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Einleitung

Pankreaskarzinom

Das Pankreaskarzinom ist heut zu Tage nicht vor allem durch seine Haufigkeit (10. Stelle der neu auf-
getretenen Krebsfalle, 3% der neu aufgetretenen Krebsfalle) in aller Munde, sondern vor allem durch
seine beangstlich hohe Letalitat (4. Stelle der krebsbedingten Todesfalle, 6% (m), bzw. 7% (w) aller
krebsbedingten Todesfalle) (Siegel et al. 2011) . Die Anzahl der Pankreaskarzinom-Neuerkrankungen
pro Jahr entspricht in etwa der Anzahl der Todesfalle pro Jahr, die durch das Pankreaskarzinom verur-
sacht werden (Parkin et al. 2001; Siegel et al. 2011) .

Eine Korrelation besteht vor allem zwischen dem Tumorstadium zum Zeitpunkt der Diagnose
und dem Uberleben. So zeigen lokal begrenzte Tumoren eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 23%, regi-
onal fortgeschrittene Karzinome von 9% und Pankreaskarzinome mit Fernmetastasen von nur 2%
(Siegel et al. 2011) . Insgesamt betragt die 5-Jahres-Uberlebensrate bei allen Stadien des Pankreas-
karzinoms 6% (DiMagno et al. 1999) . Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose sind 8% der Pankreaskarzinome
lokal begrenzt, 26% regional fortgeschritten und 53% bereits fernmetastasiert (Siegel et al. 2011) .

In den letzten Jahren konnte eine steigende Inzidenz flr das Pankreaskarzinom verzeichnet
werden. Zu den Risikofaktoren fur die Entstehung des Pankreaskarzinoms werden hoheres Lebensal-
ter, Rauchen, familiare Disposition, hereditare und chronische Pankreatitis, familiare Krebs-Syndrome,
Diabetes mellitus Typ Il ohne Pradisposition bzw. Risikofaktoren fir Diabetes, sowie ein erhdhter Body-
Mass-Index diskutiert.

Durch die haufige Lokalisation der meisten Pankreaskarzinome im Pankreaskopf (65%)
(Ghaneh et al. 2007) und der damit engen anatomischen Beziehung zum Gallengang, bieten die Pati-
enten haufig das klinische Bild eines schmerzlosen |kterus oder einer akuten Pankreatitis. Im Pankre-
askorper- und -schwanz ist das Pankreaskarzinom eher seltener zu finden (15 und 10%) (Ghaneh et al.

2007) , jedoch wenn vorhanden, haben diese Patienten meist eine schlechtere Prognose, da diese
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Tumore oft nur sehr selten oder nur in fortgeschrittenen Stadien symptomatisch werden. Zu 50% der
Falle sind die Patienten bei Erstdiagnose eher symptomlos. Die symptomatischen Pankreaskarzinom-
Patienten prasentieren sich haufig mit einer meist epigastrischen Schmerzsymptomatik, wenn im Kopf
lokalisiert oder mit Rickenschmerzen, wenn der Tumor im Pankreaskorper bzw. —schwanz liegen
(Ghaneh et al. 2007; Siegel et al. 2011) .

Trotz kontroverser Diskussionen bietet sich bei einem klinischem Verdacht auf ein Pankreas-
karzinom die laborchemische Bestimmung von CA19-9 an, welches sich gegenuber den anderen Tu-
mormarkern durchgesetzt hat (Pleskow et al. 1989; Posner et al. 1994) . In der Diagnostik weiter von
Nutzen ist der transabdominelle Ultraschall, der Raumforderungen ab einer GroRe von Uber 2 cm, Pan-
kreas- und Gallengangserweiterungen, sowie eventuelle Lebermetastasen mit einer Genauigkeit von
75% darstellen kann (Minniti et al. 2003; Ghaneh et al. 2007) . Der Goldstandard in der Diagnostik des
Pankreaskarzinoms ist jedoch weiterhin die Kontrastmittel-gestitzte CT-Untersuchung mit einer Genau-
igkeit von 97 % (Catalano et al. 2003) . Ein essentieller Endpunkt der Diagnostik ist die Beantwortung
der Frage nach der Resektabilitat. So konnen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung nur ein Bruchteil (10-
15 %) der Patienten potentiell kurativ operiert werden. Bei diesen kurativ operablen Patienten wird meist
eine pyloruserhaltende partielle Pankreatikoduodenektomie nach Kausch-Whipple durchgefiihrt (Seiler
et al. 2000; Tran et al. 2004) . Eine adjuvante Chemotherapie mit Gemcitabine, flhrt zu einer signifikan-
ten Verlangerung des Uberlebens mit deutlich geringeren Nebenwirkungen als das 5-Fluoruracil
(Neoptolemos et al. 2010) . Bei den nicht kurativ resektablen Patienten, die einen Groliteil des Patien-
tenguts ausmachen, wird ein palliatives Regime mit Chemotherapie mit Gemcitabine plus Capecitabine
oder einem Platin-Medikament sowie eine symptomatische Therapie und Symptomkontrolle angestrebt
(Ying etal. 2012) .

In diesem Patientenkollektiv zeigen neuere Studien einen Uberlebensvorteil des FOLFIRINOX-
Schemas (Fluoruracil, Leucovirin, Iriniotecan und Oxaliplatin) gegenuber einer Therapie mit Gemcitabi-
ne, die jedoch auch mit einer hoheren Toxizitat vergesellschaftet ist (Giuliani et al. 2012) . Daher ist das

FOLFIRINOX-Schema als eine 2nd-line Option fur Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom und
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gutem Allgemeinzustand anzusehen (Conroy et al. 2011) . Es wurde auch gezeigt, dass eine Kombina-
tion von Gemcitabine und Erlotinib einen minimalen Uberlebensvorteil bringen kann, vorausgesetzt der
Patient spricht auf Erlotinib gut an (Ying et al. 2012) .

Haufig mindern die schwer zu bewaltigenden Schmerzen die Lebensqualitat der Patienten er-
heblich. Oft ist eine Hochdosis-Analgetika-Therapie erforderlich, sowie alternativ eine Plexus-coeliacus-
Blockade oder thorakoskopische Splanchniektomie (Wong et al. 2004) . Dem ausgepragten Gewichts-
verlust wird versucht mit der Gabe von Pankreasenzymen entgegenzuwirken (Bruno et al. 1998) und
biliare und duodenale Obstruktion durch ERCP-gestutzte Stent-Einlagen zu entlasten (Maire et al.

2006) (Ghaneh et al. 2007) .

Pankreatische Neuropathie und Schmerz

Im Pankreaskarzinom kommt es zu spezifischen Veranderungen der neuralen Strukturen. Bei bis zu
100% aller Patienten mit Pankreaskarzinom kann eine intra- und extrapankreatische perineurale Invasi-
on durch Krebszellen nachgewiesen werden (Bockman et al. 1994; Nakao et al. 1996; Ceyhan et al.
2009) . Der zunehmende Schweregrad der intrapankreatischen neuralen Invasion erhoht das Risiko der
kontinuierlichen nervalen Metastasierung zu den unmittelbar anliegenden extrapankreatischen Nerven-
plexi, was wiederum vermehrt zu abdominellen Schmerzen fiihrt, die Rate an kurativen Resektionen
senkt und somit das Uberleben der Patienten nachhaltig limitiert (Ceyhan et al. 2009; Demir et al.
2012) . Im Rahmen der neuralen Invasion kommt es durch die hohe Aggressivitat der Pankreaskarzi-
nomzellen zu einer fortschreitenden Destruktion der intrapankreatischen Nervenintegritat, weiterer en-
doneuraler Invasion und letztendlich Zerstorung der gesamten Nervengeflechts. Ein weiteres nervales
Phanomen im Pankreaskarzinom ist gekennzeichnet durch die pankreatische Neuroplastizitat. Dies ist
vor allem durch eine Zunahme der Nerven-Dichte sowie eine Hypertrophie der intrapankreatischen
Nerven gekennzeichnet (Ceyhan et al. 2009) . Diese Veranderungen stehen unmittelbar mit dem

Schweregrad der neuralen Invasion in einem Zusammenhang, denn um so starker das nervale Netz-
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werk ist und umso groler die betroffenen Nerven sind, umso mehr und starker ausgepragt liegt die
neurale Karzinomzellinvasion vor. Dariiberhinaus gibt es einen Zusammenhang zwischen der Starke
der desmoplastischen oder fibrotischen Reaktion im Pankreasgewebe und dem Ausmal® der neuralen
Invasion (Ceyhan et al. 2009) . Es ist auffallig, dass Patienten mit starken abdominellen Schmerzen
einen hoheren Schweregrad der neuralen Invasion und starkere Nervenhypertrophie im Vergleich zu
schmerzlosen Patienten zeigen. Ein weiteres pathomorphologisches Merkmal im Pankreaskarzinom ist
das Vorhandensein der charakteristischen pankreatischen Neuritis. Hierbei kommt es zu einer zielge-
richteten Infiltration der Nerven durch Entzindungszellen, die das Perineurium der pankreatischen Ner-
ven zerstoren und sich im Endoneurium weiter ausbreiten. Diese schwere endoneurale Neuritis kann in
62% der Falle nachgewiesen werden und korreliert mit der gesteigerten Nervendichte im Pankreaskar-

zinom (Ceyhan et al. 2009) .

Neuropathie und gliale Aktivierung

Nozizeptiver Schmerz entsteht durch die Wahrnehmung von starken oder schmerzhaften Stimuli Gber
Nozizeptoren, Ubermittlung von Aktionspotentialen zum Riickenmark und Weiterleitung zum Gehirn. Im
Gegensatz dazu entsteht neuropathischer Schmerz in Abwesenheit eines schmerzhaften Stimulus. Fir
die Entstehung von neuropathischen Schmerzen sind nicht nur Neurone, sondern auch eine Vielzahl
von anderen Zellen, wie Schwannsche Zellen, Immunzellen und Gliazellen des zentralen Nervensys-
tems, verantwortlich (Scholz et al. 2007) . Daher ist das Verstandnis tber den Beitrag von Immun- und
Gliazellen bei der Entstehung von neuropathischen Schmerzen essentiell, da dessen Erforschung si-
cherlich in Zukunft zu neuen Methoden der Behandlung von neuropathischen Schmerzen fuhren wird.
Bei einer Schadigung peripherer Nerven (Abb. 1) kommt es zu einer Reaktivierung des Immun-
systems und der Gliazellen (Abb. 2). Hierbei sezernieren aktivierte Makrophagen und denervierte
Schwannsche Zellen Matrix-Metalloproteasen, welche die Basallamina der endoneuralen Blutgefalie

schadigen und so zu einer Storung der Blut-Nerven-Schranke fiihren (Shubayev et al. 2006) . Vasoakti-
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ve Mediatoren wie Calcitonin gene-related Peptid (CGRP), Substanz P, Bradykinin und Stickstoff wer-
den von den geschadigten Axonen freigesetzt und filhren zu einer Hyperamie und Odembildung
(Zochodne et al. 1999) . Durch die erhdhte Blutzirkulation kommt es zur Invasion weiterer Immunzellen,
vor allem von Makrophagen, welche zur Beseitigung der distalen degenerierten Axone und des Mylein-
Zell-Debris beitragen. Die Phagozytose durch die Makrophagen ermdglicht es den Schwannschen Zel-
len sich zu reorganisieren und bildet die Basis fur die Reparatur der geschadigten Axone (Stoll et al.
2002) (Abb. 3).

Durch die Schadigung der Axone kommt es zur Freisetzung von Neuregulin, welches Uber ei-
nen Tyrosinkinase-Pathway (ERBB2) zu einer Proliferationssteigerung in den Schwannschen Zellen
fuhrt (Carroll et al. 1997) . Die Schwannschen Zellen setzen chemische Botenstoffe frei (z.B. NGF und
GDNF), welche retrograd zu den neuronalen Zellkdrpern transportiert werden und so zur Remyelinisie-
rung und Axonenwachstum beitragen. Diese Botenstoffe konnen auch direkt Nozizeptoren aktivieren
und somit die Schmerzwahrnehmung nach einer Nervenverletzung herbeifiihren (Malin et al. 2006) .

Die einzelnen Neurone, Schwannsche Zellen und Immunzellen sind Uber ausgepragte Signal-
wege untereinander stark vernetzt. Weiterhin spielen Chemokine und Zytokine in diesem Netzwerk eine
groBe Rolle. Schwannsche Zellen, Makrophagen, neutrophile Granulozyten und Mastzellen schitten
dabei Prostaglandine (Ma et al. 2003) , proinflammatorische Zytokine, wie Interleukine 14, 6, 12 und 18,
Interferon-y, Tumor-Nekrose-Faktor sowie Zytokine mit immunregulatorischer Wirkung wie z.B. das
Intereukin-10 aus (Tofaris et al. 2002) . Rezeptoren flr die Chemokine sind vor allem auf den Gliazellen
zu finden (Tofaris et al. 2002) . Diese pro-inflammatorischen Zytokine konnen eine Schadigung der
Axone induzieren (Keswani et al. 2003) und zu einer spontanen Nozizeptoraktivitat und einer Erh6hung
der Stimulus-Sensitivitat fhren (Schafers et al. 2003; Cunha et al. 2005; Wolf et al. 2006) . Interleukin 1
fuhrt zu einer vermehrten Synthese und Freisetzung von NGF durch die Schwannschen Zellen
(Lindholm et al. 1987) . So sind diese verschiedenen Signalwege Bestandteile eines komplexen Netz-
werkes der Reaktionen von Neuronen, Gliazellen und Immunzellen. Ziel dieser Veranderungen im

Rahmen einer Nervenschadigung ist eigentlich die Adaptation im Sinne eines Axonenwachstums und
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Uberleben des Nervens mit Wiederherstellung seiner Funktion. Diese verschiedenen Antworten der
Zellen auf die Schadigung des Nervens konnen jedoch auch im Rahmen einer Maladaption zur Entste-
hung von persistierenden Schmerzen beitragen. Diese Maladaption basiert aber nicht nur auf Ebene
der peripheren Nerven, sondern auch auf Veranderungen bzw. Aktivierung der zentralen Gliazellen und
einer zentralen Immunantwort der Mikroglia, sowohl im Ruckenmark als auch im Gehirn (Beggs et al.
2007; Hu et al. 2007) .

Das aktuelle Behandlungsregime fir neuropathische Schmerzen besteht aus Medikamenten,
die die Exzitabilitat der Neurone im zentralen und peripheren Nervensystem durch Veranderung der
lonenkanale (Gabapentin, Pregabalin, Carbazepin, Lidocain und Capsaicin) oder durch Wirkung auf
endogene Neurotransmitter (Trizyklika, Duloxetin oder Opioide) hemmen. Wenn man aber die wichtige
Rolle der Gliazellen und der Immunzellen an der Entstehung neuropathischer Schmerzen beriicksich-
tigt, kdnnten sich daraus neue therapeutische Optionen zur Behandlung neuropathischer Schmerzen

ergeben (Scholz et al. 2007) .
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Abb. 1: Periphere Nervenverletzung als Ausléser der Neuropathie

Den Beginn der Glia-Aktivierung an den peripheren Nerven kennzeichnet der Nervenschaden, hervorgerufen zum Beispiel
durch Nervendurchtrennung, -kompression oder —invasion durch Tumorzellen, sowie anderen Arten von mechanischer oder
chemischer Destruktion.

Rickenmark (a), Vorderwurzel (b), Hinterwurzel (c), Spinalganglion (d), peripherer Nerv (e), Verletzung der neuronalen

Struktur (f). Quelle: Scholz und Woolf 2007

Abb. 2: Immun- und Gliazellreaktion distal der Nervenldsion bei Nervenschaden

Als Folge des peripheren Nervenschadens kommt es zu einer Degeneration distal des Nervenstumpfes (Wallersche Dege-
neration), die sich durch eine gleichzeitige Immunzellinfiltration des Nervenstumpfes kennzeichnet. Die Prasenz der Mastzel-
len (a), Makrophagen (b) und T-Lymphozyten (c) fiihrt zu einer Aktivierung der Schwannschen Zellen (d). Es kommt zur
Proliferation und Dedifferenzierung der Schwannschen Zellen (e.) und so zur Regeneration der geschadigten Axone (f).

Quelle: Scholz und Woolf 2007
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Abb. 3: Die periphere Entziindungsreaktion nach einem Nervenschaden potenziert die weitere Infiltration der Nerven
durch Entziindungszellen

Makrophagen (a) und Schwannsche Zellen (b) produzieren Matrix-Metalloproteasen, die die Blut-Nerven-Schranke zersto-
ren. Blutgefale (c), Endothel (d). CGRP, Substanz P, Bradykinin und Stickstoffmonoxid werden aus dem proximalen Ner-
venende (e) freigesetzt und fiihren zur Hyperédmie und Schwellung und induzieren so die Invasion von weiteren Monozyten
und T-Lymphozyten (f). Die Chemokine CCL2 und CCL3 (g) ziehen die Monozyten (h) an und fiihren sie zum Ort der L&si-
on. Makrophagen und Mastzellen sezernieren Prostaglandine und die IL-1B, IL-6, IL-18, TNF und LIF (i). TNF wirkt Uber
einen autokrinen Mechanismus auf Makrophagen, welcher Gber TNFR1 Aktivierung zu einer vermehrten Zytokin-Synthese

und Freisetzung flihrt. TNF flhrt auch zu einer vermehrten Infiltration von Makrophagen. Quelle: Scholz und Woolf 2007

Tumorhypoxie im Pankreaskarzinom

Betrachtet man die auBergewohnlich schlechte Prognose des Pankreaskarzinoms, so stellt man sich
die Frage, welche Faktoren das Pankreaskarzinom so Uberaus maligne, metastasierungs-freudig und
invasiv machen. Einer dieser Faktoren ist sicherlich die Tumorhypoxie (Garcea et al. 2006) . Im Rah-
men der Tumorhypoxie kommt es zu einer Sauerstoff-Minderversorgung des Gewebes, welche zu einer

Selektionierung der Pankreaskarzinomzellpopulation fuhrt. Nur die Hypoxie-resistentesten Zellen kon-
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nen sich an dieses Milieu anpassen, sich weiter teilen und invasiv oder sogar metastasierend wachsen.
Auf Genomebene kommt es dabei zu einer Aktivierung des Hypoxia-inducible Factor 1o (HIF 1a), wel-
ches Uber Aktivierung verschiedenster Signalwege zur gesteigerten Angiogenese, Apoptose, Prolifera-
tion, extrazellulares Remodeling, Invasion, Metastasierung, Genominstabilitat und Immunregulation
fuhrt (Ruan et al. 2009) . Definiert wird die Hypoxie als eine Reduktion des normalen Sauerstoffgehalts
der Gewebe. Mdgliche Ausloser sind akute oder chronische Gefal®-, Lungen- oder
Tumorerkrankungen. Die Tumorhypoxie ist bedingt durch zwei Faktoren: die rapide Steigerung der
Anzahl der Tumorzellen kann nicht von einer suffizienten Erhohung der Sauerstoffversorgung im
Gewebe beglichen werden. Der zweite Faktor ist, dass die Tumorangiogenese durch Bildung von
dysfunktionellen Blutgefallen, zu einem schwachen BlutfluR und einer veranderten Permeabilitat fuhrt
(Garcea et al. 2000) .

Der erste Nachweis der Tumorhypoxie wurde im Rahmen der strahlentherapeutischen
Behandlung ermittelt. Die Destruktion von Tumorzellen durch Strahlentherapie erfordert die Prasenz
von freien Sauerstoffradikalen. Friihere Untersuchungen haben gezeigt, dass Tumorzellen, die sich in
hypoxischen Tumorarealen befinden, die Strahlentherapie Uberleben kdnnen (Wouters et al. 1997) . In
der Pionierarbeit von Hockel und Mitarbeitern konnte durch die gezielte Messung des intratumoralen
Sauerstoffgehalts mittels Sauerstoffelektroden gezeigt werden, dass vor allem solide Tumore, wie zum
Beispiel Mamma-Karzinome, Tumore des HNO-Trakts, oder auch Pankreaskarzinome, eine
Tumorhypoxie aufweisen (Hockel et al. 2001) .

Die Hypoxie induziert Veranderungen in der transkriptionellen Regulation zahlreicher Gene, die
den zellularen Metabolismus beeinflussen, und damit zum Beispiel die Abhangigkeit der Zellen von der
Sauerstoffversorgung aufheben oder reduzieren (Karzinomzellen weisen mehr Glykolyse auf als
oxidative Phosphorylierung, als Hinweis auf einen anaeroben Stoffwechsel) (Duffy et al. 2003) . Die
Hypoxie-induzierbaren Gene beeinflussen viele biologische Mechanismen, unter anderem
Zellproliferation, Angiogenese, Metabolismus, Apoptose, Immortalisation und Migration. Die Hypoxie-

induzierten Veranderungen der Genexpression konnen folgende Mechanismen bzw. Gene betreffen:
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Sauerstoffransport (z.B. Epo), Angiogenese (z.B. VEGF), Glykolyse (z.B. Glut-1), Transkriptionsfaktoren
(z.B. HIF-1a, Zyklin G2), Metabolismus (z.B. Carboanhydrasen), Wachstumsfaktoren (z.B. IL-6, IL-8),
Zelladhasion (z.B. L1-CAM, Vimentin) (Harris 2002) .

Aber das vielleicht wichtigste Merkmal der Hypoxie ist die direkte Beeinflussung der
Tumorzellbiologie durch seine modulierenden Effekte auf die Aktivitat des Hypoxia-inducable Factor
(HIF1). Die Antwort der Zellen auf Hypoxie wird durch die alpha-Einheit von HIF1 hervorgerufen,
welcher durch Hypoxie induziert wird (Wang et al. 1995; Harris 2002) . Somit kommt es unter der
Hypoxie zu einer Selektionierung von Zellen, die in diesem Milieu uberleben konnen. Dartber hinaus
kommt es aufgrund der Hypoxie zu einer markanten Hochregulierung der Angiogenese-fordernden
Faktoren wie VEGF. Die vermehrte Angiogenese fordert die Invasivitat und Metastasierung der

Pankreaskarzinomzellen (Richard et al. 1999) .

Hypoxie und gliale Aktivierung im zentralen Nervensystem

Im Falle der Gliazellen des zentralen Nervensystems kommt es unter hypoxischen Bedingungen, hier
vor allem im Rahmen ischamischer Insulte, zu einer ,Aktivierung* der Gliazellen. Diese Aktivierung wird
im ZNS durch eine Hochregulation der Intermediarfilamente GFAP (glial fibrillary acid protein), Nestin
und Vimentin in Gliazellen des ZNS, v.a. der Astrozyten, beobachtet (Garnier et al. 2001) . Diese Hoch-
regulation von Intermediarfilamenten als Folge von Neurotraumata, ischamischen Ereignissen oder
neurodegenerativen Erkrankungen fihrt zu der Entstehung einer reaktiven Gliose (Pekny et al. 2007) .
Die Gliazellen wurden lange Zeit als reine Stitzzellen flir Neurone angesehen, jedoch hat man
uber das letzte Jahrzehnt hinweg zunehmend festgestellt, dass Gliazellen an einer Vielzahl von
Reaktionen im Rahmen von krankhaften Prozessen im ZNS eine zentrale Rolle spielen. Die Hauptglia
des ZNS, die Astrozyten, stellen in ihrem aktivierten Zustand einen wesentlichen Bestandteil der
Gewebsinflammation und des Gewebeumbaus im Nervensystem dar. Es wird zunehmend

angenommen, dass aktivierte Gliazellen Stammzell- oder Progenitorzell-ahnliche Merkmale aufweisen
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und zum Schutz der Neurone nach einem Nervenschaden wesentlich beitragen. Es konnte gezeigt
werden, dass die Ablation von Gliazellen im Zentralnervensystem mit einem starker verbreiteten Verlust
der kortikalen Neurone aber auch der Motorneurone in experimentellen transgenen Mausmodellen
einhergeht (Myer et al. 2006) . Somit wird die aktivierte Glia als ein essentieller Mechanismus zum
Schutz der Neurone und so des gesamten Nervensystems aufgefasst (Buffo et al. 2010) . Aber nicht
nur die Gliazellen des zentralen Nervensystems, sondern auch die des peripheren Nervensystems

tragen zur Neuroprotektion und Regeneration nach einer Nervenschadigung bei (Scholz et al. 2007) .

19



Ziele der Studie

Viszeraler Schmerz ist ein haufig auftretendes Symptom in verschiedenen gastrointestinalen Erkran-
kungen. Nichts desto trotz verlaufen die Versuche, den abdominellen Schmerz suffizient zu behandeln,
haufig nicht zufriedenstellend, da die genauen Pathomechanismen der Schmerzentstehung bis heute
nicht hinreichend erforscht und verstanden sind. Die eindeutige klinische Prasenz des abdominellen
Schmerzsyndroms im Pankreaskarzinom hat daher das Interesse an den Alterationen im pankreati-
schen Nervensystem und dessen mdglichen Einfluss auf den Krankheitsverlauf geweckt. Der neuropa-
thische Schmerz ist laut gangiger Klassifikation definiert als ,ein Schmerz, der aus einer unmittelbaren
Verletzung oder Krankheit des somatosensorischen Systems entspringt (Treede et al. 2008) . Betrach-
ten wir die verschiedenen Verletzungsmuster der pankreatischen Nerven im Pankreaskarzinom, so
bietet sich hier eine Fille von Lasionen, die entsprechende nozizeptive Signale aussenden konnen.
Durch die oben dargestellten spezifischen neuropathischen Veranderungen kann zusammenfassend
festgestellt werden, dass der pankreatische neuropathische Schmerz durch eine intra- als auch eine
extrapankreatische Neuropathie induziert wird. Was jedoch bis zu diesem Zeitpunkt komplett unklar ist,
ist die potentielle Rolle der Gliazellen des peripheren Nervensystem, den Schwannschen Zellen, im
Rahmen der pankreatischen Neuropathie im Pankreaskarzinom.

Daher war das Hauptziel der vorgelegten Dissertationsarbeit zu eruieren, ob es ahnlicherweise
im Rahmen der pankreatischen Neuropathie im Pankreaskarzinom zu einer Aktivierung der Gliazellen

kommt, wie man es aus dem zentralen nervalen Schaden bereits kennt.

Die Studie basiert auf der Untersuchung der Kardinalmerkmale von reaktiver bzw. aktivierter Gliazellen.
Dazu zahlen folgende drei Merkmale:
* erhohte Proliferationsrate

« Uberexpression der intrazellulren Intermediarfilamente
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* Veranderungen der Zellmorphologie der Gliazellen.

Um den Aktivierungsparameter ,Proliferation” zu untersuchen, wurde ein MTT-Proliferationsassay mit
den hSc kultiviert mit Pankreaskarzinomzell-Uberstanden durchgefiihrt. So wurden veranderte Wachs-
tumsraten bei nativen und behandelten Zellen untersucht. Um eine mégliche Uberexpression der intra-
zellularen Intermediarfilamente zu untersuchen, wurden die Schwannschen Zellen unter hypoxischen
bzw. in ko-kultivierten Bedingungen behandelt. Hierbei wurden die intrazellularen Intermediarfilamente
GFAP, Nestin und Vimentin nachgewiesen, um maogliche Veranderungen der Proteinexpression unter
den verschiedenen Kulturkonditionen zu detektieren. Als dritter Aktivierungsparameter wurde die mor-
phologische Reaktion der hSc unter den genannten Pankreaskarzinom-ahnlichen Kulturbedingungen
untersucht. Das Ziel war morphologische Veranderungen im Sinne einer Zellhypertrophie der hSc als
Antwort auf die Pankreaskarzinomzellen nachzuweisen.

Eine weitere wichtige Fragestellung war der Einfluss von Hypoxie auf die Nerven im Pankreas-
karzinom in vivo. Hierbei galt es zu eruieren, ob die gliale Aktivierung im Rahmen des Pankreaskarzi-
noms durch die hypoxischen intratumoralen Nerven bedingt sein kann.

Neben diesen klassischen Merkmalen der glialen Aktivierung wurden weitere Hypoxie-
induzierbare Gene in den Schwannschen Zellen, insbesondere inflammatorische Zytokine bzw. Che-
mokine mittels Multiplex ELISA quantifiziert.

Dabei wurden inshesondere Veranderungen der Expression folgender Proteine untersucht:
* Interleukine (IL-1R a, IL-6, IL-8, IL-12)
*  Chemokine (IP10, MCP1)
*  Wachstumsfaktoren (VEGF, basic FGF, G-CSF)

«  Zytokine (IFN-y)
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Material und Methoden

Reagenzien
Folgende chemische Reagenzien in alphabetischer Ordnung wurden im Rahmen dieser Arbeit verwen-

det:

Ammoniumpersulfat, Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

Aqua destillata, Braun (Melsung, Deutschland)

BCA-Protein assay, Pierce, Thermo Scientific (Rockford, USA)

BSA, Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

[3-2-Mercaptoethanol, Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

Complete Mini, EDTA-free, Roche (Mannheim, Deutschland)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), PAA Laboratories GmbH (Pasching, Osterreich)
DMSO, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

e-Amino-Capronsaure, Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

Ethanol, Merck (Darmstadt, Deutschland)

Fetales Kélberserum, PAA Laboratories GmbH (Pasching, Osterreich)

Formaldehyde 4% Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Glas-Coverslips (Deckglaser rund 12 mm aus Glas), Merck (Darmstadt, Deutschland)
Glycin, Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

HCI, Klinikum rechts der Isar (Munchen, Deutschland)

Humane Schwannsche Zellen, Sciencell (Kalifornien, USA)

Methanol, Merck (Darmstadt, Deutschland)

Milchpulver, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Natriumchlorid (NaCl), Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
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Page Ruler Prestained Protein Ladder, Fermentas (St.-Leon-Rot, Deutschland)
Phosphate-buffered saline (PBS), PAA Laboratories GmbH (Pasching, Osterreich)
Penicillin, PAA Laboratories GmbH (Pasching, Osterreich)

Polyacrylamid, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Poly-D-Lysin Hydrobromid, Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Roticlear, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Rotiphorese Gel 30, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

RPMI 1640, PAA Laboratories GmbH (Pasching, Osterreich)

Schwann Cell Medium, Sciencell (Kalifornien, USA)

Sodiumdodecylsulfat (SDS), Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Streptomycin, PAA Laboratories GmbH (Pasching, Osterreich)

TEMED, Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Tris, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Tween-20, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

0,25 %Trypsin-EDTA, Gibco, Invitrogen (Paisley, England)

Hydrogen peroxide 30%, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Gerate

Inkubator: Hera Cell 150, Thermo Science (Bonn, Deutschland)

Mikroskop: Axiovert 40, CFL, Zeiss (Jena, Deutschland)

Multiplex ELISA: MAGPIX Multiplex ELISA, Merck Millipore (Massachusetts, USA)
Power Pack 25, Biometra (Gottingen, Deutschland)

Roller Mixer, Stuart (Shaffordshire, England)

Sterile Werkbank, Hera Safe, Thermo Science (Bonn, Deutschland)

Thermomixer Comfort 1,5ml, Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, Deutschland)
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Wasserbad: Aqualine AL 18 Lauda (Lauda-Konigshofen, Deutschland)
Western Blot Kammer, Biometra (Gottingen, Deutschland)
Zentrifuge: 5425 Eppendorf (Wesseling-Erzdorf, Deutschland)

Zentrifuge, Multifuge: 3SR+ Thermo Science (Bonn, Deutschland)

Verbrauchsmaterial

Co-Culture Inserts 6-well: Greiner (Frickenhausen, Deutschland)
Fuji Medical X-Ray Film, Fuji (Dusseldorf, Deutschland)

PVDF Membran, Merck Millipore (Massachusetts, USA)

MagPix Lumin