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Hintergrund und Fragestellung

Bedarf an dreidimensionalen,
hochauflosenden Verfahren in der
Pathologie

Die histologische Architektur biologischen
Gewebes ist intrinsisch dreidimensional.
Dennoch basiert die histopathologische
Diagnostik nach wie vor maRgeblich
auf der zweidimensionalen Analyse diin-
ner Gewebeschnitte, typischerweise in
standardisierten  Schnittebenen. Diese
Methode ist der diagnostische Goldstan-
dard bei einer Vielzahl von Erkrankungen.
Insbesondere im wissenschaftlichen, je-
doch auch didaktischen Kontext, bringt
die klassische Methode Limitationen mit
sich: Die rdumliche Organisation wird
nur fragmentiert erfasst und relevante
pathologische Muster konnen durch die
Wahl der Schnittebene, mechanische bzw.
technische Artefakte oder unvollstandi-
ge Reprdsentation teilweise erschwert
beurteilbar sein [1-3]. So konnen im
zweidimensionalen Schnitt getrennt lie-
gende Tumorfoci einem verzweigten, aber
zusammenhdngenden Netzwerk in der
dreidimensionalen Betrachtung entspre-
chen [4]. Daneben ist davon auszugehen,
dass spezielle, mitunter prognostisch rele-
vante Tumoreigenschaften wie tumordse

GefaB3- oder Perineuralscheideninvasion
in ihrer Haufigkeit im konventionellen
Schnitt unterschatzt oder unter Umstan-
den nicht reprdsentiert werden [1, 5,
6]. Vor diesem Hintergrund gewinnen
hochauflésende  3D-Bildgebungsverfah-
ren zunehmend an Bedeutung [1-3, 7]. Sie
ermdglichen eine umfassende Visualisie-
rung der Gewebearchitektur im Raum. Die
synchrotronbasierte Phasenkontrastbild-
gebung (,synchrotron radiation micro-
computed tomography”, SRuCT) stellt
hierbei eine besonders leistungsfahige
Methode dar, die eine dreidimensionale
Erfassung von biologischen Gewebepro-
ben in subzelluldrer Auflésung erlaubt,
ohne die Notwendigkeit mechanischer
Schnitte oder exogener Kontrastmittel.

Technischer Hintergrund:
Synchrotronbildgebung fiir
biologisches Gewebe

Konventionelle Rontgenbildgebung, wie
sie in der klassischen Mikro-Computerto-
mographie (uCT) eingesetzt wird, basiert
auf Absorptionskontrasten. Der gerin-
ge Dichtekontrast besonders zwischen
Weichgewebekomponenten macht lan-
ge Belichtungszeiten oder Kontrastmittel
erforderlich [8-10]. Die SRuCT Uberwin-
det diese Limitationen durch den Einsatz
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Zusammenfassung

von Phasenkontrasttechnologie, welche
Unterschiede im Brechungsindex an Struk-
turiibergdangen im Gewebe ausnutzt [9,
11]. Synchrotrone erzeugen eine koha-
rente, hochenergetische und stark gebiin-
delte Rontgenstrahlung mit hoher Bril-
lanz, die eine bildgebende Auflésung im
Submikrometerbereich ermdglicht. Diese
physikalischen Eigenschaften ermdgli-
chen die kontrastreiche, zerstorungsfreie
Darstellung selbst feinster Strukturen in
Weichgewebe [9]. Die resultierenden 3D-
Datensétze sind isotrop, virtuell rotierbar
und in beliebiger Ebene durchschneid-
bar. Auf diese Weise kann ein virtuelles,
mikroskopisches Volumenmodell erzeugt
werden, das mit klassischer Histologie
korreliert und damit um zusatzliche Infor-
mation erweitert werden kann.

Virtuelle 3D-Histopathologie des
Pankreas

In dieser Arbeit wird die Anwendung der
SRUCT auf formalinfixierte, paraffineinge-
bettete Pankreasproben mit subzelluldrer
Auflosung prasentiert. Ziel ist es, die
morphologischen Gewebecharakteristika
im gesunden und erkrankten Gewebe
zu analysieren und mit klassischen his-
tologischen und immunhistochemischen
Farbungenzukorrelieren. Es werden exem-
plarische Datensdtze von Pankreasgewebe
von 3 Patient:innen vorgestellt: nichtneo-
plastisches, pathologisch nicht alteriertes
Pankreasgewebe als Referenzstruktur, ein
gutdifferenzierter neuroendokriner Tumor
(PanNET) sowie ein duktales Adenokarzi-
nom des Pankreas (PDAC). Es existieren
bereits Vorarbeiten, in welchen SRuCT fiir
die Untersuchung von Pankreasgewebe
aus Maus, Ratte, Schwein und Mensch
verwendet wurde [7, 12-14]. Hierbei wur-
den endokrine und exokrine Organanteile
und deren pathologische Veranderungen
sowie GefdlBnetzwerke exemplarisch un-
tersucht [7, 12-14]. Durch die Methodik
des SRUCT konnte hier unter anderem ein
krankheitsspezifischer Strukturverlust des
Pankreasgewebes untersucht werden.

Merkmale.

Markerprofilen korreliert.

Datensatzen korreliert.

validiert werden.

Schliisselworter

Hintergrund: Die konventionelle histopathologische Diagnostik stoBt bei der
Beurteilung komplexer, dreidimensionaler Gewebearchitekturen an inhdrente
methodische Grenzen. Insbesondere bei heterogen zusammengesetzten Geweben wie
dem Pankreas oder bei komplexen Gewebspathologien erschwert die Beschrankung
auf zweidimensionale Schnittbilder die ubiquitdre Erfassung morphologischer

Ziel der Arbeit (Fragestellung): Ziel dieser Studie ist es, das Potenzial der
synchrotronbasierten Phasenkontrastbildgebung (SRUCT) fiir die hochauflésende,
dreidimensionale Visualisierung verschiedener Pankreasgewebe zu demonstrieren.
Anhand dreier paradigmatischer Fallbeispiele werden morphologische Parameter
volumetrisch erfasst und mit korrespondierenden immunhistochemischen

Material und Methoden: Gewebestanzen aus formalinfixierten, paraffineingebetteten
Blocken von humanen Pankreasgewebeproben wurden mittels SRuCT volumetrisch
erfasst. Das untersuchte Probenmaterial wurde als Microarrays weiterverarbeitet.
Konsekutive Schnitte und immunhistochemische Farbungen wurden mit den 3D-

Ergebnisse: Die Bildgebung ermdglichte die differenzierte rdaumliche Darstellung
funktioneller Kompartimente und neoplastischer Infiltrationsmuster. Nichtneoplas-
tisches Gewebe zeigte klar abgegrenzte Kompartimente. Ein gut differenzierter
neuroendokriner Tumor prdsentierte trabekuldre Binnenstrukturen. Das duktale
Adenokarzinom zeigte ein infiltratives Wachstumsmuster mit diffuser, heterogener
Architektur, irreguldren Gangformationen und Stromadesmoplasie. Die virtuelle
Schnittfiihrung ermdglichte die Analyse in jeder Raumrichtung. Durch Korrelation
mit immunhistochemischen Markerprofilen konnten morphofunktionelle Merkmale

Schlussfolgerung: Die SRuCT ist eine hochsensitive Methode, die nichtinvasiv
und ohne Farbung dreidimensionale Einsichten in die Gewebearchitektur des
Pankreas unter Nutzung archivierter Paraffinbldcke erlaubt. Die Methode bietet neue
Perspektiven fiir Forschung, Lehre und potenziell erweiterte Spezialdiagnostik.

Virtuelle Pathologie - Pankreaskarzinom - Duktales Adenokarzinom - Réntgenbildgebung -
Neuroendokriner Tumor der Bauchspeicheldriise

Material und Methoden

Probenmaterial

Untersucht wurden formalinfixierte, paraf-
fineingebettete (FFPE) Gewebeproben des
menschlichen Pankreas aus der Pankreas-
biobank des Europdischen Pankreaszen-
trums am Universitatsklinikum Heidelberg.
Pathologisch verandertes Pankreasgewe-
be wurde dabei im Rahmen chirurgischer
Resektionen gewonnen. Normalgewebe
wurde aus Pankreata von Organspen-
dern gewonnen, welche nicht fiir eine
Transplantation geeignet waren.

Vorbereitung der Proben

Von allen FFPE-Blocken wurde ein Gewe-
beschnitt entnommen und mittels Hdma-
toxilin-Eosin (HE) gefarbt (@ Abb. 1). Die ur-
spriingliche pathologische Diagnose wur-

de erneut fachérztlich gemaB aktueller
WHO-Klassifikation bestatigt und mindes-
tens eine Zielregion ausgewdhlt. Aus die-
sen Zielregionen wurden Biopsiestanzen
mit einem Durchmesser von 1,0mm ent-
nommen. Die Stanze wurde auf einer 3D-
gedruckten Vorrichtung in magnetischen
Goniometer-Basen (B5 Goniometer Base,
Jena Bioscience GmbH, Jena, Deutschland)
fixiert [9]. Von allen biopsierten FFPE-BI6-
cken wurde erneut ein Gewebeschnitt ent-
nommen und gefarbt (HE), um die korrekte
Entnahmeregion zu verifizieren.

SRuUCT-Durchfiihrung und
Datenverarbeitung

Die 3D-Bildgebung erfolgte an der EMBL-
Beamline P14 an der PETRA lll Speicher-
ring-Rontgenstrahlungsquelle des Deut-
schen Elektronensynchrotrons (DESY),
Hamburg, Deutschland. Verwendet wur-
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Abb. 1 A Schematische Darstellung der Probenverarbeitung und Datenerhebung. Basierend auf Scans HE-geférbter Schnit-
te von Gewebebldcken aus der Pankreasbiobank wurden durch einen Pathologen Zielregionen bestimmt, aus welchen die
Stanzbiopsien entnommen wurden. Die korrekte Entnahmelokalisation wurde erneut histologisch verifiziert. Die Stanzen
wurden mittels synchrotronbasierter Phasenkontrastbildgebung (SRUCT) volumetrisch erfasst und erneut in Gewebe-Mi-
croarrays eingebettet. Der 3D-Datensatz konnte nun analysiert bzw. annotiert werden. Parallel wurden aus den Gewebe-Mi-
croarrays erneut Schnitte und konsekutive immunhistochemische Farbungen angefertigt. Die entstehenden Daten konnen
korreliert und beispielsweise mithilfe von kiinstlicher Intelligenz ausgewertet werden

de eine Synchrotronstrahlung mit einer
Energie von 12,7-18,0keV im propa-
gationsbasierten Phasenkontrastmodus.
Hinsichtlich  detaillierter Beschreibung
des Messaufbaus und Etablierung der
Datenerhebung an biologischem Gewebe
verweisen wir auf die Arbeit von Albers
et al. [9]. Die maximal erreichbare Auf-
I6sung betrdgt 0,325um PixelgréBe in
einem resultierenden Volumen (Field of
View, FOV) von 666 pm X 666 um. In dieser
Studie wurden pro Probe 1810 Projek-
tionen Uber 181° aufgenommen (tep=
10ms). Die effektive Voxelgrofle betrug
660 nm bei einem FOV von 1,35 mm. Die
Messungen wurden bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Der Prozess von Beginn der
Messung bis zur Vervollstandigung von
automatisierter 3D- und Phasenrekon-
struktion bendtigte ca. 3 min pro FOV. Die
SRuCT-Rohdaten wurden mit standardi-
sierten Algorithmen (Flat-Field-Korrektur,
Phasenriickgewinnung)  vorverarbeitet
und mittels Grid-REc rekonstruiert [15,
16]. Die Nachbearbeitung und Analyse
der 3D-Datensatze erfolgte mit Dragonfly
(v2024.1, COMET Technologies Canada
Inc., Montreal, Kanada) und VG Studio
Max (v3.4.3, Volume Graphics GmbH,
Heidelberg, Deutschland). Fiir Segmentie-
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rungen wurden kombinierte manuelle und
halbautomatisierte Ansdtze verwendet.

Weiterverarbeitung der
Proben, immunhistochemische
Untersuchung

Die Biopsiestanzen wurden in Gewebe-Mi-
croarrays weiterverarbeitet. Hieraus wur-
den klassische Paraffinschnitte (4,0 um)
seriell generiert. Neben standardisierten
HE-Farbungen wurden immunhistoche-
mische Farbungen gegen Insulin (Ver-
diinnung 1:100, ,monoclonal mouse anti-
human”, #sc-8033 Lot F1721, Santa Cruz
Biotechnology Inc., Dallas, TX, USA), Ki-67
(Verdiinnung 1:200, ,monoclonal rabbit
anti-human”, #12202 Lot 8, Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, USA), Vimentin
(Verdiinnung 1:800, ,monoclonal rabbit
anti-human”, #5741 Lot 12, Cell Signal-
ing Technology, Danvers, MA, USA) und
E-Cadherin (Verdiinnung 1:400, ,mono-
clonal rabbit anti-human®, #3195 Lot 15,
Cell Signaling Technology, Danvers, MA,
USA) durchgefiihrt. Die gefarbten Ge-
webeschnitte wurden mit 40facher Ver-
groBerung mit dem NanoZoomer S60
(Hamamatsu Photonics, Hamamatsu City,
Japan) als Ganzschnittbilder digitalisiert.

Eine Korrelation mit den SRuCT-Daten
erfolgte manuell.

Ergebnisse

Die synchrotronbasierte Phasenkontrast-
bildgebung (SRuCT) stellte die pankreati-
sche Gewebearchitektur in allen 3 Raum-
dimensionen mit isotroper Auflésung dar
und erlaubte eine orientierungsunabhan-
gige virtuelle Schnittfiihrung durch die er-
fassten Strukturen. Die Bilddaten zeigten
fiir gesundes Pankreas, einen PanNET und
ein PDAC jeweils distinkte morphologische
Signaturen, die in konventionellen zweidi-
mensionalen Schnitten nur partiell erfasst
werden.

Fallbeispiel 1: Gesundes
Pankreasgewebe

Als Referenzstruktur wurde gesundes Pan-
kreasgewebe untersucht. Dieses wurde
aus nichttransplantablem Pankreasge-
webe aus dem Organspendeverfahren
gewonnen und aus der Pankreasbiobank
bezogen. Entsprechend kdnnen keine kli-
nischen Angaben zur Verfligung gestellt
werden. Das Volumen zeigte eine gut
organisierte lobuldre Gewebearchitektur
mit klar definierter Trennung zwischen
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Abb. 2 A Untersuchung von gesundem Pankreasgewebe. Im SRuCT-Datensatz konnen duktale und vaskuldre Strukturen
dargestellt (a) und mit einem histologischen Gewebeschnitt (HE) korreliert werden (b, VergroBerungsglas: Pankreasgang im
Querschnitt). c Ebenfalls konnen endokrine Organanteile im volumetrischen Nativbild dargestellt werden. d Durch Korrelati-
on mit derimmunhistochemischen Farbung gegen Insulin (braun) kann dies validiert werden (Vergré68erungsglas: Langer-
hans-Insel) e Die 3D-Rekonstruktion des Datensatzes erlaubt die Segmentierung von bspw. vaskularen Strukturen (hier: rot
angefcrbt) und deren dreidimensionale Visualisierung (Stern: Gewebespalt zwischen Lobuli). Skala: 100 pm

exokrinen azindren Driisenstrukturen und
endokrinen Inseln (@ Abb. 2). Die Insel-
zellaggregate waren gleichmafBig verteilt,
rundlich bis oval geformt und von einem
filigranen Kapillarnetz durchzogen. Die
duktalen Strukturen waren hierarchisch
gegliedert, von kleinen interkaldren bis
hin zu interlobuldren Géangen, mit glat-
ter luminaler Konturierung und scharfer
Epithelabgrenzung. Durch weiterfiihren-
de Analysen kann die Verteilung von
Langerhans-Inseln und die hierarchische
Gliederung der vaskuldren und duktalen
Systeme in den 3D-Rekonstruktionen ana-
lysiert werden (z.B. Verzweigungsgrad,
Tortuositat, Volumenanteile), ohne dass
hierzu weitere Farbungen erforderlich
sind.

Fallbeispiel 2: Gut differenzierter
neuroendokriner Tumor des
Pankreas

Das untersuchte Gewebe stammt aus ei-
nem klinisch symptomatischen Gastrinom
des Processus uncinatus, welches enuklei-
ert wurde. Der solide, 2,0x1,5%1,3cm
messende Tumor zeigt in der klassischen

mikroskopischen Beurteilung ein trabeku-
lares Wachstumsmuster mit hyperchroma-
tischen, isomorphen Zellkernen mit deut-
licher Positivitat fiir Gastrin. Der Ki67-In-
dex betrug <2 %. Entsprechend patholo-
gischer Begutachtung wurde der Befund
als gut differenziertes Gastrinom, pT2, pNO
(0/1), LO, VO, G1, klassifiziert. Die zum
OP-Zeitpunkt 38-jahrige weibliche Patien-
tin nimmt weiterhin an einem strukturier-
ten Tumornachsorgeprogramm in domo
teil und zeigt seit Uber 6 Jahren keinen
Anhalt fiir ein Tumorrezidiv. Der PanNET
war als solide aufgebautes zelluldres Ag-
gregat erkennbar, mit relativ homogener
Binnenarchitektur. In der Volumendarstel-
lung zeigten sich trabekuldre Strukturen
bei ubiquitdrem Zellreichtum mit gerin-
ger Stromakomponente (B Abb. 3c). Der
Vergleich mit gesundem Pankreas zeigte
die Abwesenheit reguldrer Inselzellmus-
ter und den Ersatz des azindren Gewebes
durch relativ monomorphe Zellverbande.
Die Volumendarstellung erlaubte eine de-
taillierte Analyse der Tumor-Stroma-Archi-
tektur (@ Abb. 3d), welche in 2D-Schnitten
nur bedingt nachvollziehbar ist. Die 3D-
Rekonstruktion und Visualisierung erleich-

tert den Vergleich der Stromarchitektur
zwischen den hier berichteten pathologi-
schen Gewebeveranderungen.

Fallbeispiel 3: Duktales
Adenokarzinom des Pankreas

Wir berichten hier von einer zum Zeit-
punkt der Operation 67-jahrigen weibli-
chen Patientin mit lokal fortgeschrittenem
und hepatisch metastasiertem duktalem
Adenokarzinom des Pankreas. Die neoad-
juvante Chemotherapie mit mFOLFIRINOX
musste nach 2 Zyklen abgebrochen wer-
den, woraufhin sich die Patientin mangels
systemtherapeutischer Alternativen fiir ei-
ne operative Therapie entschied. Es wur-
de eine Pankreaslinksresektion mit Splen-
ektomie, Resektion der linken Niere und
Nebenniere sowie atypische Leberresek-
tion einer singuldren hepatischen Meta-
stase durchgefiihrt. In der histopatholo-
gischen Beurteilung zeigte sich ein driisi-
ges, teils einzelliges Tumorwachstum mit
typischer desmoplastischer Stromareakti-
on. Entsprechend pathologischer Begut-
achtung wurde der Befund als duktales
Adenokarzinom des Pankreas, ypT3, ypN2
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Abb. 3 A Untersuchung eines gut differenzierten neuroendokrinen Tumors (PanNET). a Darstellung

eines 2D-Schnittes durch den SRuCT-Datensatzeines Gastrinoms. b Korrelation des Volumens mitklas-
sischer HE-Farbung. Die zelluldren Tumoraggregate zeigen sich von Stroma umgeben. c-e Dievirtuelle

Anfarbung von Bindegewebsanteilen (hier: rot) hebt Unterschiede der 3D-Morphologie von gesun-
dem Pankreasgewebe im Vergleich mit pathologischen Veranderungen hervor. ¢ Im gesunden Pan-
kreasgewebe kann kein signifikanter Bindegewebsanteil erkannt werden (fehlende rot gefarbte Bin-
degewebsstrukturen). d Dagegen unterstreicht das Stromagewebe im PanNET dessen trabekulares
Wachstumsmuster. e Die stromalen Gewebeanteile im hier untersuchten duktalen Adenokarzinom
sind heterogen verteilt und unterschieden sich morphologisch deutlich von den Septierungen des

PanNET. Skala: 100 um

(5/18), ypM1 (HEP), L1, V1, Pn1, R1 klas-
sifiziert. Der Datensatz zeigte eine hete-
rogene, destruktive und infiltrative Gewe-
bearchitektur. In der 3D-Darstellung wa-
ren die Tumorzellen als irreguldre, mitein-
ander kommunizierende luminale Struk-
turen sichtbar. Daneben stellten sie sich
teils einzeln, teils in kleinen unregelmagi-
gen, soliden Aggregaten liegend dar. Die
Tumorzellen waren eingefasst in eine aus-
geprdgte Stromadesmoplasie und zeigten
eine komplexe Infiltration in umgeben-
de Gewebebereiche. Weiter zeigt sich ei-
ne nervale Struktur, welche sich entlang
des Tumorgewebes zieht (@ Abb. 4g, h, i).
Die Infiltration von Gefdl3-, Lymph- und
Nervenbahnen sind bekannte pathophy-
siologische Eigenschaften des PDAC [6].
Bei detaillierter Untersuchung ist in na-
hezu allen Pankreaskarzinomgeweben ei-
ne Perineuralscheideninvasion zu erken-
nen [5, 17]. Diese wurde als unabhan-
giger prognostisch ungiinstiger Risikofak-
tor identifiziert [5, 18]. Diese Perineural-
scheideninvasion korreliert ebenfalls mit
dem Risiko fiir ein Lokalrezidiv bzw. ei-
ne lokale Tumorpersistenz im Bereich des
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Nervenplexus um Truncus coeliacus und
A. mesenterica superior [18]. Insbesonde-
re die 3D-Darstellung von komplex ver-
zweigten Strukturen (8 Abb. 4i) und Infil-
trationsmustern waren gut darstellbar und
eréffneten ein umfassendes Verstandnis
des Wachstums. Verschiedene histologi-
sche Stanzen aus einem Paraffinblock zei-
gen zudem eine deutliche Intratumorhete-
rogenitdt der Morphologie des Karzinoms
(vgl. @ Abb. 43, g).

Diskussion

Die vorgestellten volumetrischen Fallana-
lysen unterstreichen ein wissenschaftli-
ches Potenzial der SRuCT zur differen-
zierten Charakterisierung pankreatischer
Gewebearchitektur. Die zerstérungsfreie
Messung ermdglicht die Rekonstruktion
von hochauflésenden 3D-Bilddatensat-
zen. Die intakten Proben kdnnen fiir
nachfolgende somatische Sequenzie-
rungen, Massenspektrometrie, ,spatial
transcriptomics” oder spezielle immun-
histochemische Untersuchungen verwen-
det werden. Prinzipiell kdnnen Gewebe

in Resin, Paraffin oder in Flissigkeiten
asserviert untersucht werden [9]. Die
eingeschrankte Verfligbarkeit und Zu-
ganglichkeit von Synchrotronen ist die
groBte Limitation in der breiten Anwen-
dung dieser Technologie. Neben der hier
vorgestellten Methodik bestehen andere
Méglichkeiten, 3D-Gewebereprasentatio-
nen zu generieren. Durch serielle Anferti-
gung von Gewebeschnitten kann eine 3D-
Rekonstruktion eines Volumens erreicht
werden [19, 20]. Die axiale Auflésung ist
dadurch auf ca. 4pum beschrankt (Dicke
des Gewebeschnittes). Daneben stehen
Techniken zur optischen Gewebeklarung
zur Verfiigung [1]. Nachteile dieser Tech-
niken umfassen die Notwendigkeit von
immunhistochemischen Markierungen fiir
etwaige Visualisierungen. Dies erfordert
eine Permeabilisierung des Gewebes und
lange Antikorper-Inkubationszeiten [1, 6].
Die Penetrationstiefe der Antikorper ist
ein limitierender Faktor und gerade im
Fall von stromareichem Tumorgewebe
reduziert [6, 21]. Aufgrund der notwen-
digen Beleuchtungszeiten der nachfol-
genden Lichtscheibenmikroskopie kann
die Datenerhebung mehrere Stunden in
Anspruch nehmen [1]. Auch eine nach-
folgende Verwendung des Gewebes fiir
weitere Untersuchungen, wie beispiels-
weise Sequenzierungen, wird durch die
bei der Permeabilisierung verwendeten
Chemikalien eingeschrankt [1].

Ein besonderes Augenmerk gilt der
Mdglichkeit einer virtuellen Schnittfiih-
rung in beliebiger Raumrichtung in den
SRuCT-Daten, was perspektivisch diag-
nostisch als auch in der Lehre von groBem
Nutzen ist. In diesem Zusammenhang
konnte auch die Korrelation von SRuCT
mit 3D-Datensatzen anderer, unter ande-
rem klinischer Bildgebungsmodalitdten
und damit die Lokalisation des FOV {ber
verschiedene Skalenniveaus hinweg ge-
zeigt werden [7]. Eine Weiterentwicklung
phasenkontrastbasierter 3D-Technologie
ist die am ESRF etablierte hierarchische
Phasenkontrasttomographie (HiP-CT) [22,
23]. Diese Methodik erlaubt die Abbildung
kompletter, intakter menschlicher Organe
mit sukzessive steigender Auflésung bis
zu 1 um. Solche multiskaligen Ansatze ver-
deutlichen, dass 3D-Bildgebung nicht nur
fiir die Untersuchung individueller Krank-
heitsmuster in hoher Auflésung, sondern
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Abb. 4 A Untersuchungvon Primdrtumorgewebe eines neoadjuvant vorbehandelten, lokal fortgeschrittenen und hepatisch
metastasierten duktalen Adenokarzinom des Pankreas. Das volumetrisch erfasste Gewebe kann mit Gewebeschnitten korre-
liert werden. a Ein virtueller Schnitt durch den SRuCT-Datensatz (a) korreliert mit einer HE-Farbung des Gewebeschnittes (b).
Ein virtueller Schnitt durch den SRUCT-Datensatz (c) korreliert mit einerimmunhistochemischen Farbung gegenKi-67 (d). Ein
virtueller Schnitt durch den SRUCT-Datensatz (e) korreliert mit einerimmunhistochemischen Farbung gegen Vimentin (f). Ein
virtueller Schnitt durch den SRuCT-Datensatz (g) korreliert mit einerimmunhistochemischen Farbung gegen E-Cadherin (h).
g, h Nebenbefundlich kommt hier eine angeschnittene nervale Struktur zur Darstellung (Stern). i Die Mdglichkeit der drei-

dimensionalen virtuellen Schnittfiihrung erlaubt es, derartige Strukturen nachzuvollziehen. So kann die Aufzweigung der

nervalen Struktur (Stern) in anderen, virtuellen Schnittwinkeln genau dargestellt werden. Skala: 100 um

a ' b

Abb. 5 A Darstellung der digitalen Annotation und Segmentierung eines volumetrischen Datensat-
zes.a Einvirtueller Schnitt durch den Datensatz zeigt exokrines Gewebe, vaskuldre Strukturen (Stern)
und Langerhans-Inseln (Pfeile). b Diese Strukturen kdnnen manuell oder semiautomatisch annotiert
(exokrines Gewebe: hell-violett, vaskuldre Strukturen: pink, Langerhans-Inseln: dunkel-violett) und
fiir das Training neuronaler Netzwerke zur automatisierten Segmentierung verwendet werden

auch fiir den Aufbau organumspannender
Referenzatlanten von grundlegender Be-
deutung ist (Human Organ Atlas Projekt,
https://human-organ-atlas.esrf.fr). Insge-
samt unterstreicht unsere Untersuchung,
dass die SRuCT ein innovatives Werkzeug
zur dreidimensionalen Charakterisierung

pankreatischer Gewebestrukturen ist. Sie
erganzt die klassische Histopathologie
um eine rdumlich umfassende Perspekti-
ve, ermdglicht eine differenzierte Analyse
normaler und pathologischer Strukturen
und legt die Grundlage fiir zukiinftige
Anwendungen in Diagnostik, Forschung

und Lehre. Perspektivisch er6ffnet die
Kombination hochauflésender 3D-Daten-
sdtze mit Kl-gestlitzten Segmentierungs-
und Analyseverfahren die Mdglichkeit,
morphologische Merkmale automatisiert,
reproduzierbar und quantitativ zu erfassen
(@ Abb. 5).

Fazit fiir die Praxis

= Synchrotronbasierte Phasenkontrastbild-
gebung ermdglicht die hochauflosende,
dreidimensionale Darstellung von Weich-
gewebeproben ohne Farbung oder Zer-
storung.

= Komplexe Gewebearchitekturen, z.B. bei
Tumoren des Pankreas, lassen sich rdum-
lich einfacher beurteilen als in konventio-
nellen histologischen 2D-Schnitten.

= Virtuelle Schnittfiihrung und Volumen-
analyse bieten neue diagnostische und
didaktische Perspektiven fiir Pathologie
und Forschung.
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Abstract

- Die zerstorungsfreie Untersuchung er-
moglicht nachfolgend bspw. korrelative
histologische und immunhistochemische
Farbung.

—~ Die Methode eignet sich perspektivisch
fiir die Etablierung digitaler 3D-Gewebe-
archive und Kl-basierter Analysen in der
digitalen Pathologie.

- Eine breite Verwendung ist durch die ein-
geschrankte Verfiigbarkeit sowie die not-
wendige spezifische Methodenkompe-
tenz limitiert.
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Virtual histopathology of the pancreas: 3D insights using synchrotron-
based imaging

Background: Conventional histopathology faces methodological limitations

when assessing complex three-dimensional tissue architectures. In particular, for
heterogeneous tissues such as the pancreas or in complex tissue pathologies, restriction
to two-dimensional sections hampers comprehensive recognition of morphological
features.

Objective: This study aims to demonstrate the potential of synchrotron-based phase-
contrast imaging (SRUCT) as a tool for high-resolution visualization of pancreatic
tissue. Three representative case examples were analyzed to capture morphological
parameters volumetrically and correlate them with immunohistochemical marker
profiles.

Materials and methods: Tissue cores from formalin-fixed, paraffin-embedded human
pancreatic samples were volumetrically assessed using SRUCT. The investigated material
was further processed as microarrays. Serial sections and immunohistochemical stains
were correlated with the 3D datasets.

Results: SRUCT enabled detailed spatial visualization of functional compartments and
neoplastic infiltration patterns. Non-neoplastic tissue revealed distinct morphological
compartments. A well-differentiated neuroendocrine tumor exhibited trabecular
architecture, whereas ductal adenocarcinoma displayed infiltrative growth with diffuse,
heterogeneous architecture, irregular duct formations and stromal desmoplasia.
Virtual slicing permitted orientation-independent analyses. Correlation with
immunohistochemical profiles validated the morphofunctional findings.

Conclusion: SRuCT is a sensitive, non-invasive technique providing label-free 3D
insights into pancreatic architecture. It opens new perspectives for research, teaching,
and potentially advanced diagnostic applications.

Keywords
Virtual pathology - Pancreatic cancer - Ductal adenocarcinoma - X-ray imaging - Pancreatic
neuroendocrine tumor
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