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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie, Diagnose und Therapie des Pankreaskarzinoms

Das Pankreaskarzinom stellt in Deutschland bei Frauen die siebt-, bei Mannern
die neunthaufigste Tumorerkrankung dar, ist aber aufgrund seiner schlechten
Prognose die vierthaufigste Krebstodesursache (Kaatsch et al. 2012). Aufgrund
der erst spat auftretenden Symptome befinden sich die meisten Karzinome zum
Zeitpunkt der Diagnose bereits in einem fortgeschrittenen Stadium, so dass nur
bis zu 20% der Pankreaskarzinome resektabel sind. Aber selbst eine Resektion
— die Therapie der Wahl — fiihrt nur zu einem 5-Jahres-Uberleben von ca. 20-
25% nach anschlieRender adjuvanter Chemotherapie. Die Erkrankungsraten
sind stark altersabhangig, und 80% der Patienten sind zum Zeitpunkt der Diag-

nose bereits 60 Jahre und &lter (lodice et al. 2008).

Tabakkonsum ist der am besten erforschte Risikofaktor fir das Pankreaskarzi-
nom. Es wird davon ausgegangen, dass Rauchen fur 20 bis 30% der Erkran-
kungen verantwortlich ist und das Risiko, an einem Pankreaskarzinom zu er-
kranken, um 75% erh6ht (lodice et al. 2008). Dahingegen ist der
Zusammenhang zwischen Alkoholkonsum und Pankreaskarzinom umstritten.
Es gibt allerdings Hinweise, dass extensiver Alkoholkonsum wie ,binge-
drinking“, d. h. mehr als 70g Alkohol pro Tag, und der Genuss hochprozentiger
Alkoholika das Karzinomrisiko erhéhen (Gupta et al. 2010). Dass es einen Zu-
sammenhang zwischen chronischer Pankreatitis und Pankreaskarzinom gibt,
wurde in verschiedenen Studien bewiesen (Raimondi et al. 2010). Ein beson-
ders grolRes Risiko stellt die hereditdre Pankreatitis dar, die sich bereits im Kin-
desalter manifestiert. Hier geht man von einem 50fach erhéhten Risiko im Ver-
gleich zur Normalbevolkerung aus (Lal and Lal 2010). AulRerdem haben
verschiedene Studien ergeben, dass Patienten mit Typ 2 Diabetes bei langdau-
ernder Erkrankung (=10 Jahre) mit bis zu 50-prozentiger Wahrscheinlichkeit ein

Pankreaskarzinom entwickeln kénnen (Raimondi et al. 2010). Daher verwundert



die nachgewiesene Beziehung zwischen BMI und PCa nicht, weil ein erhdhter
BMI zur Entwicklung von Glukoseintoleranz, Insulinresistenz und Typ-2 Diabe-

tes beitragt (Larsson et al. 2007).

Das duktale Adenokarzinom stellt mit 92% den grof3ten Anteil der malignen
Pankreastumore dar. Am haufigsten entsteht das PCa im Pankreaskopf (78%),
seltener in Corpus oder Cauda (je nurll%) (Sharma et al. 2011). Lokalisati-
onsbedingt kommt es zu Stenosen von Ductus choledochus oder Ductus pan-
creaticus. Der Tumor wachst rasch und aggressiv, retroperitoneal ummauert
bzw. infiltriert er die V. und A. mesenterica superior und selten die V. cava.
Durch die fehlende Organkapsel kommt es frihzeitig zu lymphogenen und hé-
matogenen Metastasen (v.a. in die Leber) und zur peritonealen Aussaat (W.
Bdcker 2008). AuRerdem neigt das PCa zur neuralen Invasion, die sowohl in-
nerhalb des Organs als auch dariber hinaus bis in den extrapankreatische Ner-
venplexus zu beobachten ist. Drei Merkmale sind besonders charakteristisch
fur das PCa: die hohe Invasivitat, die hohe Chemoresistenz und die intensive
nichtneoplastische Wirtsreaktion. Diese besteht aus Fibroblasten, Lymphozyten
und extrazellularer Matrix (= desmoplastische Antwort), wodurch der Tumor von
einer dichten Fibrose umgeben ist (Hruban and Wilentz 2005). Der Entste-
hungsprozess scheint &hnlich dem Kolonkarzinom — tber eine Progression von
zunéchst intraduktaler Proliferation zum schlussendlich invasiven duktalen Kar-
zinom abzulaufen. Dabei spielen die Aktivierung des Onkogens K-ras, die Inak-
tivierung verschiedener Tumorsuppressorgene(pl6, p53, DPC4, BRCA2) und

die Uberexpression von HER-2/neu eine wichtige Rolle (Hruban et al. 2000).

Die unspezifischen Frihsymptome, wie Appetitverlust, nicht geplante Ge-
wichtsabnahme und Erschépfungszustande, und fehlende Vorsorgeuntersu-
chungsmaoglichkeiten sind dafiir verantwortlich, dass das PCa meist erst in ei-
nem fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert wird (Holly et al. 2004). Das
Leitsymptom des fortgeschrittenen PCa im Pankreaskopf ist der schmerzlose
Ikterus, der durch die Stenose des Ductus choledochus entsteht. Mit Schmer-
zen im Oberbauch oder ausstrahlend in den Rucken stellen sich primar Patien-
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ten mit einem Karzinom im Bereich des Corpus und der Cauda vor (Sharma et
al. 2011).

Inzwischen werden im Klinischen Alltag zwei Tumormarker in der Diagnostik
des PCa bestimmt. Dabei handelt es sich um CA19-9 und CEA (Ni et al.
2005), wobei CA19-9 der mit der hochsten Sensitivitat (50 bis 75%) und Spezifi-
tat (83%) ist (Freelove and Walling 2006). Sie dienen jedoch nicht als Scree-
ningtests, sondern ermdglichen eher die Ergebnisse der Therapie zu beurteilen
und eine Aussage Uber die Prognose zu machen (Bottger et al. 1998);
(Hamada and Shimosegawa 2011). Die Bildgebung hat fur Diagnose und
Staging eine wichtige Bedeutung. Momentan stellen das Mehrschicht-CT mit
Kontrastmittel und die MRCP die besten Verfahren dar. Das Mehrschicht-CT
hat die besten Ergebnisse bei der Beurteilung der vaskularen Beteiligung ge-
zeigt, welche ausschlaggebend ist fir die Resektabilitat. Die Sensitivitat und
Spezifitat fir die Einschétzung der Resektabilitat lagen bei 100% bzw. 72%. Die
MRCP hat inzwischen die ERCP abgeldst. Sie hat den Vorteil, dass damit das
Gangsystem nichtinvasiv gut dargestellt werden kann. Zudem kann ein endo-
skopischer Ultraschall (EUS) durchgefiihrt werden, mit dem besonders gut auch
kleine Tumore dargestellt werden (3cm und weniger). AuRerdem hat man nur
beim EUS die Mdglichkeit, eine Feinnadelpunktion durchzufihren, um Proben
fur eine histopathologische Diagnose zu gewinnen. Bei der Kombination von
EUS und Feinnadelpunktion erreicht man eine Sensitivitdt beim Nachweis von
einem PCa von lber 90% (Lee and Lee 2014). Zur Komplettierung des
Stagings sollte in jedem Fall eine Rontgen-Thoraxaufnahme zum Ausschluss

von Lungenmetastasen erfolgen (Cascinu et al. 2010).

Die Therapie des PCa erfolgt stadienabhangig, wobei die chirurgische Resekti-
on weiterhin die einzige potenziell kurative Therapie ist. Problematisch stellt
sich teilweise die Grenze der Resektabilitat dar. Tumore, die die arterielle Ge-
falRachse infiltrieren, sind eher irresektabel, wohingegen Infiltrationen in die
Pfortader bzw. V. mesenterica superior keine Kontraindikation zur Chirurgie

stellen (Barreto and Windsor 2016). Im Falle eines operablen Pankreaskopfkar-
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zinoms wird heute eine partielle Duodenopankreatektomie unter Schonung des
Pylorus durchgefiihrt. Sie zeigt gleiche Uberlebensraten wie die klassische
Whipple-OP. Im Falle von Tumoren des Korpus oder der Cauda wird eine onko-
logische distale Pankreatektomie mit Resektion der Milz durchgefuhrt (Freelove
and Walling 2006). FiUr eine adjuvante Therapie ist Gemcitabine derzeit das
Standardmedikament, und zeigte als einziges Chemotherapeutikum eine ver-
langerte Uberlebenszeit nach Resektion des Primartumors. Eine zusatzliche
Radiatio ist umstritten (Cascinu et al. 2010); (Sharma et al. 2011). Im Falle ei-
nes lokal fortgeschrittenen Tumors (30-40% der Neudiagnosen) hat sich ge-
zeigt, dass eine neoadjuvante Therapie sinnvoll ist. Eine Metaanalyse aus dem
Jahr 2010 hat ergeben, dass ein Drittel von zuné&chst inoperablen Patienten
nach neoadjuvanter Chemotherapie bzw. Chemoradiotherapie operiert werden
konnte (Gillen et al. 2010). Im Falle eines metastasierten PCa war bisher eine
Chemotherapie mit Gemcitabine mit oder ohne Erlotinib Standard. Neueste Da-
ten sprechen jedoch unter bestimmten Bedingungen fir Folfirinox, eine Kombi-
nation aus 5-FU, Leucocvorin, Irinotecan und Oxaliplatin. Die Ergebnisse wa-
ren in allen Punkten positiv fir Folfirinox: Mittleres Uberleben (11,1 Monate vs.
6,8 Monate bei Gemcitabine Monotherapie), progressionsfreies Uberleben (6,4
Monate vs. 3,3 Monate) und Ansprechrate (31,6% vs. 9,4%) (Saif 2011). Vo-
raussetzung fur die Gabe von Folfirinox ist allerdings ein sehr guter Allgemein-
zustand und ein Alter unter 76 Jahren (Conroy et al. 2011).Aufgrund der
schlechten Prognose kommt der palliativen Therapie eine besondere Bedeu-
tung zu. Die Schmerzen sind das Symptom, das die Lebensqualitdt der Patien-
ten am meisten einschrankt. Bei zwei Dritteln der Patienten sind Opioide wirk-
sam, als weitere Moglichkeiten der Schmerztherapie stehen Bestrahlung,
Chemotherapie oder aber die Neurolyse des Plexus coeliacus mittels Ethanolin-

jektion zur Verfigung (Sharma et al. 2011).
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1.2 Atiologie, Klassifikation und Management der chronischen
Pankreatitis

Die chronische Pankreatitis ist durch eine diffuse Entzlindung des Pankreas
charakterisiert, die zu irreversiblen morphologischen Veranderungen fihrt. Die
Folge davon sind typischerweise starkste abdominelle Schmerzen und Funkti-
onsverlust des Organs mit Ausbildung einer endo-, als auch exokrinen Pan-
kreasinsuffizienz (Etemad and Whitcomb 2001).In Europa wird von 1,6 bis zu
7,74 neu auftretenden Fallen pro 100000 Einwohner im Jahr ausgegangen, die
grol3e Spannweite ist auf das unterschiedliche Konsumverhalten von Alkohol in
den europaischen Landern zurlickzufihren. Am haufigsten tritt die CP im Alter
von 35-50Jahren auf, wobei Manner haufiger betroffen sind als Frauen, und bei
10% der Patienten flihrt die Erkrankung zum Tod.

Die Risikofaktoren fir die Entstehung einer CP sind mittels der TIGAR-O- Klas-

sifikation in sechs Gruppen eingeteilt worden:

T = Toxisch, metabolisch (Alkohol, Zigarettenrauch, Drogen)

Idiopathisch
=  Genetisch (Mutationen CFTR, PRSS1, SPINK1)
Autoimmun

= rezidivierende und schwere akute Pankreatitis

O X > ®
I

=  Obstruktion (Gallensteine, Pseudozysten, Bestrahlung)

Meist ist eine genaue Benennung des auslosenden Faktors nicht mdglich,
vermutlich ist eine Kombination verschiedener auslésender Faktoren fur die
Krankheitsentstehung erforderlich (Banks et al. 2010); (Etemad and Whitcomb
2001). Alkohol stellt bei weitem den wichtigsten Risikofaktor dar (Braganza et
al. 2011), wobei ein Grenzwert von = 5 alkoholischen Getranken pro Tag exis-
tiert, dahingegen ist der Zusammenhang von CP und Rauchen dosisabhangig
(Yadav et al. 2009). Zur Gruppe der idiopathischen Pankreatitis gehdren alle
Erkrankungen, fur die keine assoziierten Faktoren gefunden werden konnten,
aber aufgrund immer besserer diagnostischer Moglichkeiten wird ihre Anzahl
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mit der Zeit schrumpfen (Etemad and Whitcomb 2001). In den letzten Jahren
wurden verschiedene Genmutationen entdeckt, die fir die Entwicklung einer CP
mit verantwortlich sind. Die hereditare Pankreatitis wird durch eine gain-of-
function Mutation im PRSS1-Gen ausgeldst, wodurch Trypsin bei vorzeitiger
Aktivierung nicht durch korpereigene Inhibitoren inaktiviert werden kann und so

das Pankreasgewebe angreift (Whitcomb 1999).

Uber die Pathogenese der CP besteht bisher keine Einigkeit. Es wurden ver-
schiedene Hypothesen aufgestellt, die man in finf Kategorien einteilen kann:
Ductus-, Azinus-, Two-hits-, oxidativer-Stress- und multifaktorielle Theorie
(Braganza et al. 2011). Whitcomb hat bereits 1999 die SAPE-Hypothese aufge-
stellt, die es erstmals ermdglicht hat, die verschiedenen Hypothesen zusam-
menzufassen. Er geht davon aus, dass ein sogenanntes Sentinel- Ereignis -
das Auftreten einer akuten Pankreatitis - die Entwicklung der CP triggert und die
Fibrose durch antiinflammatorische Prozesse entsteht (Schneider and
Whitcomb 2002).

Morphologisch kennzeichnend fir die CP sind die parenchymale Fibrose, Ab-
nahme der Azinizahl und -gréf3e und die unregelméRige Dilatation des Pan-
kreasgangsystems. Begleitend findet man perilobulédr und periduktulér ein chro-
nisches inflammatorisches Infiltrat. In der frihen Phase sind die L&sionen
herdférmig verteilt und die Langerhansschen Inseln nicht betroffen (Hruban and
Wilentz 2005). Aus jeder Entziindung kann eine Fettnekrose hervorgehen, aus
der dann Pseudozysten oder Fibrose resultieren kbnnen (Braganza et al. 2011).
Im Endstadium der CP kommt es zu einem Verlust allen sekretorischen Gewe-
bes, Verschwinden des entzindlichen Infiltrates und einer ausgepragten Fibro-

se (Braganza et al. 2011).

Das Leitsymptom der CP ist der Schmerz, der im Frihstadium intermittierend
auftritt, im fortgeschrittenen Stadium eher dauerhaft und durchdringend ist
(Sipos et al. 2008). Er betrifft 85-90% der Patienten und tritt vor allem postpran-

dial auf. Lokalisiert ist er im mittleren Epigastrium mit Ausstrahlung in den Ri-
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cken (Braganza et al. 2011). Weitere Symptome koénnen infolge von lokalen
Komplikationen, wie z.B. Pseudozysten entstehen. Im Spatstadium der Erkran-
kung, wenn mehr als 90% des Parenchyms untergegangen sind, kommt es zur
exokrinen und endokrinen Insuffizienz (Sipos et al. 2008). Dies zeigt sich kli-
nisch als Steatorrhoe, Malabsorption, Vitaminmangel, Diabetes mellitus und
Gewichtsverlust (Nair et al. 2007).

Die Diagnose der CP wird hauptsachlich durch die klinische Prasentation und
die Bildgebung gestellt. Es gibt keinen allgemeingiltigen Algorithmus in der Di-
agnostik der CP, aber Einigkeit besteht dariiber, dass ein Spiral-CT mit Kon-
trastmittel die Bildgebung der Wahl ist. Pathognomonisch ist eine Kalzifizierung
innerhalb der Pankreasgange. AuRerdem ist es moglich im CT Pseudozysten,
Gangdilatation, Thrombosen, Pseudoaneurysmen, Nekrosen und Pa-
renchymatrophie darzustellen (Nair et al. 2007). Die ERCP sollte aufgrund der
Invasivitat und des Risikos einer Post-ERCP-Pankreatitis (in ca. 6,7% der Félle)
nur in ausgewahlten Féllen eingesetzt werden, in der zugleich zu den diagnosti-
schen Zwecken auch therapeutische Ziele angestrebt sind. Alternativ dazu kann
ein EUS durchgefuhrt werden, der neben dem Pankreasgangsystem auch das
Parenchym darstellen kann. Das Risiko einer Pankreatitis nach EUS ist mit
0,5% deutlich niedriger als bei der ERCP (Gupta and Toskes 2005). Die am
haufigsten durchgefiihrten Labortests sind Blutbild (Hinweise auf eine Entzin-
dung), Serum-Amylase und -Lipase (meist normal im Gegensatz zur AP), Bili-
rubin, AP und GPT, GOT (als Hinweis auf eine Obstruktion) und Nuchtern-BZ
(als Hinweis auf einen DM) (Nair et al. 2007). Unklar ist auch die Bedeutung
von Pankreasfunktionstests. Der Sekretintest ist der sensitivste, aber er ist nur
in 10 Laboren in den USA durchfiihrbar und zudem invasiv (Gupta and Toskes
2005). Funktionstests ermoglichen auf3erdem nicht die Diagnose einer CP,
sondern kénnen vielmehr die Folgen der Erkrankung und das Ausmal3 der Org-
anschadigung darstellen (Etemad and Whitcomb 2001). Am ehesten ist der
Sekretintest dann hilfreich, wenn ein unauffalliges CT bei hohem Verdacht auf
eine CP vorliegt (Nair et al. 2007).
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Es bestehen keine Leitlinien zur Therapie der CP, somit ist sie jeweils abhan-
gig von den Fahigkeiten des Behandelnden und den 6rtlichen Gegebenheiten
(Buchler et al. 2009). Als Grundlage der Therapie ist eine Anpassung des Le-
bensstils anzuraten, dazu gehdren Alkohol- und Zigaretten-Abstinenz, aul3er-
dem sollten im Laufe des Tages eher mehrere, aber kleine Portionen gegessen
werden (Banks et al. 2010). Es ist sinnvoll, die Schmerztherapie mithilfe eines
Schmerztherapeuten zu planen und nach WHO-Stufenschema vorzugehen
(Braganza et al. 2011). Die Enzymtherapie soll zum einen den Stoffwechsel
verbessern, zum anderen wird diskutiert, ob durch die so verminderte Sekretion
von Pankreassaft eine Schmerzlinderung zu erreichen ist (Banks et al.
2010).Hier gibt es widerspruchliche Daten, so dass die Enzymtherapie nachge-
wiesenermallen die exokrine Funktion des Pankreas unterstitzen kann, aber
die Symptomatik der CP nicht verbessert. Zur Therapie der Steatorrhoe wird
Lipase und bei Bedarf zusatzlich fettarme Diat und ein Protonenpumpenhem-
mer verordnet. Des Weiteren ist bei endokriner Insuffizienz eine Insulintherapie
indiziert. Ein endoskopisches Vorgehen ist unumstritten dann indiziert, wenn
eine distale Striktur des Pankreasgangs durch Stenteinlage therapiert werden
kann, oder um Pankreaspseudozysten mithilfe von EUS zu drainieren
(Braganza et al. 2011). Faktoren, die fir ein operatives Vorgehen sprechen
sind: vergebliche medikamentdse oderinterventionelle Therapie der Schmerzen,
Komplikationen wie Pseudozysten oder Obstruktionen des Gallengangs bzw.
Duodenums und der Verdacht auf eine maligne Neoplasie (Nair et al.
2007).Hierbei gibt es zwei Hauptverfahren. Zum einen die drainierende Opera-
tionstechnik mit Durchfihrung einer lateralen Pankreatikojejunostomie bei Pan-
kreaspseudozysten oder bei Pankreasgangverlegungen durch einen prominen-
ten Gangstein und konsekutivem Aufstau des Pankreasganges. Zum anderen
die resezierenden Verfahren, dazu gehort die Pankreatikoduodenektomie, die
sog. klassische Kausch-Whipple-Operation. Hierbei ist die Schmerzkontrolle mit
bis zu 85% deutlich besser, jedoch handelt es sich um einen sehr grof3en Ein-
griff mit entsprechenden Risiken. Die durch Prof. Beger entwickelte Duo-
denumerhaltende Pankreaskopfresektion hat weitestgehend die Whipple’'sche-
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Operation abgelost und zeigt klare Langzeiterfolge unter anderem im Bereich
der Schmerztherapie: von den Schmerzpatienten (anfanglich 93%) zeigen nach
5-7 Jahren nur noch 7-8% Schmerzen (Banks et al. 2010); (Braganza et al.
2011).

1.3 Pankreatische Neuropathie und neuropathische Schmerzen

Sowohl bei der CP als auch beim PCa sind verschiedene morphologische Ver-
anderungen im intra- und extrapankreatischen Nervensystem zu beobachten.
Im gesunden Pankreasgewebe sind eher vereinzelte, kleine Nerven zu finden,
die vorwiegend in den interlobularen Septen lokalisiert sind. Im Falle des PCa
oder der CP hypertrophieren die Nerven, und es kommt zu einer Dichtezunah-
me (Bockman et al. 1988).Beide Phdnomene korrelieren dabei mit der Schwere
und der Haufigkeit der Schmerzen der Patienten und sind mit dem neuropathi-
schen Schmerzsyndrom der Patienten assoziiert.

Die lokale pankreatische Neuritis, d.h. die Infiltration der intrapankreatischen
Nerven durch Immunzellen und dadurch eine Schédigung des Perineuriums,
war schon lange als typische Veranderung der CP bekannt. Ceyhan et al. ge-
lang es aber nachzuweisen, dass die Neuritis beim PCa sogar starker ausge-
pragt ist als bei der CP. Dabei zeigte sich zudem, dass mit dem Ausmald der
Neuritis auch die schon erwdhnte Hypertrophie und Dichtezunahme anstieg
(Ceyhan et al. 2009). AuRerdem ergab sich eine positive Korrelation zwischen
dem Grad der Neuritis und der Schmerzintensitat und -frequenz (Ceyhan et al.
2009).

Ein weiteres pathormorphologisches Charakteristikum des PCa ist die gezielte
neurale Invasion (NI) durch Karzinomzellen. Auch hierbei kommt es zu einer
Schadigung des Perineuriums und die Karzinomzellen penetrieren in den peri-
neuralen Raum und befallen teilweise auch die perineuralen Epithelzellen. Dar-
Uber hinaus gelingt es ihnen, in das Endoneurium einzudringen und so in direk-
ten Kontakt mit Axonen und Schwann’schen Zellen zu treten. Diese

endoneurale Invasion ist die schwerste Form der NI und ist unmittelbar mit der
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Schwere der Schmerzen und somit dem neuropathische Schmerzphdnomen
assoziiert (Ceyhan et al. 2009). Allerdings kann diese Schadigung nicht allein
fur die Schmerzen verantwortlich sein, denn 24% der Patienten mit PCa und NI
haben gar keine Schmerzen. Friher wurde die Theorie vertreten, dass die NI
dadurch entsteht, dass im perineuralen Raum ein besonders geringer Wider-
stand besteht. Inzwischen geht man aber davon aus, dass das dortige Mikromi-
lieu sich positiv auf die Karzinomausbreitung auswirkt und die Karzinomzellen
eine hohe Attraktion zu den Nerven erhalten (Bockman et al. 1994). NI tritt in
bis zu 100% Féallen des PCas auf und ist nicht nur auf intrapankreatische Ner-
ven begrenzt, sondern auch im extrapankreatischen Nervenplexus zu finden
(Ceyhan et al. 2009). Diese hohe Penetranz der NI konnte in keiner anderen
gastrointestinalen Malignitat beobachtet werden (Liebl et al. 2014).

Ein relativ neuer Begriff ist das neurale Remodelling. Er entstand in Folge von
Untersuchungen, die zeigten, dass CP und PCa Veranderungen in der autono-
men Innervation hervorrufen. Ceyhan et al. konnten nachweisen, dass der An-
teil an sympathischen Fasern in Nerven bei NP, CP und PCa unterschiedlich
ist: Sowohl in der CP als auch beim PCa war der prozentuale Anteil an sympa-
thischen Nervenfasern signifikant niedriger als im NP. Beim PCa war zudem die
Anzahl der sympathischen Nervenfasern umso niedriger, desto ausgepragter
die neurale Invasion war. In der CP hatten die Nerven mit Endoneuritis einen
signifikant niedrigeren Anteil an sympathischen Fasern verglichen mit den Ner-
ven ohne Neuritis. Dasselbe Phdnomen zeigte sich beim PCa, jedoch waren die
Ergebnisse hierfur nicht signifikant. Die Untersuchungen hinsichtlich der pa-
rasympathischen Innervation zeigten beim allgemeinen Vergleich nur geringe
Unterschiede zwischen NP, CP und PCa: bei der CP liel3 sich ein tendenziell
hoherer Anteil an cholinergen Fasern nachweisen. Allerdings war im PCa der
Anteil an cholinerge Fasern bei perineuraler Invasion vermindert und bei endo-
neuraler Invasion nahezu verschwindend gering, verglichen mit Nerven ohne
Krebszellinvasion. Sowohl im PCa als auch in der CP war das Ausmal3 der
Neuritis wiederum ausschlaggebend fur die Reduzierung des Gehalts an choli-

nergen Fasern in den Nerven. Um zu sehen, ob die qualitativ veranderte Inner-
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vation des Pankreas in Verbindung steht mit der Schmerzsituation, wurde die
Immunoreaktivitat in Relation gesetzt mit der Schmerzintensitat, die die Patien-
ten angegeben hatten. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass bei der CP
bei Schmerzpatienten der Anteil an sympathischen Fasern signifikant erniedrigt
war. Dies zeigte sich auch beim PCa, aber ohne statistische Signifikanz. Des
Weiteren konnte bei Patienten mit einer CP und Schmerzen eine signifikante
Abnahme an cholinergen Fasern nachgewiesen werden (Ceyhan et al. 2009).
Der Schmerz ist beim PCa und der CP eines der leitenden Symptome, jedoch
sind bei beiden Erkrankungen die genauen Mechanismen der Schmerzentste-
hung bisher nicht ganzlich geklart. Die oben genannten Veranderungen, welche
als pankreatische Neuropathie zusammengefasst werden kénnen, zeigen zum
ersten Mal eine direkte Kausalitat zur Entstehung der Schmerzen in diesem
speziellen Patientenkollektiv. Fur beide Krankheitsbilder wurden unterschiedli-
che Modelle der neuropathischen Schmerzgenerierung entwickelt. Dabei schei-
nen verschiedene molekulare Stoffe eine Rolle zu spielen, deren Expression im
Falle der CP und des PCa erhoht ist. Dazu gehodren der nerve growth factor
(NGF) mit seinen RezeptorenTrkA und p75, der brain derived neurotrophic fac-
tor (BDNF), das zur Familie der glial cell line derived neurotrophic factors
(GNDF) gehorende Artemin mit seinem Rezeptor GFRalpha3, Substanz P (SP)
mit seinen Rezeptor NK-1R und der transient receptor potential vanilloid type 1
(TRPV1). Wahrend fur NGF, TrkA, Artemin, NK-1R und TRPV1 bei der CP be-
reits eine Korrelation zwischen Expressionshéhe und Schmerzintensitat nach-
gewiesen werden konnte, ist dies beim PCa bisher nur fir Artemin, NGF und
TRPV1 erfolgt. In einem komplexen Wechselspiel unterhalten diese Faktoren
Entziindungsprozesse, bedingen Nervenwachstum,-regeneration und -
proliferation, erh6hen die Invasivitat von Karzinomzellen und beginstigen deren
Verbreitung im perineuralen Raum (Ceyhan et al. 2008); (di Mola and di
Sebastiano 2008); (Di Sebastiano et al. 2004).
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1.4 Aktivierte Gliazellen und neuropathische Schmerzen

Wenn auch verschiedene Prozesse neuropathische Schmerzen hervorrufen, so
haben alle eines gemeinsam: die Entziindung im Bereich des geschadigten
Nervs. Eine wesentliche Vermittlerrolle zwischen Immunsystem und Nervensys-
tem spielen dabei die Gliazellen (Vallejo et al. 2010).Bereits 1851 zeigte Waller,
dass in Folge einer Nervenverletzung das Axon distal der Verletzung degene-
riert. Dieser Prozess ist heute unter dem Begriff ,Waller’'sche Degeneration®
bekannt. Diese Vorgange sind fundamental wichtig bei der Entstehung von neu-
ropathischen Erkrankungen und korrelieren mit der Entwicklung der neuropathi-
schen Schmerzsyndrome (Myers et al. 2006). Inzwischen weil3 man, dass es im
Falle einer Nervenverletzung im PNS innerhalb von Minuten zu einer lokalen
Reaktion kommt. Diese umfasst unter anderem die Aktivierung von
Schwann’schen Zellen tber das auf der Axonmembran freigelegte Membran-
protein Neuregulin. Dieses wir von den Schwann’schen Zellen Uber deren
erbB2- und erbB3- Rezeptoren erkannt (Guertin et al. 2005). Es folgen
Demyelinisierung, Proliferation und Dedifferenzierung der Schwann’schen Zel-
len, Axonaussprossung und schlie3lich Remyelinisierung. Dabei bilden die
Schwann’schen Zellen eine Struktur, die den sich regenerierenden Axonen den
Weg vorgibt. Zu den diese Prozesse steuernden Substanzen gehdren NGF
und GDNF, die auch direkt Nozizeptoren aktivieren und sensibilisieren kénnen.
Zudem werden sowohl von der peripheren Glia, als auch von Makrophagen,
Mastzellen und Granulozyten pro- und antiinflammatorische Cytokine ausge-
schuttet (Esper and Loeb 2004); (Scholz and Woolf 2007). Neben dieser loka-
len Reaktion sind weitere Prozesse zu beobachten. Im Spinalganglion erfolgt
eine Invasion durch Makrophagen und T-Lymphozyten, die Uber freigesetzte
Cytokine ebenfalls eine Aktivierung der Nozizeptoren auslosen kdnnen. Aul3er-
dem kommt es im Hinterhorn im Bereich der Synapse der schmerzibertragen-
den Neuronen zur Aktivierung von Astrozyten und Mikroglia. Diese wird durch
die infolge des Schmerzreizes ausgeschitteten Neurotransmitter initiiert
(Vallejo et al. 2010). Nach primérer Erregung der Glia kann dann eine Amplifi-
zierung und Aufrechterhaltung des Aktivierungszustands erfolgen. Clark et al
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haben gezeigt, dass nach Aktivierung von Mikroglia durch z.B. ATP und Sub-
stanz Pdas Chemokin Fractalkine zur Beibehaltung dieses Zustand beitragt
(Clark et al. 2009); (Smith 2010); (Vallejo et al. 2010). Infolge der Aktivierung
verandert sich die Morphologie und Funktion der Gliazellen. Astrozyten hyper-
trophieren und das saure Gliafaserprotein (glial fibrillary acidic protein/ GFAP)
wird vermehrt exprimiert. Es ist einer der Hauptbestandteile der Intermediar-
filamente in Astrozyten (Garrison et al. 1991). AulRerdem werden proinflamma-
torische Cytokine (z.B. IL-18) gebildet und freigesetzt (Guo et al. 2007). Mikrog-
liazellen hypertrophieren ebenfalls, proliferieren und exprimieren verstarkt
Rezeptoren auf ihrer Oberflache wie z.B. den Komplementrezeptor C3, der mit
Adhasion, Migration und Phagozytose assoziiert ist, oder Scavenger Rezepto-
ren, die ebenfalls mit Phagozytose assoziiert sind (Watkins and Maier 2003).
Zudem produzieren die aktivierten Gliazellen verschiedene Substanzen wie z.B.
BDNF (Coull et al. 2005) oder auch IL-18 (Clark et al. 2006). Die Folge dieser
Prozesse ist eine Verdnderung der Nervenleitung und eine auf diesem Wege
veranderte Schmerzwahrnehmung. So wurde in Untersuchungen gezeigt, dass
BDNF Uber eine Veranderung der lonenstréme zu taktiler Allodynie fihrt (Coull
et al. 2005); (Tsuda et al. 2003). IL-1B dahingegen fluhrt Gber Phosphorylierung
des NMDA-Rezeptors zu neuraler Plastizitat und schlie3lich zu Hyperalgesie
(Guo et al. 2007).
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2 Ziele der vorgelegten Arbeit

Gliazellen spielen in der Entstehung von neuropathischen Schmerzen eine we-
sentlich wichtigere Rolle als lange Zeit angenommen. lhre Bedeutung, Aktivie-
rungswege und funktionellen Veranderungen waren zunehmend Thema von
Untersuchungen in den vergangenen Jahren. Dabei wurde aber der Schwer-
punkt vor allem auf die Glia des Zentralen Nervensystems (ZNS) gesetzt, das
heil3t vor allem auf die Astro- und Mikroglia. Weniger umfassend wurde bisher
die Glia des peripheren Nervensystems (PNS), die Schwann’schen Zellen, un-
tersucht. Die umfassenden pathologischen Veradnderungen der Nerven im
Rahmen des Pankreaskarzinoms und der chronischen Pankreatitis, die man
unter dem Begriff pankreatische Neuropathie zusammenfassen kann, lassen
aber vermuten, dass die periphere Glia im Rahmen dieser Erkrankungen eine

durchaus wichtige Rolle spielt.

Daher war das erste Ziel dieser Arbeit, den Aktivierungsgrad der
Schwann’schen Zellen in NP, PCa und CP zu bestimmen. Hierflir wurden zwei
verschiedene gliale Aktivierungsmarker verwendet: Glial fibrillary acidic protein
(GFAP), das der Hauptbestandteil der Intermediarfilamente in Astrozyten ist
und im Falle einer Glia-Aktivierung vermehrt exprimiert wird, sowie Protein 75
(p75). Es wurde ursprunglich angenommen, dass GFAP astrozytenspezifisch
sei. Inzwischen hat sich aber gezeigt, dass es auch in peripherer Glia und sogar
in nicht glialen Strukturen auf3erhalb des ZNS exprimiert wird (Hainfellner et al.
2001). In gesunden Nerven stellt Vimentin den gré3ten Anteil der Intermediar-
filamente in den Schwann’schen Zellen. Kommt es aber zu einem Verlust des
Kontaktes zwischen den Schwann’schen Zellen und Axon, wie z.B. bei der Wal-
ler’'schen Degeneration, so wird vermehrt GFAP gebildet (Bianchini et al. 1992).
Zum anderen wurde der Neurotrophinrezeptor p75 als Marker fur aktivierte Gli-
azellen verwendet (Lambertsen et al. 2007). P75 bindet alle Neurotrophine,
wozu NGF und BDNF gehdren, allerdings alle gleichermal3en mit geringer Affi-
nitdt. Dahingegen binden die Neurotrophinrezeptoren der Tyrosinkinasefamilie

jeweils nur einen Teil der Neurotrophine, diese aber mit hoher Affinitat. Dazu

22



gehort TrkA, ein weiterer Rezeptor fur NGF (Barker and Murphy 1992). Die Wir-
kungsweise von p75 ist aul3erst komplex und bisher nicht voll verstanden, denn
er agiert nicht nur alleine als Rezeptor, sondern auch als Corezeptor zusammen
mit TrkA. Als Co-Rezeptor verstarkt er die Bindungsaffinitat von TrkA und die
Effekte von NGF auf die jeweilige Zelle, wahrend er allein exprimiert auch pro-
apoptotisch wirken kann. Eine wesentliche Rolle spielt p75 fur die axonale Re-
generation nach Nervenverletzungen im PNS. Tritt eine Verletzung ein, wird
p75 in Schwann’schen Zellen deutlich hochreguliert. Dieser Zustand hélt an, bis
der Axon-Schwannzellkontakt wieder hergestellt wurde und eine Remyelinisie-
rung erfolgt ist (Zhou and Li 2007).

Vorhergehende Untersuchungen hatten gezeigt, dass es in Folge der pankrea-
tischen Neuropathie zu einer Abnahme der sympathischen Innervation kommt
(Ceyhan et al. 2009). Da bei der CP und beim PCa eine erhdhte Dichte und
eine Hypertrophie der Nerven vorliegen, stellt sich die Frage, von welcher Qua-
litat die Fasern in diesen hypertrophen Nerven sein kdnnten? Es ist anhand des
neuropathischen Schmerzsyndroms in der CP und im PCa denkbar, dass es
sich um nozizeptive C-Fasern, also unmyelinisierte Nervenfasern, handeln
konnte. Daher war das zweite Ziel der Arbeit, den Myelinisierungsgrad der int-
rapankreatischen Nervenfasern in NP, PCa und CP zu bestimmen. Hierflr wur-
de der Myelinisierungsmarker Neurofilament H (NFH)verwendet. Es handelt
sich dabei um die schwere Kette von Intermediarfilamenten des neuronalen und
axonalen Cytoskeletts. Es ist erwiesen, dass die Myelinisierung eines Neurons
mit der Anzahl von NFH im Axon positiv korreliert. Somit lasst sich NFH als

Marker fur den Myelinisierungsgrad verwenden (Hsieh et al. 1994).

Schlussendlich stellt sich die Frage, ob der Aktivierungszustand der Glia und
der Myelinisierungsgrad der Nervenfasern von klinischer Bedeutung sind. Um
dies zu beantworten wurden die Glia-Aktivierung und der Myelinisierungsgrad-
mit den intrapankreatischen neuropathischen Veranderungen, der NI, der Neuri-

tis und der Schmerzsymptomatik der Patenten korreliert.
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3 Material und Methoden

3.1 Reagenzien

Folgende chemische Reagenzien wurden fur die Studie verwendet:

Aqua destillata

DAKO Envisionsystem HRP rabbit, DAKO (Hamburg, Deutschland)
DAKO Envisionsystem HRP mouse, DAKO (Hamburg, Deutschland)
Eosin G-L6sung 0,5%, Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Ethanol, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Formaldehyd 4%, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Meyers Hamalaunlésung, Merck (Darmstadt, Deutschland)
Monoklonal Anti-Neurofilament 200, Sigma (Saint Louis, MO, USA)
Monoklonal Anti-NGFR p75, Sigma (Saint Louis, MO, USA)

NaCl, Merck (Darmstadt, Deutschland)

Normal goatserum, Invitrogen (Gaithersburg, MD, USA)

PBS, Dulbecco (Berlin, Deutschland)

Polyklonal Anti-GFAP, DAKO (Hamburg, Deutschland)

Polyklonal Anti-PGP 9.5, DAKO (Hamburg, Deutschland)

Roticlear, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Triton X-100, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Trizma Base, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland)
Tween-20, Organics (New Jersey, USA)

Vecta Mount Mounting Medium, Vector Laboratories (Chicago, USA)
Wasserstoffperoxid 30%, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

3.2 Laborgerate und Labormaterialien

Folgende Gerate und Materialien wurden verwendet:

Deckglaser: 24x24mm, Menzel (Braunschweig, Deutschland)
Kamera: AxioCamlcC3, Zeiss (Jena, Deutschland)

Kamerasoftware: Axio Vision Rel.4.8
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Magnetischer Mixer: MSH-basic, IKA (Staufen, Deutschland)
Mikroskop: Axioskop 40, Zeiss (Jena, Deutschland)
Mikrotom: RM2255, Leica (Wetzlar, Deutschland)
Objekttrager: Menzel (Braunschweig, Deutschland)
Schittler: MTS4, IKA (Staufen, Deutschland)

Software ImageJ 1.36b, Wayne Rasband

Software Graph Pad Prism 5 (La Jolla, CA, USA)

3.3 Patienten und Gewebe

Bei den Untersuchungen wurde zwischen drei Gruppen unterschieden: Gesun-

de, im Folgenden als normales Pankreas (NP) benannt, Patienten mit duktalem

Adenokarzinom des Pankreas (PCa) und Patienten mit chronischer Pankreatitis

(CP). Die Aufteilung in die drei Gruppen war wie folgt:

20 Patienten (n=20) mit PCa, dabei war das Geschlechterverhaltnis
mannlich zu weiblich 14:6, das mittlere Alter war 62 Jahre. Nach der
UICC Klassifikation 2002 befanden sich 3 Patienten im Stadium lla, 16
Patienten im Stadium Ilb und 1 Patient im Stadium Ill. Das Tumorgrading
lautete bei 12 Patienten ,malig differenziert, bei 7 Patienten ,schlecht
differenziert®, bei 1 Patienten war es nicht beurteilbar.

20 Patienten (n=20) mit chronischer Pankreatitis (CP), in dieser Gruppe
war die Geschlechterverteilung ménnlich zu weiblich 16:4 und das mittle-
re Alter lag bei 42 Jahren. Die Atiologie der chronischen Pankreatitis war
wie folgt verteilt: Alkoholtoxische CP (n=10), Idiopathische CP (n=5), Au-

toimmune CP (n=2), Bilidare CP (n=1), sonstige Ursachen (n=2).

Das Gewebe wurde bei diesen zwei Gruppen im Rahmen einer Pankreaskopf-

resektion gewonnen. Praoperativ erfolgte eine Aufklarung der Patienten und sie

willigten schriftlich ein.

10 Patienten (n=10) ohne Pankreaserkrankung (NP). Um dieses Gewebe

zu erhalten, wurde im Falle von Organspenden, die zur Transplantation
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nicht vermittelt werden konnten, das gesunde Pankreas fir Forschungs-
zwecke genutzt.
In allen drei Gruppen entstammte das Gewebematerial dem Pankreaskopf, es
wurde zerteilt, sofort in 4% Formaldehyd fixiert und anschlieRend in Paraffin
eingebettet.
Vor Durchfiihrung der Studie wurde eine Genehmigung der Ethikkomission der

Technischen Universitat Munchen eingeholt.

3.4 Immunohistochemie

Zur Durchfuhrung der Immunohistochemie wurden die in Paraffin eingebetteten
Gewebe (NP, PCa und CP) mittels Mikrotom in 3um starke Proben geschnitten
und auf Objekttrager aufgebracht. Es erfolgte eine Untersuchung der Immuno-
reaktivitat fur die folgenden Proteine: den panneuronalen Marker Protein Gene
Product 9.5 (PGP 9.5), den Myelinisierungsmarker Neurofilament H (NFH) und
die glialen Aktivierungsmarker Glial-Fibrillary-Acidic-Protein (GFAP) und p75-
Rezeptor (p75). Dazu wurden Verdinnungen der primaren Antikorper, wie in
Tabelle 1 aufgefuhrt, angefertigt. Das erfolgte im Falle von PGP 9.5 mittels
normal goatserum, die restlichen Antikérper wurden mit Trisbufferedsaline
/Tween 20 (TBST) verdunnt. Nach Deparaffinisierung mittels Roticlear und Re-
hydrierung mittels absteigender Ethanolreihe wurden die Schnitte mit Triton X-
100 behandelt, um die Zuganglichkeit fir die Antikdrper zu verbessern. Nach
Ausschaltung der Gewebsperoxidase mittels 30-prozentigenHydrogenperoxids
wurden die Gewebsschnitte mit den verdiinnten Antikérpern tber Nacht in einer
feuchten Kammer bei 4°C inkubiert. Die Negativ-Kontrollen wurden mit nicht-
markierten Antikorpern derselben 1gG- bzw. IgM- Subklassen inkubiert. Am
nachsten Tag erfolgte die Darstellung der proteingebundenen Antikérper mithil-
fe des DAKO Envision Systems, das jeweils der Spezies des Antikérpers ent-
sprechend ausgewahlt wurde. Dabei diente DAB als Chromogen. Abschlie3end
wurden die Schnitte mittels aufsteigender Ethanolreihe wieder dehydriert und

nach Spilen mit Roticlear mit Vecta Mount Mounting Medium eingedeckt.

26



Antikorper Spezies Typ Verdinnung Hersteller

Anti-PGP 9.5 | Kaninchen Polyklonal 1:1000 DAKO
Anti-NFH Maus Monoklonal 1:2000 Sigma
Anti-GFAP Kaninchen Polyklonal 1:2000 DAKO
Anti-p75 Maus Monoklonal 1:20000 Sigma

Tab. 1, Primére Antikorper

3.5 Quantitative  Analyse der antigenspezifischen neuronalen
Immunoreaktivitat

Um zu bestimmen, welcher Anteil eines jeden Nervs immunhistochemisch an-
gefarbt wurde, wurden alle Schnitte morphometrisch analysiert. Die beschrie-
bene Vorgehensweise war zuvor durch Ceyhan und Demir in einer umfassen-
den Arbeit bereits etabliert worden (Ceyhan et al. 2009). Die angefarbten
Schnitte wurden mit einem Lichtmikroskop (Axioskop 40, Zeiss), das mit einer
Kamera (Axio Cam ICc3, Zeiss) ausgestattet war, untersucht. Um den jeweili-
gen Nerven in den verschiedenen Farbungen richtig zuordnen zu kdénnen, wur-
den die entsprechenden PGP 9.5- und HE- (Haematoxilin und Eosin) gefarbten
Schnitte zu Hilfe genommen. So war eine korrekte Lokalisation der Nerven
moglich. Nach Zuteilung einer Nummer wurde der Nerv in den verschiedenen

Farbungen abfotografiert.

Um daraufhin die neurale Immunoreaktivitdt des jeweiligen Antigens zu be-
stimmen, wurde die ImageJ Software (ImageJ 1.36b, Wayne Rasband) ver-
wendet. Dazu wurde bei jeder Fotografie der Nerv markiert und dann die RGB
(Red-green-blue) Darstellung des Bildes in eine 8-bit Darstellung umgewandelt.
Anschliel3end wurde mittels der Threshold-Funktion eine Anfarbung des mar-

kierten Gebietes vorgenommen, wobei ein voreingestellter Schwellenwert als
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Hilfe diente. Die Software ermittelte dann automatisch den prozentualen Anteil
der angefarbten Flache an der Gesamtfliche des Nervs. Dieser Anteil ent-
sprach dem immunhistochemisch angefarbten Anteil des Nervs, d.h. der Neuro-
immunoreaktivitat (siehe Abbildung 1).

” 1. Mithilfe von PGP 9.5- und HE-Farbung
.;‘;:_» \ lokalisierter und abfotografierter Nerv, hier
o e . . .
- kc*'\ beispielhaft eine GFAP-Farbung
".7;’.(:3 e
€ 2. Freihandmarkierung des Nervs
pest
-';S %N
'uef.'kj
T 3. Umwandlung von der RGB-Darstellung in
By eine 18-bit Darstellung
b
‘,.“ ., .‘.‘ '
\\:‘“‘?\%\
4. Markierung der immunhistochemisch an-
gefarbten Flache mittels eines Graustufen-
i Gomea schwellenwerts, anschlieRend automatische
:%‘ Bestimmung des prozentualen Anteils dieser
" ) Flache an der Gesamtflache des Nervs

Abb. 1, Schritte der Vermessung der pankreatischen Nerven mittels ImageJ zur Be-
stimmung der neuralen Immunoreaktivitat (Vergrof3erung 40-fach).

Von jedem Patienten wurden zwei Schnitte untersucht, die mindestens 30um
voneinander entfernt waren. Bei jedem Schnitt wurde von allen lokalisierten
Nerven ein Mittelwert der Immunoreaktivitat gebildet und von den zwei Schnit-

ten eines Patienten dann wiederum ein Mittelwert bestimmt. Dies zeigte die in-
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dividuelle Immunoreaktivitat jedes einzelnen Patienten an. Im Durchschnitt wur-
den pro Patient mit gesundem Pankreas 20 Nerven untersucht, bei den Karzi-
nom- und Pankreatitis-Patienten wurden im Durchschnitt 67 bzw. 65 Nerven.
Insgesamt wurden ca. 3000 Nerven in jeweils vier Farbungen (GFAP, p75,

NFH, HE) fotografiert und anschlieRend deren Immunoreaktivitat bestimmt.

3.6 Histopathologische Analyse der Neuropathie

Um die pankreatische Neuropathie beurteilen zu kdnnen, wurden aus jeder
Schnittreihe eines Patienten, also pro Patient zwei Schnitte, mit Hamatoxylin
und Eosin gefarbt. Dazu wurden die Praparate mittels Roticlear deparaffiniert
und mittels absteigender Alkoholreihe rehydriert. Nach 30-sekiindiger Farbung
mit Hamalaun wurden die Schnitte finf Minuten mit Aqua destillata gespilt und
anschlieBend 2-5 Sekunden mit Eosin eingefarbt. Nach dem Abwaschen der
Eosinloésung erfolgte die Dehydrierung mittels aufsteigender Alkoholreihe. Die
Schnitte wurden dann mit Roticlear gespult und mithilfe von Vecta Mount
Mounting Medium eingedeckt. Diese HE-gefarbten Schnitte wurden einer his-
tomorphologischen Untersuchung unterzogen, wobei das Ausmalf3 der pankrea-
tischen Neuritis und die Auspragung der neuralen Invasion durch Karzinomzel-
len beurteilt wurden. Dabei wurden die Ergebnisse der Immunoreaktivitat und
die klinischen Daten verblindet. Der Grad der Infiltration der Nerven durch Im-
munzellen wurde eingeteilt in nicht existent (Grad 0), Kontakt der Immunzellen
mit dem perineuralen Raum (Grad 1) und Infiltration des endoneuralen Raums
durch die Immunzellen (Grad Il). Vorgegangen wurde dabei nach dem von
Ceyhan et al. beschriebenen Scoringsystem (Ceyhan et al. 2007). Um das
Ausmal’ der neuralen Invasion zu beschreiben, wurde ebenfalls zwischen drei
Stufen unterschieden: keine neurale Invasion (Grad 0), perineurale Invasion
(Grad 1) und endoneurale Invasion (Grad Il). Diese Einteilung wurde ebenfalls
bereits beschrieben (Ceyhan et al. 2009). Abbildung 2 dient der Veranschauli-

chung der Scoringsysteme.
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Keine Neuritis Perineuritis Endoneuritis
Grad 0 Grad | Grad Il

Abb. 2.1, Neuritis

Keine Neurale Invasion Perineurale Invasion Endoneurale Invasion
Grad O Grad | Grad Il

AbDb.2.2, Neurale Invasion

Abb. 2.1. und 2.2., Scores fir die Beurteilung der pankreatischen Neuropathie. Die
Pfeile weisen auf die in das Peri- bzw. Endoneurium eingedrungenen Zellen hin
(Abb.2.1: Entziindungszellen, Abb.2.2: Karzinomzellen).

3.7 Schmerzbeurteilung

Bei allen Patienten mit Pankreaskarzinom und chronischer Pankreatitis wurde
vor der Operation der Schmerzstatus erfasst. Dazu wurde erfragt, ob der Pati-
ent unter Schmerzen leidet oder nicht.
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3.8 Statistik

Die statistischen Analysen wurden mithilfe der GraphPadPrism 5 Software
durchgefuhrt. Um die Datenverteilung zu bestimmen, wurde der Shapiro-Wilk-
Test durchgefuhrt. Zum Vergleich der neuralen Immunoreaktivitaten der drei
Gruppen NP, CP und PCa erfolgte eine einfache Analyse der Varianz (one-way
ANOVA), anschlieBend wurde Bonferroni’'s post hoc-Test angewandt. Um die
neurale Immunoreaktivitat der jeweiligen Untergruppen ,mit Schmerzen“ oder
,ohne Schmerzen“ miteinander zu vergleichen, wurde der Mann-Whitney U-
Test zu Hilfe genommen. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte als Mittelwert
+Standardfehler des Mittelwerts. Es wurde jeweils die zweiseitige Signifikanz
ausgerechnet und ein Effekt bei einem p-Wert von <0.05 als statistisch signifi-

kant angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Aktivierungsgrad der peripheren Glia in NP, CP und PCa

Das erste Ziel der Studie war, zu untersuchen, ob sich der Aktivierungszustand
der Schwann’schen Zellen in der CP oder im PCa von dem im NP unterschei-
det. Zunachst wurden die Nervenfaserqualitaten im Pankreasgewebe unab-
hangig von neuropathischen Veranderungen betrachtet. Dabei zeigte sich fur
die Neuroimmunoreaktivitat der glialen Aktivierungsmarker GFAP und p75 fol-
gendes Bild:

Die GFAP-Immunoreaktivitat zeigte in der chronischen Pankreatitis (31,6%z%
3,09%) keine wesentlichen Veradnderungen im Vergleich zum NP (31,9%z
4,84%). Dahingegen war die GFAP-Immunoreaktivitat im Falle des PCas deut-
lich vermindert (20,3%z* 2,68%), und unterschied sich zum NP und zur CP da-
bei signifikant (p<0,05; Abb.3; Abb.4A-C). Die Immunoreaktivitat fir p75 zeigte
im Falle der CP eine geringe Zunahme (62,7%z= 3,18%) im Vergleich zum NP
(56,0%= 6,12%), wobei die Immunoreaktivitat fir p75 im PCa ahnlich der fur
GFAP tendenziell vermindert war (41,2%z+ 5,29%) (Abb.3; Abb. 4, D-E). Die
Unterschiede erreichten dabei keine statistische Signifikanz.
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Abb.3, Darstelllung des Ausmaflies der Neuroimmunoreaktivitat von GFAP und p75 in
Gewebsschnitten von NP, CP und PCa.
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Abb.4, Gewebsschnitte von NP, CP und PCa mit Nervendarstellung, immunhistoche-
misch angefarbt mittels Antikérpern gegen GFAP (A-C) und p75 (D-F).

4.2 Myelinisierungsgrad der intrapankreatischen Nervenfasern in NP, CP
und PCa

Als weiterer Schritt wurde der Myelinisierungsgrad der intrapankreatischen Ner-
venfasern unabhangig von neuropathischen Veranderungen in NP, CP und
PCa untersucht. Fir den Myelinisierungsmarker NFH zeigten sich folgende Er-

gebnisse:
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Abb.5, Darstellung des AusmalRes der Neuroimmunoreaktivitat von NFH in Gewebs-
schnitten von NP, CP und PCa.
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Wahrend die Immunoreaktivitat fir NFH in der CP (34,4%z 3,33%) im Vergleich
zum NP Gewebe (35,0%z 3,40%) nahezu unverandert war, zeigte sich im PCa
eine signifikante Abnahme der Reaktivitat (20,7%z=+ 3,17%) sowohl indirektem
Vergleich mit NP (p<0,01) als auch mit der CP (p<0,01) (Abb.5; Abb.6).

Normales Pankreas Chronische Pankreatitis Pankreaskarzinom

A R S

NFH

Abb.6, Gewebsschnitte von NP, CP und PCa mit Nervendarstellung, immun-
histochemisch angefarbt mittels Antikdrper gegen NFH.

4.3 Aktivierungsgrad der peripheren Glia in CP und PCa in Abhangigkeit
von neuropathischen Veranderungen

AnschlieRend wurde die Neuroimmunoreaktivitat in Abhangigkeit der verschie-

denen neuropathischen Veranderungen, der Neuritis und der neuralen Invasion,

betrachtet.

4.3.1 Glia-Aktivierung und Neuritis in der CP

Zur Beurteilung der Neuritis wurde mittels des beschriebenen Scoringsystems
unterschieden zwischen keiner Neuritis (0), Peri-Neuritis (I) und Endo-Neuritis
(1. In der CP zeigten sich fur beide gliale Aktivierungsmarker nur geringgradige
Veranderungen in den Farbungseigenschaften. Bei GFAP konnte eine leichte,
tendenzielle Verminderung der Immunoreaktivitdt in den entzindeten Nerven
(Perineuritis (1) 31,2%+ 1,43% und Endoneuritis (I) 31,9%+ 1,68%) im Ver-
gleich zu Nerven ohne nervale Infiltration von Entzindungszellen (34,7%z
0,72%; Abb.7; Abb.8). Dahingegen unterschieden sich die Farbungen mit p75
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bei entziindeten Nerven (Perineuritis (I) 62,6%z+ 1,54% und Endoneuritis (I1)
63,6%= 1,76%) im Vergleich zu nicht entziindeten Nerven (63,1%z 0,72%) na-
hezu gar nicht (Abb.7; Abb.9).
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Abb.7, Abhéngigkeit der Neuroimmunoreaktivitat von GFAP und p75 vom Grad der
Neuritis (0= keine Neuritis, |= Peri-Neuritis, ll= Endo-Neuritis) in der CP.
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Abb.8, Schnitte von CP-Gewebemit Nervendarstellung, angefarbt mittels Antikorper
gegen GFAP (A-C) und HE (D-E), bei unterschiedlichen Schweregraden der Neuritis
(0, I, I);Pfeile weisen auf die in das Peri- bzw. Endoneurium eingedrungenen Entzin-
dungszellen hin.

Keine Neuritis (0) Peri-Neuritis (1) Endo-Neuritis (Il)

P75

HE

Abb.9, Schnitte von CP-Gewebemit Nervendarstellung, angefarbt mittels Antikorper
gegen p75 (A-C) und HE (D-E), bei unterschiedlichen Schweregraden der Neuritis (O, I,
I); Pfeile weisen auf die in das Peri- bzw. Endoneurium eingedrungenen Entziindungs-
zellen hin.
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4.3.2 Glia-Aktivierung und Neuritis im PCa

Ganz anders war das Bild im PCa: bei beiden Markern korrelierte die Zunahme
der Immunoreaktivitat positiv mit der Eindringtiefe der Entzindungszellen. Bei
GFAP steigerte sich die Immunoreaktivitat schrittweise vom gesunden Nerv
(20,4%=x 0,65%) Uber die Peri-Neuritis (22,2%z+ 1,06%) bis hin zur Endo-
Neuritis (24,2%z= 1,28%), wobei hier nur der Unterschied zwischen dem Neuritis
Grad 0 und Il signifikant war (p<0,01) (Abb.10; Abb.11). Dahingegen sah man
bei p75 eine gleichmallige Steigerung der Immunoreaktivitat mit zunehmenden
Eindringen der Entziindungszellen, doch war hier sowohl der Unterschied zwi-
schen gesunden Nerven (31,3% + 1,02%) und perineural entziindeten Nerven
(36,7% £ 1,85%) signifikant (p<0,01), als auch der zwischen gesunden Nerven
und endoneural entziindeten Nervendetektierbar(41,4% + 2,05%; p<0,005)
(A.10; Abb.12).
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Abb.10, Abhangigkeit der Neuroimmunoreaktivitat von GFAP und p75 vom Grad der
Neuritis (0= keine Neuritis, I= Peri-Neuritis, ll= Endo-Neuritis) im PCa.
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Keine Neuritis (0) Peri-Neuritis (1) Endo-Neuritis (I1)
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Abb.11, Schnitte von PCa-Gewebe mit Nervendarstellung, angefarbt mittels Antikorper
gegen GFAP (A-C) und HE (D-F), bei unterschiedlichen Schweregraden der Neuritis
(0, 1, II); Pfeile weisen auf die in das Peri- bzw. Endoneurium eingedrungenen Entzin-
dungszellen hin.
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Abb.12, Schnitte von PCa-Gewebemit Nervendarstellung, angefarbt mittels Antikorper
gegen p75 (A-C) und HE (D-F), bei unterschiedlichen Schweregraden der Neuritis (O, I,
I);Pfeile weisen auf die in das Peri- bzw. Endoneurium eingedrungenen Entziindungs-
zellen hin.
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4.3.3 Glia-Aktivierung und neurale Invasion im PCa

Anschliel3end wurde noch die gliale Aktivierung im PCa in direktem Vergleich
zur neuralen Invasion untersucht. Auch hier wurde das beschriebene Scoring-
system angewandt, um zwischen keiner Invasion (0), perineuraler Invasion (1)
und endoneuraler Invasion (Il) zu unterscheiden. Es zeigte sich in den GFAP-
Farbungen im Falle einer perineuralen Invasion (23,8%z+ 1,62%) ein Anstieg in
der Immunoreaktivitat im Vergleich zum intakten, nichtbefallenen Nerven
(21,4%= 1,19%) jedoch ohne Signifikanz. Bei der endoneuralen Invasion hinge-
gen bestand nahezu kein Unterschied (20,8%z 0,60%) zu nicht befallenen Ner-
ven (Abb.13; Abb.14). Dafur waren die Veranderungen der Immunoreaktivitat
fur p75 deutlicher. Bei perineuraler Invasion stieg die Farbintensitat im Ver-
gleich zu intakten Nerven (24,7%z+ 1,89%) stark an (42,1%z* 2,37%), im Falle
der endoneuralen Invasion (35,2%z+ 0,97%) war die Zunahme nicht ganz so
intensiv. Die Erhdhung der Farbeintensitat bei peri- und endoneuraler Invasion
war aber in Bezug auf die nichtinfiltrierten Nerven in beiden Fallen signifikant
(p<0,01) (Abb.13; Abb.15).
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Abb.13, Abhangigkeit der Neuroimmunoreaktivitat von GFAP und p75 vom Grad der
neuralen Invasion (0 = keine Invasion,l = perineurale Invasion,ll = endoneurale Invasi-
on) im PCa.
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Keine Invasion (0) Perineurale Invasion (1) Endoneurale Invasion(ll)

GFAP

HE

Abb.14, Schnitte von PCa-Geweben mit Nervendarstellung, angefarbt mittels Antikor-
per gegen GFAP und HE, bei unterschiedlichen Schweregraden der neuralen Invasion
(O, I, II); Pfeile weisen auf die in das Peri- bzw. Endoneurium eingedrungenen Karzi-
nomzellen hin.

Keine Invasion (0) Perineurale Invasion (I) Endoneurale Invasion (I1)
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Abb.15, Schnitte von PCa-Geweben mit Nervendarstellung, angefarbt mittels Antikér-
per gegen p75 und HE, bei unterschiedlichen Schweregraden der neuralen Invasion (0O,
I, I); Pfeile weisen auf die in das Peri- bzw. Endoneurium eingedrungenen Karzinom-
zellen hin.
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4.4 Myelinisierungsgrad der intrapankreatischen Nervenfasern in CP und
PCain Abhangigkeit von neuropathischen Veranderungen

Nun wurde der Frage nachgegangen, ob der Myelinisierungsgrad der intrapan-
kreatischen Nervenfasern von den neuropathischen Veranderungen - Neuritis

und neuraler Invasion- beeinflusst wird.

4.4.1 Myelinisierungsgrad und Neuritis bei der CP

Zunachst wurde wieder das Farbeverhalten im Falle entziindeter Nerven im
Vergleich zu nicht durch Entztindungszellen infiltrierten Nerven betrachtet. Es
zeigte sich in Patienten mit CP, dass mit Zunahme der Entziindung die Farbein-
tensitat fur den Myelinisierungsmarker NFH schrittweise abnahm. Im Falle der
Endo-Neuritis (30,4%z+ 1,80%) nahm die NFH Immunoreaktivitat im Vergleich
zu entzindungsfreien Nerven (37,0%z* 0,75%) signifikant (p<0,01) ab, aber
nicht in der Peri-Neuritis (34,1%zx 1,27%) (Abb.16; Abb.17).
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Abb.16, Abhangigkeit der Neuroimmunoreaktivitdt von NFH vom Grad der Neuritis (0=
keine Neuritis, I= Peri-Neuritis, 1I= Endo-Neuritis) in der CP.
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Abb.17, Schnitte von CP-Gewebemit Nervendarstellung, angeféarbt mittels Antikdrper
gegen NFH (A-C) und HE (D-F), bei unterschiedlichen Schweregraden der Neuritis (O,
[, II);Pfeile weisen auf die in das Peri- bzw. Endoneurium eingedrungenen Entzin-
dungszellen hin.

4.4.2 Myelinisierungsgrad und Neuritis im PCa

Gegensatzlich dazu fielen die Ergebnisse beim Pankreaskarzinom aus.
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Abb.18, Abh&ngigkeit der Neuroimmunoreaktivitat von NFH vom Grad der Neuritis (0=
keine Neuritis, 1= Peri-Neuritis, II= Endo-Neuritis) im PCa.

Hier zeigte sich eine schrittweise Zunahme der Neuroimmunoreaktivitat fur

NFH, je starker die Auspragung der neuralen Entziindung war. Dabei waren die
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Ergebnisse sowohl fur die Peri-Neuritis (21,6%z+ 1,20%) (p<0,05), als auch fur
die Endo-Neuritis (25,5%z= 1,34%) (p<0,005) im Vergleich zu nicht entziindeten
Nerven (19,4%z= 0,69%) signifikant (Abb.18; Abb.19).
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Abb.19, Schnitte von PCa-Gewebemit Nervendarstellung, angefarbt mittels Antikdrper
gegen NFH (A-C) und HE (D-F), bei unterschiedlichen Schweregraden der Neuritis (0O,
[, 11); Pfeile weisen auf die in das Peri- bzw. Endoneurium eingedrungenen Entzin-
dungszellen hin.

4.4.3 Myelinisierungsgrad und neurale Invasion im PCa

Abschlie3end erfolgte noch die Untersuchung der Myelinisierung im Falle der
neuralen Invasion. Hier fiel eine verstarkte NFH-Immunoreaktivitat bei Nerven
mit perineuraler Invasion auf (23,1%z+ 1,58%), die signifikant im Verhaltnis zu
nicht infiltrierten Nerven war (20,0%z+ 1,55%) (p<0,05). Bei endoneuraler Inva-
sion waren keine wesentlichen Veranderungen zu beobachten (20,6%z+ 0,61%)
(Abb.20, Abb.21).

43



NFH Immunoreaktivitit

§ 301
B | p<0.05_|
I I
2 20- I
[=]
c
3
E
.é 104
=
@
=
R o T T
0 I
Abb.20, Abh&ngigkeit der Neuroimmunoreaktivitat von NFH vom Grad der neuralen
Invasion (0 = keine Invasion, | = perineurale Invasion, | = endoneurale Invasion) im
PCa.
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Abb.21, Schnitte von PCa-Geweben mit Nervendarstellung, angefarbt mittels Antikoér-
per gegen NFH(A-C) und HE(D-F), bei unterschiedlichen Schweregraden der neuralen
Invasion (0O, I, Il); Pfeile weisen auf die in das Peri- bzw. Endoneurium eingedrungenen
Karzinomzellen hin.
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4.5 Intrapankreatische neuropathische Veranderungen und
Schmerzsymptomatik der Patienten

Um herauszuarbeiten, ob die Unterschiede der glialen Aktivierung und des
Myelinisierungsgrads magliche Auswirkungen auf die Schmerzsymptomatik ha-
ben, erfolgte eine Korrelation der Immunoreaktivitdt der drei Marker in der CP

und im PCa.

4.5.1 Glia-Aktivierung und Schmerzzustand

Es zeigte sich bei beiden Markern, dass in Geweben von Patienten ohne
Schmerzen die Farbeintensitat hoher ausfallt als bei Patienten mit abdominellen
Schmerzen. Bei Patienten mit CP waren die Unterschiede eher geringer ausge-

pragt und waren nicht signifikant.

CP Schmerzen Keine Schmerzen
GFAP 28,0% + 3,58% 34,9% + 4,85%
p75 59,7% + 4,81% 65,4% + 4,26%

Tab. 2, Neuroimmunoreaktivitat fur GFAP und p75 bei der CP

Im Falle des PCa waren die Unterschiede jedoch deutlicher zu sehen und fur
GFAP auch signifikant (p<0,01).

PCa Schmerzen Keine Schmerzen
GFAP 13,5% + 2,67% 27,1% + 3,59%
p75 37,7% + 7,10% 44 7% + 8,06%

Tab. 3, Neuroimmunoreaktivitat fir GFAP und p75 beim PCa
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Abb.22, Abhangigkeit der Neuroimmunoreaktivitat von GFAP und p75 vom Schmerz-
zustand in CP und PCa.

4.5.2 Mpyelinisierung und Schmerzzustand

Bei der Untersuchung des Einflusses des Myelinisierungsgrads auf das
Schmerzverhalten zeigte sich ein etwas anderes Bild: Wahrend bei der CP die
NFH-Immunoreaktivitat bei Schmerzpatienten und schmerzfreien Patienten na-
hezu identisch war, zeigte sich im PCa ein gro3erer Unterschied zwischen den

beiden Patientengruppen.

CP

Schmerzen Keine Schmerzen

NFH 34,1% + 5,85% 34,7% * 3,85%

Tab. 4, Neuroimmunoreaktivitat fir NFH bei der CP

PCa Schmerzen Keine Schmerzen

NFH 14,6% + 3,62% 26,8% * 4,60%

Tab. 5, Neuroimmunoreaktivitat fr NFH beim PCa
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Abb.23, Abhéngigkeit der Neuroimmunoreaktivitdt von NFH vom Schmerzzustand in
CP und PCa.
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5 Diskussion

In der vorgelegten Arbeit konnte erstmalig demonstriert werden, dass es im
PCa zu einer signifikanten Unterdriickung der glialen Aktivierung und zu einer
Abnahme der Myelinisierung der intrapankreatischen Nerven kommt. Pankrea-
tische neuropathische Veradnderungen, wie die intrapankreatische Neuritis als
auch die neurale Invasion im PCa, zeigten sich am starksten vor allem in myeli-
nisierten Nerven, wohingegen in der CP vor allem die unmyelinisierten Nerven

neuropathisch verandert waren.

5.1 Aktivierungszustand der intrapankreatischen Glia in CP und PCa
Vielschichtige neuropathische Veradnderungen sind, wie ausfuhrlich erlautert,
typisch fur die CP und das PCa. Daher stellte sich die Frage, ob und wie sich
erhohte Nervendichte, Nervenhypertrophie, Neuritis und neurale Invasion auf
die intrapankreatische Glia auswirken.

Im ZNS gehort die vermehrte Expression von GFAP neben Proliferation, Hy-
pertrophie und Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen und neurotro-
phen Faktoren zu den wichtigsten Merkmalen der Gliaaktivierung (Vallejo et al.
2010). Es ist aulBerdem bekannt, dass es infolge einer Nervenverletzung im
PNS, mit daraus resultierendem Verlust des Axon-Schwannzellkontakts, zur
glialenAktivierung kommt und sich der Phanotyp der Schwann’schen Zellen
drastisch verandert. Es erfolgen Proliferation und Dedifferenzierung, die
Schwann’schen Zellen erwerben Fahigkeiten wie Phagozytose und sezernieren
Stoffe, die Axonwachstum und Remyelinisierung veranlassen, aber auch Ent-
zundungsprozesse vermitteln (z.B. Interleukine) und Nozizeptoren aktivieren
(z.B. NGF, BDNF) (Scholz and Woolf 2007). Um nun den Aktivierungszustand
der intrapankreatischen Glia zu bestimmen, wurden Untersuchungen durchge-
fuhrt, die sich mit Sox10, einem wesentlichen Transkriptionsfaktor der
Schwann’schen Zellen befassten. Besonders auffallig ist, dass Sox10 nicht nur
in den Schwann’schen-Vorlauferzellen exprimiert wird, sondern auch in reifen
myelinisierenden und nichtmyelinisierenden Schwann’schen Zellen (Kuhlbrodt
et al. 1998). Die signifikante Reduktion von Sox10 beim PCa und der CP liel3
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die Uberlegung aufkommen, ob es im Rahmen der intrapankreatischen Neuro-
pathie zu einer Schwannzell-Apoptose kommt, oder ob infolge der Dedifferen-
zierung der Schwann’schen Zellen die Transkription von Sox10 herunter regu-
liert wird. Gleichzeitig wurde jedoch eine Hochregulierung von Nestin
beobachtet (Ceyhan et al. 2009), welches in sich schnell teilenden Progenitor-
zellendes ZNS und PNS, aber auch in sich regenerierenden Geweben expri-
miert wird. So wurde es z.B. auch nach Verletzungen im ZNS in aktivierter Ast-
roglia nachgewiesen (Michalczyk and Ziman 2005). Die Kombination von
reduziertem Sox10 und vermehrtem Nestin starkte den Verdacht, dass infolge
der Neuropathie aktivierte und de-differenzierte Glia beim PCa und der CP vor-
liegt (Ceyhan et al. 2009). Hierauf sollten unsere jetzigen Untersuchungen auf-
bauen.
Die Messungen flr die glialen Aktivierungsmarker GFAP und p75 zeigten im
Vergleich der drei Gruppen NP, CP und PCa Uberraschende Ergebnisse: beim
PCa liegt deutlich weniger aktivierte Glia vor als bei den beiden anderen Grup-
pen, und bei der CP verandert sich der Aktivierungszustand der Glia im Ver-
gleich zum NP nicht. Diese Entwicklung ist fur GFAP wesentlich ausgepragter
zu sehen als fur p75. Der Grund fiur den Unterschied zwischen den beiden
Markern kann dadurch verursacht sein, dass p75 im Gegensatz zu GFAP
(Peltonen et al. 1987) auch in den Perineuralzellen exprimiert wird. Liang et al.
wiesen in Nerven von Patienten mit Prurigo nodularis, einer Hauterkrankung,
die ebenfalls mit einer Nervenhypertrophie einhergeht, eine Uberexpression von
p75 in den Schwann’schen Zellen und Perineuralzellen nach (Liang et al.
1999). So kann es sein, dass bei der Messung der p75-Farbungen nicht nur das
in der Glia angefarbte p75 detektiert wurde, sondern dazu auch das in den Pe-
rineuralzellen. Aber weshalb scheint im PCa weniger aktivierte Glia vorzuliegen,
nachdem durch die pathologisch verdnderten Nerven eigentlich von eine ge-
steigerten Gliaaktivierung auszugehen war? Dafur kann es verschiedene Grin-
de geben:

Eine Apoptose von Schwann’schen Zellen in der spaten Phase der Wal-

ler'schen Degeneration wurde bereits beschrieben. Dabei werden tberzahlige
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Schwann’sche Zellen eliminiert, die keinen Kontakt zum Axon haben (Hirata et
al. 2001). Da es aber in der frihen Phase zu einer starken Proliferation der Gli-
akommt, ist es fraglich, ob diese Umstéande wirklich dazu fuhren, dass schluss-
endlich der absolute Anteil der Schwann’schen Zellen im Nerven vermindert ist.
Bisher unveroffentlichte Untersuchungen unserer Arbeitsgruppehaben auch
eine erhohte Proliferationsrate in Zellkulturen von Schwann’schen Zellen nach-
gewiesen, nachdem diese einem Medium ausgesetzt worden waren, das zuvor
von PCa-Zellen konditioniert worden war.

Eine andere Erklarung scheint naheliegender: im Einklang mit den unse-
ren Ergebnissen zum Myelinisierungsgrad der intrapankreatischen Nerven,
zeigt sich, dass im PCa mehr unmyelinisierte Nervenfasern vorliegen. Im PNS-
wird eine myelinisierte Nervenfaser von mehreren Schwann’schen Zellen um-
hillt, dahingegen ummantelt eine nichtmyelinisierende Schwann’sche Zellen
mehrere marklose Nervenfasern (Trepel 2004). Wenn also die Zahl der
unmyelinisierten Nervenfasern zunimmt, fallt der relative Anteil der Gliazellen.
Da unsere Ergebnisse fur Gliazellen und Myelinisierung somit in einen sinnvol-
len Zusammenhang gebracht werden kénnen, ist davon auszugehen, dass die
relative Abnahme der Schwannzellzahl durch die verminderte Myelinisierung fur
die verminderte GFAP-, p75- und NFH-Immunoreaktivitat im PCa verantwortlich
ist.

Dieses Phanomen ist auch bei der Korrelation von PCa und CP mit der
Schmerzsituation der Patienten zu beobachten: Gewebe von Patienten mit PCa
und Schmerzen zeigten eine deutlich verminderte GFAP- Immunoreaktivitat.
Fur p75 zeigte sich hier lediglich eine gleiche Tendenz. Auch hier war wieder
eine Parallele zum Myelinisierungsgrad der Nerven von Patienten mit PCa und
Schmerzen zu beobachten: vermehrt unmyelinisierte Nervenfasern fuhrten zu
einer relativen Abnahme der Schwannzellzahl und somit der verminderten
Nachweisbarkeit von GFAP, NFH und p75 in diesen Geweben.

Betrachtet man nun die Ergebnisse fir das PCa im Zusammenhang mit der
neuralen Invasion, scheint eine perineurale Invasion moglicherweise eine relati-

ve Gliaaktivierung auszulésen. Ursachlich kdnnte sein, dass p75, wie bereits
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oben erwahnt, nicht nur in Schwann’schen Zellen exprimiert wird, sondern auch
in diversen anderen Zellen, die von der Neuralleiste abstammen. Die wichtigste
Zellgruppe, die p75 exprimiert, sind Neurone, sowohl wahrend der Entwicklung
als auch im adulten Nervensystem. Hier hat NGF Auswirkungen auf das
Wachstum, Differenzierung und Uberleben der Neurone. Aber p75 wurde auch
in Schwann’schen Zellen, Perineuralzellen und Zellen in nichtneuronalen Ge-
weben nachgewiesen (Barker and Murphy 1992).Zudem wurde in der Vergan-
genheit immer klarer, dass NGF auch einen wichtigen Effekt auf das Wachstum
verschiedener Tumore hat. So zeigten Zhu et al., dass NGF im PCa von Karzi-
nomzellen Uberexprimiert wird, und dies zudem mit dem Grad der perineuralen
Invasion und dem Schmerzzustand der Patienten positiv korreliert. Der zweite
NGF-Rezeptor (TrkA) ist ebenfalls auf Perineuralzellen zu finden und wird hau-
fig mit p75 coexprimiert. Zhu et al. sehen NGF und TrkA als mégliche indirekte
Parameter, die fir die Entstehung der neurale Invasion verantwortlich sind (Zhu
et al. 1999). Die Effekte von NGF auf das Wachstum der PCa-Zellen und die
Invasivitat sind zudem abhé&ngig von der Hohe der Coexpression von TrkA und
p75 (Zhu et al. 2002). Ahnliche Untersuchungen betreffen das spinozelluare
Karzinom, das ebenfalls zur neuralen Invasion neigt. Hier zeigte sich eine posi-
tive Korrelation zwischen perineuraler Invasion und p75. Dabei konnten aul3er-
dem Falle von perineuraler Invasion per Immunohistochemie nachgewiesen
werden, die in HE-Farbungen unentdeckt blieben. Es wird Uberlegt, ob diese
Untersuchungsmethode als weiteres diagnostisches Werkzeug fir die Detektion
von NI genttzt werden sollte (Lewis Kelso et al. 2006). So ist fraglich, ob bei
unseren Messungen die Ergebnisse fur p75 wirklich eine reine Gliaaktivierung
zeigen, oder ob nicht tatsachlich die neurale Invasion gemessen wurde, was
der Deutung in den beiden genannten Studien entsprechen wuirde. Die Ergeb-
nisse fur GFAP, die keine gliale Aktivierung durch neurale Invasion zeigen,
stutzen diesen Verdacht.

Aber nicht nur die neurale Invasion beim PCa flhrt zu einer Beeintrachtigung
der Struktur der Nerven, auch Entztindungszellen penetrieren die intrapankrea-

tischen Nerven und fuhren bei der CP und beim PCa zur pankreatischen Neuri-
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tis. Immunzellen kénnen ihrerseits wiederum eine Aktivierung der Glia herbeiru-
fen, wobei in der Initialphase der Entziindungsreaktion nach einer Nervenver-
letzung im PNS Makrophagen eine zentrale Rolle spielen (Scholz and Woolf
2007). Bei der vorgelegten Studie zeigten sich aber sehr unterschiedliche Effek-
te auf die Glia: Wahrend bei der CP die Neuritis keinerlei Einfluss auf die
Schwanzellaktivierung hat, fuhrt sie im Rahmen des PCa mit Zunahme des
Entzindungsausmalles auch zu einer verstarkten glialen Aktivierung. Bei bei-
den Erkrankungen zeigen GFAP und p75 kongruente Ergebnisse. Warum sind
die Ergebnisse fiir die CP und das PCa so unterschiedlich? Sind bei der Infiltra-
tion der Nerven in CP und PCa eventuell unterschiedliche Zellgruppen an Im-
munzellen beteiligt? Das konnte durch eine aktuelle Studie erst wiederlegt wer-
den: die Neuritis in CP und PCa erfolgt gleichermalRen durch cytotoxische T-
Zellen, Makrophagen und Mastzellen (Demir et al. 2013). Dies kann also nicht
der ausschlaggebende Faktor sein. Allerdings ist in einer umfangreichen pa-
thomorphologischen Studie nachgewiesen worden, dass die Neuritis beim PCa
starker ausgepragt ist als im Falle der CP. Wahrend beim PCa 62% der Patien-
ten eine endoneurale Neuritis durch Immunzellen zeigten, war das bei Patien-
ten mit CP nur bei 42% der Fall (Ceyhan et al. 2009). Es kdnnte also das Aus-
malfd der Neuritis mit maf3gebend fur die daraus resultierende gliale Aktivierung
sein. Des Weiteren zeigte sich in bisher unverdffentlichten Untersuchungen un-
serer Arbeitsgruppe, dass es zwar bereits bei einer Cokultur von
Schwann’schen und PCa-Zellen zu einer Zunahme der GFAP-Expression in
den Schwann’schen Zellen kam. Wurden allerdings die Schwann’schen Zellen
in einer Triple-Cokultur mit zusétzlich T-Zellen kultiviert, zeigte sich eine noch
deutlichere Zunahme der GFAP-Konzentration. Somit kdnnte also auch das
Zusammenspiel zwischen den drei verschiedenen Zellgruppen wesentlich flr

die Aktivierung der peripheren Gliazellen von Bedeutung sein.
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5.2 Mpyelinisierungsgrad der intrapankreatischen Nervenfasern in der CP
und im PCa

Aber nicht nur der Aktivierungsgrad der intrapankreatischen Glia hat unser Inte-
resse geweckt, sondern auch die Qualitat der intrapankreatischen Innervation.
Hat die pankreatische Neuropathie hierauf einen Einfluss? es doch zu einer
Zunahme der Nervendichte und Nervengrol3e kommt, von welcher Qualitét sind
dann die Fasern innerhalb dieser neu entstehenden, vergro3erten Nerven? Vo-
rausgehende Untersuchungen hatten bereits gezeigt, dass es innerhalb des
Krankheitsprozesses der CP und des PCa zu einer Abnahme der sympathi-
schen Innervation kommt. Diese Veranderungen sind besonders ausgepragt im
Falle der schmerzhaften CP (Ceyhan et al. 2009). AuRerdem liegen Untersu-
chungen vor, dass bei der schmerzhaften CP insbesondere in hypertrophierten,
interlobularen Nerven eine erhdhte Immunoreaktivitat fir Substanz P und
CGRP besteht. Beide agieren als Neuropeptide von nozizeptiven, peptigergen
C-Fasern (Buchler et al. 1992). Der Verdacht, dass es sich bei den neu ausge-
bildeten Nervenfasern um nozizeptive Fasern handelt, kann mit den Ergebnis-
sen der vorliegenden Arbeit zumindest fir das PCa untermauert werden. Bei
viszeralen, schmerzleitenden Fasern handelt es sich um unmyelinisierte C-
Fasern, weshalb wir den Myelinisierungsgrad tber den Marker NFH untersuch-
ten. Wahrend die Immunoreaktivitat fur NFH und somit der Myelinisierungsgrad
beim PCa signifikant reduziert ist, zeigt sich bei der CP kein wesentlicher Un-
terschied im Vergleich zum NP. Bei Betrachtung des deutlich niedrigeren Myeli-
nisierungsgrades von Karzinompatienten mit Schmerzen im Vergleich zu Pati-
enten ohne Schmerzen, bestatigt sich der Verdacht auf die Zunahme von
nozizeptiven Fasern im PCa. Doch das alleinige Vorliegen der nozizeptiven Fa-
sern reicht fur die Schmerzentwicklung nicht aus. Durch die veréanderten Ex-
pressionsmuster im Pankreas werden im Rahmen der neurogenen Inflammati-
on diverse Substanzen vermehrt exprimiert. So kann das von Makrophagen
oder PCa-Zellensezernierte NGF uber die Rezeptoren TrkA und p75, die auf
den meisten sensorischen Neuronen im Pankreas vorhanden sind, Aktionspo-

tentiale hervorrufen, die zur Initiierung der Nozizeption fuhren (Vallejo et al.
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2010). Allerdings muss bericksichtigt werden, dass sich die Nervenfaserqualitét
nicht tber den Myelinisierungsgrad allein beweisen lasst. Dazu sind weiterge-
hende Untersuchungen mit spezifischen Markern (wie zum Beispiel Substanz P
und CGRP) nétig, die dann auch das PCa einbeziehen mussen, da daftr bisher
keine Ergebnisse vorliegen.

Aber auch andere Prozesse konnten zu einer Veranderung des Myelinisie-
rungsgrades intrapankreatischer Nerven fuhren. Wie bereits beschrieben, kann
es im Rahmen einer Nervenverletzung zur Waller'schen Degeneration kom-
men. Die pankreatische Neuropathie mit Neuritis und neuraler Invasion beinhal-
tet erwiesener Weise eine Schadigung des Perineuriums und somit eine Verlet-
zung der Infrastrukur des Nervens (Bockman et al. 1988), (Bockman et al.
1994). Ein wesentlicher Schritt der Umbauprozesse infolge einer Verletzung ist
die Demyelinisierung. Gesunde Schwann’sche Zellen sind fahig, die Reparatur-
vorgange flir ein axonales Wachstum und Remyelinisierung einzuleiten. Wenn
aber die Schwann’schen Zellen von den neuropathischen Vorgangen mit be-
troffen sind, kdonnte es zu einer Behinderung dieses Regenerationsprozesses
kommen. Hinweise auf eine Mitbeteiligung der Schwann’schen Zellen lassen
sich nicht nur aus den oben genannten Ergebnissen ziehen. In den bereits er-
wahnten vorangegangenen Untersuchungen zeigte sich eine Reduktion der
Sox10 Expression bei der CP und dem PCa (Ceyhan et al. 2009). Sox10ist ein
wichtiger Transkriptionsfaktor der Schwann’schen Zellen und mafgeblich an
der Expression des Protein Null-Gens beteiligt (Peirano et al. 2000). Protein
Nullwiederumstellt mehr als 50% des gesamten Myelinproteins in der reifen
Schwann’schen Zelle dar und seine Expression wird wahrend des Myelinisie-
rungsprozesses deutlich hochreguliert (Greenfield et al. 1973). Wenn infolge
der pankreatischen Neuropathie Sox10 in der peripheren Glia vermindert vor-
liegt und folglich Protein Nullweniger gebildet wird, dann kénnte die niedrige
Myelinisierung auch dadurch mitverursacht sein. Warum aber nimmt der Myeli-
nisierungsgrad beim PCa signifikant ab, jedoch nicht bei der CP, wobei doch
die SOX10 Expression bei beiden Erkrankungen reduziert ist? Das lasst sich
bisher durch unsere Ergebnisse allein nicht eindeutig erklaren. Um definitiv
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auszuschlieBen, dass nicht das veranderte Expressionsmuster der Gliazellen
fur die veranderte Myelinisierung verantwortlich ist, sondern die Zunahme an C-
Fasern, mussen -wie bereits oben erwahnt - weitere Untersuchungen zur Cha-
rakterisierung der Faserqualitaten durchgefihrt werden.

Aber eben nicht nur die Gesamtergebnisse fir die CP und das PCa zeigten un-
terschiedliche Immunoreaktivitaten fur NFH, sondern auch jene, bei denen zwi-
schen gesunden Nerven und durch Immun- bzw. Karzinomzellen infiltrierten
unterschieden wurde. So zeigte sich, dass bei der CP mit zunehmendem Aus-
malfd der Neuritis vor allem Nerven mit niedrig- bzw. unmyelinisierten Nervenfa-
sern verandert sind. Wenn man davon ausgeht, dass es sich dabei vor allem
um schmerzleitende C-Fasern handelt, scheint die Neuritis ein entscheidender
mitausloésender Faktor der CP-Schmerzen zu sein. Es liegen bereits vielfach
Studien fur den Zusammenhang zwischen Neuritis und Schmerzentstehung in
der CP vor. So zeigten z.B. Di Sebastiano et al. bereits 1997 eine direkte Korre-
lation zwischen dem Grad der perineuralen Inflammation und der klinischen
Manifestation von CP-Schmerzen (Di Sebastiano et al. 1997). Die im Rahmen
der Entziindung ausgeschiitteten Botenstoffe wie NGF, Substanz P und CGRP
etc., die auf gleichzeitig in héherer Anzahl vorhandene Rezeptoren wie TrkA,
p75 und TRPV1 treffen, fihren zur Erregung von nozizeptiven Fasern und somit
zu einer gesteigerten Schmerzempfindung in der CP (di Mola and di Sebastiano
2008).

Dahingegen zeigte sich bei unseren Untersuchungen fur das PCa, dass vor
allem Nerven mit verstarkt myelinisierten Nervenfasern von der pankreatischen
Neuritis und neuraler Invasion betroffen sind. Wie oben erlautert, starken unse-
re Ergebnisse den Verdacht, dass beim PCa infolge von Hypertrophie und Dich-
tezunahme aber insgesamt mehr unmyelinisierte, schmerzleitende Fasern vor-
liegen. Wenn man also davon ausgeht, dass unterschiedliche Prozesse bei CP
und PCa fur die Schmerzentstehung verantwortlich sind, dann sind damit auch
die divergierenden Ergebnisse sowohl im Falle der Neuritis, als auch bei der
Korrelation des Myelinisierungsgrades mit dem Schmerzzustand der Patienten
erklarbar. Es gibt nicht nur den einen Weg der Schmerzentstehung bei beiden
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Krankheitsbildern. Zahlreiche Forschungsergebnisse zeigen, dass ver-
schiedenste Prozesse an der Schmerzentstehung bei CP und PCa beteiligt
sind. Ursprunglich wurden diverse extra- und intrapankreatische Vorgange als
Schmerzursache angesehen, im Falle der CP erhdhter Druck im Ductus pan-
creaticus oder innerhalb des Pankreas, pankreatische Fibrose, Ischamie oder
Pseudozysten (Di Sebastiano et al. 2004). Fir das PCa gab es anfanglich nur
die Erklarung der Invasion der umliegenden Organe inklusive des Nervenple-
xus. Erst in den vergangenen Jahren hat sich allméhlich gezeigt, dass auch
oder insbesondere die pankreatische Neuropathie fir die Schmerzentstehung
bei CP und PCa mitverantwortlich ist und das Bild eines neuropathischen
Schmerzmusters pragt. Aber auch hier sind die Zusammenhénge vielschichtig,
verschiedenste Zytokine, Neuropeptide und Neurotrophine spielen eine Rolle,
und dies wiederum in verschiedenem Mal3e bei beiden Krankheitsbildern
(Ceyhan et al. 2008).Da also die Schmerzentstehung bei der CP und beim PCa
ein multifaktorielles Geschehen ist, ist es naheliegend, dass auch bei unserer
Studie verschiedene Vorgange als Mitverursacher der Schmerzproblematik bei
CP und PCa angesehen werden kdnnen. Bei der CP scheint die Neuritis, die
vor allem nozizeptive Fasern betrifft, eine zentrale Bedeutung fur die Schmerz-
entstehung zuhaben. Dahingegen ist im PCa die Zunahme an nicht myelinisier-
ten C-Fasern, also héchstwahrscheinlich Schmerzfasern, die wiederum durch
im Rahmen der Neuropathie sezernierte Botenstoffe erregt werden, fur die

Schmerzproblematik wesentlich mitverantwortlich.
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6 Zusammenfassung

Mit der vorgelegten Arbeit konnte gezeigt werden, dass die pankreatische Neu-
ropathie durchaus Auswirkungen auf die intrapankreatische Aktivierung der Glia
hat und auch den Myelinisierungsgrad mit beeinflusst.

Im Rahmen des Pankreaskarzinoms kommt es zu einer Verminderung der ner-
valen Myelinisierung und es liegen vermehrt niedrigmyelinisierte und damit am
ehesten schmerzleitende C-Nervenfasern vor. Dieser Umstand ist potentiell
mitverantwortlich fir die Schmerzsensation der Patienten. Mit Zunahme der
niedrigmyelinisierten Fasern erfolgt gleichzeitig eine relative Abnahme der in-
tranervale Glia. Wahrend die neurale Invasion wohl zu keiner Veranderung der
glialen Aktivierung fuhrt, ist das im Falle der Neuritis durchaus der Fall. Somit
scheinen Entzindungszellen wesentlich zur Aktivierung der Schwann’schen
Zellen beizutragen. Die Neuritis und die neurale Invasion beim PCa richten sich
zudem vor allem gegen Nerven, die vermehrt myelinisierte Nervenfasern fih-
ren.

Ganz anders ist die Situation bei der CP: hier verandert sich der Aktivierungs-
zustand der Schwann’schen Zellen in keiner Form. Auf3erdem richtet sich die
Neuritis dabei vor allem gegen Nerven mit hohem Anteil an niedrig- bzw. nicht-

myelinisierten Nervenfasern.

So ist das wesentliche Ergebnis dieser Studie darin zu sehen, dass bei der CP
und beim PCa keine globale Gliaaktivierung erfolgt, sondern eine selektive.
Diese ist im Falle der Neuritis beim PCa zu finden. Auf3erdem kommt es beim
PCa zu einer Zunahme von niedrigmyelinisierten Nervenfasern, bei denen es

sich vermutlich um schmerzleitende Nervenfasern handelt.

Da die Schmerzen bei beiden Krankheitsbildern, CP und PCa, das mitunter am
meisten belastende Symptom darstellen, ist es ein zentrales Ziel der For-
schung, die gesamten Umstande ihrer Entstehung zu beleuchten. Dass es sich

dabei um neuropathische Schmerzen handelt, beginnen wir erst langsam zu
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begreifen. Es werden noch viele Untersuchungen notwendig sein, bis die Ge-
samtzusammenhénge des neuropathischen Schmerzsyndroms geklart werden
kénnen. Doch dies ist eine elementare Voraussetzung dafur, dass man den Pa-
tienten, die vielfach eine stark begrenzte Lebenszeit haben, eine adaquate
Schmerztherapie zukommen lassen und ihnen somit zu einer gréRtmaoglichen

Lebensqualitat verhelfen kann.
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