion eine
Chemotherapie, trotzdem trat bei insgesamt 8 Patienten eine Rekurrenz des Tumors auf.
Am haufigsten kam es zu lokalen Rezidiven (15,8%), gefolgt von den Lungen (10,5%),
der Leber (5,3%) und anderen Lokalitaten (5,3%). Bei einem Patienten aus der Pnl-
Gruppe konnten sogar multilokular Rezidive festgestellt werden. In Tabelle 17 ist eine
Darstellung der wenigen Langzeitiiberlebenden nach histopathologischen Kriterien
erfolgt. Auch bei den Personen, die eine 5-Jahres-Uberlebensrate aufwiesen, traten bei
der Mehrzahl Lymphknotenmetastasen auf. Jedoch erfolgte in 18 von 19 Fallen eine
Resektion im Gesunden. Dies unterstreicht die Bedeutung des tumorfreien

Resektionsrandes hinsichtlich der Uberlebensprognosen von Patienten mit PDA.
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Durch die sehr geringe Anzahl der Langzeitiiberlebenden, ist es nicht mdglich eine
nahergehende statistische Auswertung dieser Daten durchzufiihren. Trotzdem konnten
wir eine auffallig hohe Pravalenz der Langzeitiiberlebenden in unserer PnO-Gruppe
feststellen. Inwiefern sich diese auch statistisch auswirkt, bleibt abzuwarten. Zukulnftig
sollten diese Patienten in einer separaten Datenbank aufgelistet werden, um bei einer
grof3eren Fallzahl eine statistische Nachuntersuchung vornehmen zu kénnen. So kdnnte,
mit &hnlichen Verfahren, eine Erkenntnis dartber erlangt werden, welche Parameter sich
signifikant auf das Langzeitiberleben dieser Patienten auswirken.
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Total % Pno % Pn1 %
Fille 19 4 15
Alter (Jahre) 61.2 63.5 60.6
Geschlecht weiblich 9 47 4 weiblich 2 50 weiblich ¥ 46,6
mannlich 10 52 6 mannlich 2 50 mannlich 8 53,3
BMI (ko/mz) 249 224 256
Diabetes mellitus
DM | 0 0 0 0 0 0
DM I 3 15,8 1 25 2 13.3
Betablocker
1-selektiv 4 21.1 1 25 3 20
Non-selektiv 1 53 0 0 1 6.7
Ca 19-9 (Uiml) 16.2 26,2 14.1
CEA (ug/l) 3.2 7.3 22
Tumuanﬂl;tfllsatlun 10 52 6 P 50 . 533
Kirper 3 15,7 0 0 3 20
Proc. Uncinatus 3 1587 2 a0 1 6.7
Chirurgisches Vorgehen
PPPD 12 63,2 2 a0 10 6E.7
Whipple 2 10,5 1 25 1 6.7
Total 2 10.5 1 25 1 6,7
Distal 3 15.8 0 1] 3 20
Chemotherapie
Praoperativ 0 0 0 0 0 0
Postoperativ 14 737 4 100 10 66.7
Klinisches Ergebnis
Machuntersuchung (Monate) 82.5 73.2 85
Rekurrenz
ja 8 421 2 a0 ] 40
nein 11 57.9 2 a0 9 60
Lokalisation der Rekurrenz
Lokal 3 15.8 1 25 2 13.3
Leber 1 5.3 0 0 1 6,7
Lunge 2 10,5 1 25 1 6,7
Andere 1 5.3 0 0 1 6,7
Multilokular 1 5.3 0 1] 1 6.7

Tab. 16: Patientencharakteristika der Langzeitiberlebenden (iber 5 Jahre).
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Total % Pno % Pn1 %

Falle 19 100 4 211 15 78,9
Tumorstadium

pT1 (<2cm) 5 26,3 2 50 3 20

pT2 (2-4cm) 11 57,9 1 25 10 66,7

pT3 (>4cm) 3 15,8 1 25 2 13,3

pT4 (Gefallinfiltration) 0 0 0 0 0 0
Lymphknotenmetastasen

N- 5 23,3 2 50 3 20

N+ 14 73,7 2 50 12 80
Entfernte Metastasen

MO 19 100 4 100 15 100

M1 0 0 0 1] 0 0
Histologischer Grad

G1 1 5,3 1 25 0 0

G2 14 73,7 3 75 11 73.3

G3 4 21 0 0 4 26,7
Resektionsrand

RO 18 94,7 4 100 14 93,3

R1 1 53 0 0 1 6.7
GefaBinvasion

VO 18 947 4 100 14 93,3

V1 1 53 0 0 1 6,7
LymphgefaRinvasion

L0 13 68,4 3 75 10 66,7

L1 6 31,6 1 25 5 33,3

Tab. 17: Histopathologische Begutachtung der Langzeitiiberlebenden (Uber 5 Jahre).

61



In unserer Studie wollten wir im Wesentlichen die Auswirkungen der perineuralen
Invasion bei kurativ resezierten Patienten mit PDA untersuchen. PDA weist im Vergleich
zu anderen soliden Malignomen die hochsten Raten von PNI auf [130]. Die Inzidenz
variiert je nach Studie zwischen 60 und 95% [49, 79, 130, 137]. Die perineurale Infiltration
durch Tumorzellen stellt ein haufig auftretendes Merkmal des PDAs dar, tritt aber nicht

ausschlief3lich bei dieser Erkrankung auf.

In unserer Kohorte wiesen 93% aller resezierten PDA-Patienten eine, vom Institut fur
Pathologie der Charité Universitatsmedizin Berlin (CCM) histopathologisch bestatigte PNI
auf. Die erhobenen Daten deuten darauf hin, dass PNI mit dem Fortschreiten des
Tumorstadiums korreliert. Die meisten Pnl-Patienten wiesen pT2- und pT3-Tumore auf,
wahrend 30% der PnO-Tumore ein pT1-Stadium aufwiesen. Wir konnten auch héhere
Raten an Lymphknotenmetastasen und lymphatischer Invasion bei Pnl-Patienten
beobachten. In friilheren Untersuchungen konnte bereits festgestellt werden, dass die
perineurale Hulle wahrscheinlich als konsekutiver Tumorprogressionsweg in
umliegendes Gewebe und Lymphknoten dient [138, 139]. Andere Studien konnten aber
auch zeigen, dass PNI unabhangig von Lymphknotenmetastasen auftreten kann [78,
103]. Wir vermuten, ahnlich wie bei Cheng P. et. al beschrieben, dass PNI und der Befall
von lymphogenen Gewebe zwei voneinander unabhangige Wege der Tumorprogression
darstellen, jedoch miteinander in Verbindung stehen kénnen [139]. PDA hat nicht nur
einen Wachstumseffekt auf Nerven, sondern I6st auch eine Lymphangiogenese aus, die
mit einer erhohten Dichte von LymphgefaRen korreliert [140-142]. Da sich diese
LymphgefaRe hauptsachlich im peripankreatischen Nervenplexus (PNP) befinden,
deuten diese Studien daraufhin, dass die neugebildeten Lymphgefal3e wahrscheinlich
den Hauptweg fur die Ausbreitung von Tumorzellen in den PNP sind. PNI ist vermehrt
mit pT3-Tumoren und positiven Lymphbefall assoziiert [6], was jedoch auch auf den
Resektionszeitpunkt der Tumore zuriickzufiihren sein kann. Die Tumore der Pn1-Gruppe
wurden tendenziell in einem spéateren Tumorstadium reseziert als die der PnO-Gruppe,

was die vermehrte raumliche Ausdehnung des Tumors erklart. Der Anstieg der
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Tumormasse lasst die Lymphangiogenese und das perineurale Wachstum fortschreiten.
Dadurch wird die Wahrscheinlichkeit eines positiven Lymphknoten- und Nervenbefundes,
sowie die Tumorprogression Uber die Lymphbahnen erhdht. Anhand unserer
Studienkohorte konnten wir zeigen, dass PDA-Patienten mit Pnl im Vergleich zu
Patienten mit PnO-PDA ein schlechteres Gesamtiberleben und ein geringeres
krankheitsfreies Uberleben aufweisen. Vergleichbare Ergebnisse konnten durch eine
grol3e multizentrische Studie von Crippa et al. gezeigt werden [77]. Deren Kohorte
berucksichtigte 778 Patienten mit vergleichbaren demographischen, Kklinisch-
pathologischen, perioperativen und postoperativen Daten. Es wurde eine PNI-Rate von
87% dokumentiert, im Vergleich zu 93% in unserer Kohorte. Ebenfalls kam es im
Rahmen der 2020 veroffentlichten Studie zu einer steigenden PNI-Rate, bei
einhergehend zunehmender TumorgroRe, Lymphknotenmetastasen und nicht
tumorfreien Resektionsrandern. Ein wesentlicher Unterschied kann in der Rezidivrate
verzeichnet werden. Crippa et al. beschreiben eine Gesamtrezidivrate von 42,6%. Davon
wiesen 30,4% ein lokales, 12,2% sowohl ein lokales als auch systemisches und 57,6%
ausschlie3lich ein systemisches Rezidiv auf. Auch eine Studie des John Hopkins
University Hospitals kommt auf eine Gesamtrezidivrate von 51,2% nach 12 Monaten [78].
Eine Rekurrenz konnte in unserer Studie insgesamt bei 29,2% festgestellt werden.
Unsere Studie weist jedoch auch Einschrankungen auf. Es handelt sich um eine
retrospektive Beobachtungsstudie mit noch nicht vervollstandigten Follow-up (3-Jahre
Beobachtungszeitraum nach Studienende) und damit einhergehenden
Beobachtungsfehlern (,Observation bias). Zu den typischen Fehlerquellen von
retrospektiven Studien zahlen vornehmlich: das Fehlen von essenziellen Daten, kein
vorhandener Kausalitatsnachweis und das Stltzen der Ergebnisse auf bereits
vorhandene Daten, die von mehreren Personen mit unterschiedlicher Wahrnehmung
erhoben wurden [143]. Auch wenn wir als zertifiziertes Pankreaszentrum im Rahmen von
Studien auf Registerdaten zugreifen kdnnen, entgehen uns Patienten der weiteren
Beobachtung (,Lost-to-follow-up®), aufgrund der in Deutschland eher dezentral
organisierten onkologischen Nachbehandlung. Zudem unterliegen unsere Daten
aufgrund der unterschiedlich verfigbaren Behandlungsprotokolle fir PDA-Patienten der
letzten 10 Jahre weiteren Beobachtungsfehlern. Dennoch gilt die Chirurgische Klinik der
Charité als ein erfahrenes und hochvolumiges Pankreaszentrum, welches es uns

ermoglichte, demografische Daten der Patienten im Einklang mit Berichten aus anderen
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Zentren zu dokumentieren. Es handelt sich bei unserer Analyse um eine grof3e Einzel-
Zentrums (,Single-Center®) -Studie, wodurch von einer gleichmafligen Verteilung
wichtiger Studienparameter in den Patientenkohorten und der pathologischen Befundung

ausgegangen werden kann.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass PNI eine haufige aber nicht ubiquitér
vorkommende Erscheinung des PDA ist und weiterhin in Studien genau untersucht
werden sollte. Mit unserer Studie konnten wir zeigen, dass PDA-Patienten mit Pnl im
Vergleich zu PDA-Patienten mit Pn0 ein verschlechtertes krankheitsfreies Uberleben und
Gesamtuberleben aufweisen. Adenokarzinomzellen modulieren nicht nur das
Nervensystem, sondern haben vermutlich auch einen Einfluss auf das Wachstum von
Lymphbahnen, wodurch eine hohe Rate von Lymphknoteninvasion und Lymphangiosis

carcinomatosa verzeichnet wird [142].
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Durch die statistische Auswertung unserer Ergebnisse, konnten wir herausfinden, dass
PNI ein unabhangiger Pradiktor sowohl fir das Gesamtiberleben als auch fir das
krankheitsfreie Uberleben darstellt. Daraus lasst sich ableiten, dass Patienten ohne PNI
eine bessere Uberlebensprognose haben als Patienten mit nachweisbarer Infiltration der
Nervenscheiden. In unserer Studienpopulation konnten wir einen medianes
Gesamtuberleben der Pn0O -PDA -Patienten mit 64,9 Monaten ermitteln. Dies liegt 3,5-
mal so hoch wie das der Pnl -PDA -Patienten (18,1 Monate). Ahnlich verhielt es sich mit
dem medianen krankheitsfreien Uberleben (Pn0: 26 Monate, Pn1: 13,8 Monate). In einer
vergleichbaren Studie kamen die betroffenen Pn0O-Patienten auf ein Gesamtiberleben
von 50 Monaten gegeniber 27 Monaten bei den Pnl-Patienten [77]. Schwankungen in
den Uberlebensprognosen kénnen zum Teil durch das unterschiedliche Studiendesign
erklart werden. In der beschriebenen Studie wurden lediglich Patienten eingeschlossen,
die ein Karzinom im Pankreaskopf aufwiesen, wahrend bei unserer Studie alle Patienten

mit PDA eingeschlossen wurden.

Mittels unserer durchgefuhrten Subgruppenanalyse der RO-Gruppe, konnten wir belegen,
dass der positive perineurale Status der untersuchten Patienten, unabh&ngig vom
gesunden Resektionsrand, eine deutlich schlechtere Prognose hervorruft. RO -PnO -
Patienten lebten anhand dieser Untersuchung 27 Monate krankheitsfrei, wohingegen
Patienten mit einem R1-Pnl Status lediglich auf 15,7 Monate kommen (HR= 2,41,
p=0,001). Anhand dieser Ergebnisse kbnnen Ruckschliisse auf die Relevanz der PNI bei
der Rekurrenz des Tumors gezogen werden, unabhangig vom Resektionsstatus. Die PNI
tragt trotz der tumorfreien Resektionsrédnder einen entscheidenden Teil zu den
Uberlebensprognosen der Dbetroffenen Patienten bei. Weiterhin kann nicht
ausgeschlossen werden, dass zusatzliche Faktoren die Progression des Tumors
beeinflussen und somit auch die PNI fordern.

Trotz der einheitlich eingefiuhrten TNM-Klassifikation kann es zu regionalen
Unterschieden in der pathologischen Beurteilung des perineuralen Status kommen. Dies
ware eine Erklarung fir die stark schwankenden Angaben der PNI-Raten (60-95%)
innerhalb der Studien [6, 73]. Mit 93% liegen die PNI-Raten unserer Studie deutlich im
oberen Bereich. Aus diesem Grund sollte man diskutieren, den PNI-Status

histopathologisch n&her abzuklaren und nicht ausschlie3lich in ,vorhanden® und ,nicht
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vorhanden“ zu unterteilen. Von den 660 untersuchten Patienten in unserer
Studienpopulation wurde nur in 571 Fallen eine vollstandige histopathologische
Tumorbegutachtung hinsichtlich des Perineuralstatus dokumentiert. In den anderen
Fallen ist davon auszugehen, dass dieser nicht erfasst bzw. nicht explizit aufgeschlisselt
wurde. Ein weiteres grofRes Hindernis bei der Datenerfassung stellte die nicht
vorhandene explizite Aufschliisselung des PNI-Status im Pathologiebericht mit der TNM-
Klassifizierung dar. Vielmehr wurde die Beurteilung der Nerven in Textform in die Berichte
mit aufgenommen. Diese Arbeit verdeutlicht die Bedeutung und Tragweite der
Tumorausbreitung Gber Nerven. Eine Einteilung von Schorn et al. sieht daher vor, die

Ausdehnung der betroffenen Nerven histologisch in

- Intrapankreatisch, intratumoral
- Intrapankreatisch, extratumoral

- Extrapankreatisch, retroperitoneal

zu unterteilen [79]. So ware es mdoglich eine bereits vorhandene Mikroinvasion der
Nerven néaher zu beschreiben und die richtigen Therapieansatze fur den jeweiligen
Patienten zu finden. Eine Aufschlisselung konnte dhnlich wie im ,Grading” nach dem
Grad der PNI erfolgen. Da die zellularen und molekularen Faktoren, die die PNI
beeinflussen kontinuierlich vorliegen, ist davon auszugehen, dass jedes PDA ab einem
gewissen Grad zu einer PNI fuhrt. Das Ausmald der Nervenscheideninfiltration und
anderer Strukturen ist dabei sicherlich von den biologischen Unterschieden der einzelnen
Tumore abhéngig [78]. Umso dringender ist eine einheitliche Erfassung des PNI-Status,
nicht nur fir die Patientenprognosen, Entwicklung von Therapiekonzepten, sondern auch
fur die vergleichende Datenerhebung und Analyse der vorhandenen Studienlage. Ob sich
eine neue Einteilung, wie der von Schorn et al. vorgeschlagen, als klinisch vorteilhaft

erweist, muss in weitergehenden Studien geklart werden.

Eine durchgefihrte Metaanalyse von 36 Studien ergab, dass PNI ein unabhangiger
negativer Prognosefaktor fiir das Uberleben von PDA-Patienten darstellt [79]. Unsere
Analysen konnten diese Beobachtung bestatigen. Zuséatzlich konnten wir als
unabhangige Pradiktoren fiir das krankheitsfreie Uberleben einen histologisch nicht im
Gesunden resezierten Tumor (R1), sowie von einen geringen Differenzierungsgrad
(Grading) ermitteln. Hinzu kommt der statistisch positive Effekt der adjuvanten

Chemotherapie auf das Gesamtiiberleben der betroffenen Patienten.
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Zusammenzufassend ist festzuhalten, dass PNI einen negativen Einfluss auf die
Uberlebensprognosen der PDA-Patienten hat, weshalb eine einheitliche oder gar
vertiefte Klassifikation notwendig sein konnte. Dieser Einfluss ist unabhangig vom
Resektionsrand kontinuierlich prasent und sollte in der Erarbeitung eines individuellen

Therapiekonzeptes Beriicksichtigung finden.
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Der PNI-Status sollte grundsatzlich in jedem Pathologiebericht aufgenommen und
zuséatzlich zur TNM-Klassifikation aufgeschlisselt werden. Wir konnten herausfinden,
dass der gesamte TNM-Status der Patienten durch das Vorhandensein einer

perineuralen Invasion signifikant beeinflusst wurde.

Es war uns moglich anhand der Studie darzulegen, dass PNI im direkten Zusammenhang
mit der Tumorprogression und der anatomischen Tumorausdehnung steht. Insgesamt
waren die Tumordurchmesser und die Infiltration anatomischer Nachbarstrukturen in der
PnO-Gruppe (pT1: 30%; pT2: 50%; pT3: 20%; Pt4: 0%) geringer ausgepragt im Vergleich
zu der Pnl-Gruppe (pT1: 10,5%; pT2: 57,1%; pT3: 27,9%; pT4: 4,5%). Eine grol3ere
Tumormasse bedeutet nicht nur ein fortgeschritteneres Tumorstadium, sondern auch
eine grolRere Wahrscheinlichkeit einer Perineuralscheideninfiltration durch Tumorzellen.
Nicht nur ein hoherer T-Status scheint mit einer Nerveninfiltration einherzugehen,
sondern auch ein positiver Lymphknoten- und Metastasenstatus. Die Mehrheit der Pn1-
Patienten hatte pT2 und pT3-Tumore, die insgesamt mit einer signifikant hoheren Rate
an Lymphknotenmetastasen und Lymphangiosis carcinomatosa als die PnO-Tumore,
einhergingen. Die Perineuralscheide der peripheren Nerven dient der Tumorprogression
und der Ausbreitung auf das umliegende Gewebe [73]. Durch den Tumor wird eine
Lymphangiogenese induziert, wodurch Lymphbahnen und Lymphknoten direkt durch
molekulare und zellulare Faktoren moduliert werden [142]. Patienten mit einer hohen
Dichte von LymphgefalBen um den Primartumor, wiesen signifikant hohere
Lymphknotenmetastasen und niedrigere postoperative Uberlebensraten auf. Die Dichte
der Lymphgefal3e stieg mit zunehmender Grof3e des Tumors. Diese Ergebnisse von
Kurahara et al. beziehen sich auf eine Untersuchung ausschlie3lich von Karzinomen des
Pankreaskopfes, sollten aber in unseren Augen auch auf andere Lokalisationen des
Pankreas anwendbar sein. Diese Ergebnisse kénnen durch unsere Studie gestitzt
werden. Eine weitere Theorie sieht vor, dass Lymphknotenmetastasen durch einen
mechanischen Weg entlang der Perineuralscheiden zustande kommen [138]. Damit wéare
die PNI malgeblich am Auftreten von Tumorzellen auch in Lymphknoten und

Lymphbahnen beteiligt. Durch die erhéhte Tumormasse kommt es zu signifikant hoheren
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Lymphknoten- und Fernmetastasen, sobald eine PNI vorliegt. Veroffentlichte

Metaanalysen konnten diese Ergebnisse bekraftigen [79].

Aber nicht nur PNI hat eine entscheidende Auswirkung auf die Prognosen der Patienten.
Eine Studie von Groot et al. konnte weitere unabhangige klinisch-pathologische Faktoren,
die mit einer erhdhten Rezidivrate einher gingen, identifizieren [78]. Dazu zéhlen: ein
schlechter Differenzierungsgrad (p<0,001; HR: 1,41), die perivaskulare Invasion
(p=0,004; HR: 1,32), ein R1-Resektionsrand (p=0,001; HR: 1,37) und eine zunehmende
TumorgréfRe (p<0,001; HR: 1,93). Dabei stellt die perivaskulére Invasion einen Pradiktor
fur Lungenrezidive, der R1-Status fur Lokalrezidive, der G3-Status und zunehmende
TumorgroéRe fir Leberrezidive dar. Ein Ergebnis dieser Analyse war auch, dass PNI nicht
mit einer Tumorrekurrenz oder einem bestimmten Rezidivmuster korreliert. Anderen
Veroffentlichungen, kann jedoch entnommen werden, dass PNI und die Rekurrenz des
Tumors im direkten Zusammenhang miteinander stehen [76, 77]. Wir konnten anhand
unseres Cox-Proportional-Hazard-Regressionsmodell sowohl PNI als auch einen R1-
Status als unabhangigen Pradiktor flr das OS und DFS identifizieren. Zusatzlich konnte
ein schlechter Differenzierungsgrad als negativer Faktor fiur das krankheitsfreie
Uberleben ermittelt werden. Damit konnen durch unsere Studie die vorhandenen
Ergebnisse bestatigt und um den Faktor der PNI erganzt werden [78]. Gleichfalls konnten
Crippa et al. bei 70,6% seiner Patienten eine PNI finden, trotz eines RO-NO-Status. Sie
ermittelten die geringsten PNI-Raten bei Patienten mit einem RO-NO-Tumor, der kleiner
als 10mm grof3 war. Jedoch war bei einem von 3 Patienten die Nervenscheiden bereits
durch Tumorzellen infiltriert. Dies bestatigt auch die Annahme, dass PNI ein Ereignis

darstellt, welches in frihen Tumorstadien prasent ist.

Die schlechten Uberlebensprognosen von PDA-Patienten sind nicht nur auf die Infiltration
von Nervenscheiden zurlckzufiihren. Sowohl die Beeinflussung des Lymphsystems
durch die Tumorzellen, die perivaskulare Infiltration, ein schlechter Differenzierungsgrad,
ein nicht tumorfreier Resektionsrand und eine zunehmende Tumormasse tragen
entscheidend dazu bei. Dennoch stellt die PNI einen entscheidenden, unabh&ngigen
prognostischen Faktor fur alle PDA-Patienten dar.

Fur die Datenerhebung waren wir auf das Vorhandensein vollstandiger
Pathologieberichte angewiesen. Aufgrund uneinheitlicher Dokumentation
unterschiedlicher Pathologen sind Messfehler bei der Tumorgré3e, sowie minimale
Abweichungen in der TNM-Klassifikation zu erwarten. Zudem waren einige

69



Pathologieberichte nicht vollstdndig, wodurch nur 571 Patienten berticksichtigt werden
konnten. Dennoch ist es wahrscheinlich, dass das gesamte Patientenkollektiv einen
reprasentativen Querschnitt darstellt und als Vergleichskohorte mit anderen Studien

verwendet werden kann.
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Anhand unserer Studie konnten wir zeigen, dass die PNI einen signifikant negativen
Einfluss auf das Uberleben von Patienten mit PDA hatte. Verschiedene Autoren konnten
eine signifikant niedrige PNI-Rate bei Patienten, die sich einer neoadjuvanten
Chemotherapie/Bestrahlung (50-70% PNI) im Vergleich zu Patienten die sich einer
sofortigen Resektion (80-90% PNI) unterzogen verzeichnen [144-148]. Die Anwendung
einer praoperativen Chemotherapie findet vor allem Ansehen bei lokal fortgeschrittenen
oder grenzwertig-resektablen PDAs. Jeweils 30-35% der diagnostizierten PDAs gehdéren
in die jeweilige Kategorie und eine neoadjuvante Behandlungsstrategie wird dabei bei 25-
40% der Patienten angestrebt [6]. Die Durchfiihrung bei bereits als resektabel
eingeschatzten PDAs ist experimentell und findet in der Klinik noch keine Bedeutung
[149].

In unserer Studie untersuchten wir, inwieweit sich die praoperative Behandlung mit
Chemotherapeutika in unserer Kohorte auf die PNI ausgewirkt haben konnte. 11,6 % aller
Patienten unserer Studie bekamen eine préoperative Chemotherapie. Von den
insgesamt 64 Patienten, hatten 8 einen Pn0- und 56 einen Pnl-Status. Damit nimmt die
praoperative Chemotherapie einen deutlich kleineren Stellenwert in unserer Analyse ein
als in vergleichbaren Studien [149, 150]. Wir konnten keine signifikanten Unterschiede in
der Pravalenz von PNI zwischen der préoperativen Behandlung und der priméren
Operation feststellen. Ahnliche Ergebnisse wurden in einer kurzlich durchgefiihrten
Studie unseres Zentrums veroéffentlicht. Dort konnte die neoadjuvante Chemotherapie
ausschlie3lich der Invasion in lymphatische Gewebe protektiv entgegenwirken [151].
Eine mogliche Erklarung, abgesehen von einer retrospektiven Analyse unserer Daten
und der geringeren Anwendung der neoadjuvanten Chemotherapie, hangt mit dem
jungsten Beobachtungszeitraum zusammen. In friheren Therapieansatzen, wurde
bevorzugt eine Gemcitabin/Oxaliplatin-Chemotherapie angewandt, wohingegen
moderne Kombinationschemotherapien mit mFOLFIRINOX und Gemcitabin zusammen
mit Nab-paclitaxel ein besseres Ansprechen gezeigt haben [12, 152]. So weisen 61%
nach mFOLFIRINOX, 46% nach Gemcitabin/Nab-paclitaxel und 52% nach anderen
Therapieansatzen eine Resektabilitdt des Tumors auf. Jedoch nur mFOLFIRINOX konnte

mit einer ginstigeren Prognose assoziiert werden [31, 153].
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Eine 2021 veroffentlichte Studie auf diesem Gebiet von Trusty et al. zeigte deutlich, dass
die neoadjuvante Therapie nicht nur Einfluss auf die PNI hat, sondern auch auf andere
Parameter, die fur die Prognosen der Patienten relevant sind [154]. So normalisierte sich
der CA 19-9-Wert und bei 94% der Patienten konnte anschie3end eine RO-Resektion
vorgenommen werden. Doch am relevantesten war das chirurgische ,downstaging” der
Patienten unter neoadjuvanter Chemotherapie. So konnten 16% der fortgeschrittenen
Tumore in ein grenzwertig-resektables Tumorgeschehen tberfiihrt werden und 35% der
sogenannten ,borderline“ Tumore, in resektable. Ebenfalls konnte ein positiver Effekt auf
das T-Stadium, die Lymphknoten und das Gesamtiberleben im Vergleich zur alleinigen
Resektion (HR= 0,73) oder Resektion mit anschlieRender adjuvanter Chemotherapie
(HR=0,83) verzeichnet werden [149].

Es gibt mehrere Argumente, die fir eine neoadjuvante Behandlung sprechen. Zunachst
koénnte das chirurgische ,downstaging“ zu erhdhten Raten von resektablen Tumoren und
RO-Resektionsrandern fuihren, und damit die Prognosen der Patienten steigern. Auch die
reduzierten PNI- und Rezidivraten der Patienten unter pradoperativer Chemotherapie
konnten verbesserte Prognosen erzielen [148]. Einige Ergebnisse deuten sogar darauf
hin, dass eine praoperative hoher dosierte Therapie effizienter sein kénnte als eine
postoperative [155]. Nachteilig jedoch ist, dass einer Chemotherapie immer eine
definitive histologische Bestatigung des Primé&rtumors vorausgehen muss. In einem
Viertel der Falle, lasst sich jedoch nicht genug Probenmaterial fir eine gesicherte
Diagnose gewinnen, sodass priméar die operative Tumorentfernung angestrebt wird ohne
Anwendung einer praoperativen Chemotherapie [156]. Ebenso kann eine praoperative
Chemotherapie die Morbiditat und sogar Mortalitdt der Patienten negativ beeinflussen
oder sogar in ca. 20% der Falle zu einer Tumorprogression fuhren, die eine Resektion
unmoglich machen [150]. So stellt die Anwendung eines neoadjuvanten
Behandlungskonzeptes eine Risiko-Nutzen-Abwagung dar und wird von Zentrum zu
Zentrum unterschiedlich haufig angewandt, wobei unser Zentrum insgesamt im unteren
Bereich angesiedelt werden kann. Kinftig kdnnte in Erwdgung gezogen werden, unser

Therapiekonzept zu erweitern und anzupassen.

Adjuvante Behandlungsprotokolle wurden in den letzten 25 Jahren ausfuhrlich untersucht
und weiterentwickelt. Durch die Gastrointestinale Tumorstadiengruppe (GITSG) wurde
erstmalig der Einsatz einer postoperativen Chemotherapie bei resezierten PDA-Patienten
empfohlen und findet seitdem klinische Anwendung [51]. Die im Dezember 2021
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veroffentlichte S3-Leitlinie zum exokrinen Pankreaskarzinom empfiehlt eine adjuvante
Chemotherapie bei allen Resezierten, unabhéngig von ihrem Resektionsstatus [7].
Ausschlaggebend dafir sind die deutlich reduzierten Langzeitiberlebensprognosen fur
Patienten, die ausschlief3lich eine Resektion erhalten haben [157].

61,8% (Pn0: 70%, Pnl: 61,2%) unserer Studienpopulation erhielten eine adjuvante
Chemotherapie, diese war insgesamt bei 64 Patienten auf Platin basiert, 280 Patienten
erhielten eine Gemcitabin-basierte und 9 Patienten eine andere Art der postoperativen
Chemotherapie. In unserer Studienkohorte verbesserte eine adjuvante Chemotherapie
das klinische Ergebnis von Pnl-Patienten und wirkte sich signifikant auf inr OS und DFS
aus. Deren medianes Gesamtiberleben lag bei 19,4 Monaten und war damit signifikant
hoher, als dass der Patienten, die postoperativ keine Chemotherapie erhielten (14,1
Monate). Unsere Subgruppenanalysen konnten ebenfalls bestatigen, dass die
Auswirkungen auf die Patienten mit negativen Resektionsrandern (RO) und einer
vorhanden perineuralen Invasion von der postoperativen Chemotherapie profitieren. In
der Gruppe der RO-PnO-Patienten konnte jedoch kein signifikanter Vorteil in der
Anwendung der adjuvanten Chemotherapie verzeichnet werden. Erklarung dafur ist, dass
die Pravalenz der Langzeitiiberlebenden bei den Pn0O-Patienten signifikant hoher war als
das der Pnl-Patienten (10% vs. 2,8%). Zurzeit gibt es noch keine eindeutigen Studien
dariiber, inwiefern Patienten ohne Nervenbeteiligung von einer adjuvanten
Chemotherapie profitieren kdnnten, wahrend durch die Medikamentengabe auch andere

histopathologische Parameter positiv beeinflusst werden.

Dartber hinaus konnten wir anhand der Regressions-Analyse eine adjuvante
Chemotherapie als einen negativen Pradiktor zusatzlich zum R1- und Pnl-Status fur das
Gesamtuberleben identifizieren. Dies kdnnte auf die Morbiditat der Patienten nach der
Operation zuruckzufuhren sein. Die deutsche S3-Leitlinie empfiehlt auf Boden von Daten,
eine adjuvante Chemotherapie bei Patienten, deren Allgemeinzustand dem ECOG-
Performance Status von 0-2 entspricht bzw. einem Karnofsky-Index von 50-100%, weil
das Uberleben von Patienten mit dem ECOG korreliert [7, 158]. Jedoch gibt es keine
Daten, die belegen, dass Patienten, die diesen Anforderungen nicht entsprechen auch

von einer adjuvanten Therapie profitieren wirden.

Dennoch konnte unsere Studie die bereits vorhandenen Dokumentationen ergénzen,
indem PNI als ein negativer Pradiktor fir das OS und DFS identifiziert wurde. Zusatzlich
zeigten wir, dass ein 5-Jahres-Uberleben eher bei Patienten ohne
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Nervenscheideninvasion erreicht werden kann [77, 79]. Die Behandlungsmaoglichkeiten
von resektablen Tumoren verbessern sich stetig. Durch die Verfugbarkeit multimodaler
neoadjuvanter und adjuvanter Therapien, konnen bereits jetzt verbesserte
Uberlebensprognosen der Betroffenen verzeichnet werden [159]. Die nervale Invasion ist
ein komplexer Prozess aus einem Zusammenspiel mit zellularen und molekularen
Faktoren, die durch verschiedene Wege beeinflusst werden kdénnen. Eine spezifische
Behandlungsstrategie, die die Mechanismen der perineuralen Invasion direkt angreift,
wurden bisher in den Chemotherapieprotokollen und Therapiekonzepten nicht
bertcksichtigt. Dies kénnte jedoch einen zusatzlich effektiven Therapieansatz darstellen,
um die Aussichten fur PDA-Patienten weiter positiv zu beeinflussen. Zukinftig sind
weitere Studien notwendig, um zu Uberprifen, ob und mit welchen neoadjuvanten
Therapiekonzepten ein langeres Uberleben und verbesserte Prognosen der betroffenen
Patienten erzielt werden konnten. Die Beeinflussung der PNI stellt jedoch einen

sinnhaften Angriffspunkt fir zukinftige Therapien dar.
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Da die Resektion die einzige Mdglichkeit der kurativen Therapie darstellt, ist die
intraoperative Absicherung des RO-Status unerlasslich. In unserer Studie konnten wir
einen Resektionsrand, der nicht im Gesunden erfolgte (R1) als statistischen Pradiktor fur
das Gesamtiiberleben und das krankheitsfreie Uberleben identifizieren. Daraus lieR? sich
zudem ableiten, dass der Resektionsrand einen entscheidenden Faktor im
Langzeitiiberleben der PDA-Patienten darstellt.

Eine RO-Subgruppenanalyse unserer Studienkohorte ergab, dass das DFS der RO-PnO-
Gruppe mit 27 Monaten signifikant dem der RO-Pn1-Gruppe (15,7 Monate) Uberlegen
war. Auch das Gesamtiberleben der RO-Pn0O-Gruppe war hoher als das der RO-Pn1-
Gruppe (21 Monate). 19 Patienten der insgesamt 571 Patienten (3,3%) konnten ein
Uberleben von mehr als 5 Jahren verzeichnen (siehe Tabellen 13 und 14), ein insgesamt
unzureichendes Ergebnis fur einen kurativen Ansatz. Jedoch liegt nach aktuellen
Informationen generell das Langzeituberleben bei maximal 9% [53]. Zu dieser Kohorte
zéhlten Personen aus beiden Gruppen, wobei 4 davon PnO und 15 davon einen Pnl
Status aufwiesen. Bemerkenswert war jedoch, dass nur ein einziger Patient (Pnl), der
mehr als 60 Monate lebte einen R1-Status aufwies. Inwiefern der RO-Status gegenuber
dem PnO-Status hinsichtlich der Langzeitiiberlebensprognosen uberlegen ist, sollte
zukunftig in weiterfihrenden Studien untersucht werden. Durch die geringe Anzahl der
Langzeitiberlebenden war es nicht moglich statistisch relevante Aussagen zu treffen
oder im Detail herauszufinden, was diese Patienten von den anderen unterscheidet. Wir
planen diese Daten prospektiv zu sammeln und zu gegebenen Zeitpunkt in einer
erweiterten Studienpopulation statistisch auszuwerten. Zusatzlich weist unsere
retrospektive Studie hinsichtlich des Untersuchungszeitraumes Einschrankungen auf.
Wir kdénnen das Langzeitiberleben bei Patienten, die zuletzt reseziert wurden (2016-
2019) nur unzureichend auf ein Uberleben tber 60 Monate untersuchen, da die letzte
Uberlebensdatenerfassung im Marz 2021 stattfand. Eine Erganzung dieser Ergebnisse
60 Monate nach der letzten Resektion ist vorgesehen. Dennoch liefern die vorliegenden
Daten eine Tendenz, die auch auf alle Resezierten der Studienkohorte anwendbar ist.
Die GroRe des Datensatzes ist in Anbetracht der Seltenheit einer negativen
Perineuralscheideninfiltration fur aussagekréaftige statistische Analysen
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(Regressionsanalysen) limitiert. Ein multi-zentrisches Studiendesign oder ein langerer
Beobachtungszeitraum konnten die Ergebnisse wesentlich starken, waren aber nach

Initiierung der Studie nicht mehr realisierbar.

In der untersuchten Gruppe der Langzeitiberlebenden, waren die meisten Tumore im
pT1- und pT2-Stadium reseziert worden. Ahnlich wie bei den anderen Patienten verhielt
es sich hier mit den Lymphknoten-Metastasen, die bei 78,9% der Langzeitiberlebenden
gefunden wurden. Jedoch ist der prozentuale Anteil der Lymphangiosis carcinomatosa
deutlich geringer mit nur 31,6%. Diese Daten weisen auf eine geringere Bedeutung der
Lympknotenbeteiligung bei der Tumorausbreitung und den Uberlebensprognosen als die
Tumorausbreitung Uber die Lymphbahnen hin. Die Tumorprogression mittels
Gefallinvasion konnte nur bei einem einzigen Patienten der Pn1-Gruppe verzeichnet
werden, was sich generell mit den frihen Stadien und dem maRigen

Differenzierungsgraden der Tumore erklaren lasst.

Alles in allem lebten 10% der PnO-Gruppe und 2,8% der Pnl1-Gruppe Uber 60 Monate.
Die genauen Faktoren, die dafur verantwortlich sind, sind zwar unbekannt, deuten aber
auf einen Zusammenhang mit dem PNI-Status hin. In einer Analyse von PDAC-
Langzeitiberlebenden konnten keine genetischen Faktoren im Vergleich zu den
Patienten mit kirzerem Uberleben identifiziert werden [160, 161]. Lediglich in der
Zusammensetzung des Tumormikrobioms konnten Unterschiede festgestellt werden. So
wiesen Langzeitiberlebende eine Anreicherung von Proteobakterien und
Actinobakterien auf, wahrend bei den Kurzzeitiberlebenden keine vorherrschende

Bakterienart gefunden wurden [162].

Insgesamt werfen diese Ergebnisse die Frage auf, inwiefern von einer kurativen RO-
Resektion gesprochen werden kann, wenn es doch bereits eine nachweisliche
Tumorinfiltration der Nervenscheiden tUber den Resektionsrand hinausgegeben hat. 328
Pathologieberichte der Patienten in der Pn1-Kohorte wiesen einen RO-Status auf, obwohl
eine Nerveninfiltration ebenfalls verzeichnet wurde. Da unsere Studien Einschréankungen
in Bezug auf die Erfassung der Tumorbiologie aufweisen, bleibt abzuwarten, ob PDA-
Patienten mit einem Pnl-Status tatsachlich kurativ behandelt werden kdnnen.
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Eine friihzeitige Diagnose im Sinne eines ,Screenings® von Risikopatienten kann sich
positiv auf die Prognose auswirken. Je kleiner und weniger infiltrativ der Tumor ist, desto
eher ist er als resektabel einzuschatzen. Nur eine Minderheit (15-20%) der Tumore lasst
sich resezieren [163], wodurch eine frihe Diagnose mit einem verbesserten
Uberlebensraten einhergeht [164]. Eine zunehmende Tumorprogression hat einen
negativen Einfluss auf die systemische Belastung des Patienten. Eine zunehmende
Tumormasse wirkt sich auf die Morbiditat des Patienten aus, einhergehend mit einem
Anstieg des ECOG-Performancestatus, was die Realisierbarkeit zur Durchfihrung einer
kurativen Resektion, sowie die Anwendung einer adjuvanten Chemotherapie reduziert [7,
18]. Demnach ist das Ziel der Friherkennung zwar erstrebenswert, wird jedoch von der
United States Prevention and Screening Task Force (USPSTF) abgelehnt. Sie schéatzt
das Screening der Allgemeinbevolkerung mit der Note ,D“ ein [15]. Dies bedeutet, dass

das allgemeine Screening kaum Nutzen bringt und sogar nachteilig sein kann.

Zirkulierende Biomarker wie der CA 19-9-Wert und der CEA-Wert steigen proportional
zur Tumorbelastung des Patienten an, verfligen jedoch in der weitreichenden Diagnostik
nur Uber eine geringe Sensitivitat und Spezifitdt [165]. Biomarkertests fuihren trotz ihrer
hohen Spezifitat im weiteren bildgebenden Verlauf regelmaldig zu Fehldiagnosen. Bis
heute stehen keine anerkannten Biomarker fir das Screening der asymptomatischen
prospektiven Population zur Verfigung. Alle in diesen Studien verwendeten Biomarker
(Proteine, Autoantikorper, zirkulierende DNA, microRNAs, Exosomen etc.) wurden

ausschlief3lich an symptomatischen Patienten untersucht. [165-167].

In weiteren Studien wird an einer Erweiterung der Positronen-Emissions-Tomographie
gearbeitet. Bisher war das F18-Flourdesoxyglycose-PET anfallig fur falsch-positive (z.B.
Pankreatitis) und falsch-negative (nicht-FDG-avide Tumore) Ergebnisse [168]. An 18F
gekoppelte Kontrastmittel werden untersucht und befinden sich noch in friilhen Stadien
der Entwicklung [169]. Auf Grund der hohen Sensitivitdt der PET-CTs und der hohen
Spezifitat der endoskopischen Ultraschalluntersuchung (EUS) gilt diese Kombination als

zuverlassig in der Diagnostik des PDAs [163].

Weitere Strategien der PDA-Diagnostik bestehen darin, molekulare Faktoren des
Malignoms nachzuweisen. Beispiele dafiir sind Proteine und Signalmolekile (Bsp:
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Mesothelin), die von den Tumorzellen Uberexprimiert werden. Aber auch Signalwege
(Bsp: Hedgehog-Signalweg) und Wachstumsfaktoren (vaskularer endothelialer
Wachstumsfaktor), die nachweislich mit der Erkrankung in Verbindung stehen, zu
erkennen [170].

Um Diagnosen zu sichern, konnten eine EUS-gesteuerte Feinnadelaspiration oder eine
Kernnadelbiopsie durchgefuhrt werden. Dies wird jedoch aufgrund der Invasivitat bei
retroperitonealer Lage des Organs der anfallenden Kosten haufig vermieden [171, 172].
Nicht-invasive Flussigkeitsbiopsien bieten neue Mdglichkeiten fur die Untersuchung der
molekularen Aufschliisselung des PDAs. Dabei werden tumorassoziierte Komponenten
wie: zirkulierende Tumor-DNA (ctDNA), extrazellulare Vesikel (EVs) und zirkulierende
Tumorzellen (CTCs) erfasst [173, 174]. Diese Komponenten liefern genomische und
molekulare Informationen tber das zugrundeliegende PDA und kénnen bei der klinischen
Therapieentscheidung und der Diagnostik eine entscheidende Rolle spielen [175]. Durch
die technische Weiterentwicklung auf dem Gebiet der Sequenzierung, kdnnen zusatzlich
zur einfachen Polymerasen-Kettenreaktion (PCR), kolorimetrische DNA-Quantifizierung
und Spektralphotometrie auch ultrasensitive Nachweismethoden wie die digitale
Tropfchen-PCR (ddPCR) oder das Next Generation Sequencing (NGS) angewandt
werden [176-178]. Doch trotz dieser Fortschritte bleibt die Isolierung und Analyse der
Tumor assoziierten Komponenten aufgrund ihrer fragmentierten Beschaffenheit, ihrer
relativ geringen Haufigkeit (besonders in Fruhstadien der Erkrankung oder nach
Behandlung) und der schwierigen Verarbeitung und Lagerung eine Herausforderung
[176, 179].

Es ware denkbar &hnliche Methoden in Verbindung der molekularen und zellularen
Mechanismen der PNI auszunutzen, um das Vorhandensein von Tumorinfiltraten in die
Nervenscheiden fruhzeitiger festzustellen. Bisher finden solche Ansatze jedoch keine
Relevanz in der Entwicklung neuerer Verfahren, da die PNI lediglich als ein Symptom der
eigentlichen Erkrankung gewertet wird und diagnostische Verfahren hierbei an ihre
Grenzen stoBen. Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass eine
Friherkennung sinnvoll erscheint, wenn die dafur vorgesehen Methoden validiert und
spezifische Risikogruppen charakterisiert werden. Durch die zunehmende Bedeutung
und steigenden Inzidenzen des PDAs ist davon auszugehen, dass in naher Zukunft das
Screening asymptomatischer Patienten klinische Anwendung findet. Ob und inwiefern bei
diesem Screening die PNI eine entscheidende Rolle spielen wird, ist noch ungewiss.
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Bescheinigung
Hiermit bescheinige ich, dass Flora Theresa Lindhammer innerhalb der Service Unit Biometrie des
Instituts fr Biometrie und Kinische Epidemiclogie {iBikE) bei mir eine statistische Beratung zu einem
Promoticnsvorhaben wahrgenommen hat. Folgends Beratungsterming wurden wahrgenommen:

*  Termin 1: 9. Mai 2022
Folgende wesentliche Ratschldge hinsichtiich einer sinnvellen Auswertung und Interpretation der
Daten wurden wahrend der Beratung erteilt:

*  [Jberebenszeitanalysen mit Kaplan-Meier Kurven und Cox Regression

*  Hinweis auf explorativen Charakter der Datenanalyse, keine Adjustierung fir multiples Testen

natig

Dieze Bescheinigung garantiert nicht die richtige Umsetzung der in der Beratung gemachten
Vorschlage, die korrekte Durchfiihrung der empfohlenen statistischen Verfahren und die richtige
Darstellung und Interpretation der Ergebnisse. Die Verantwortung hierfir obliegt allein dem
Promovierenden. Das Institut fir Biometrie und klinische Epidemiclogie dbermimmt hierfir keine

Haftung.

Daturm: 10. Mai 2022 Mame der Beraterin: Mareen Pigorsch

Unterschrift Beraterin, Institutsstemnpel Klinlsite £ ' lept
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