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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Pankreaskarzinom

Wenn im Allgemeinen vom Pankreaskarzinom (PCa) gesprochen wird, ist da-
mit in der Regel das duktale Adenokarzinom des Pankreas (PCa) gemeint, da
es 80-90% aller Pankreaskarzinomentitaten darstellt (E. P. DiMagno et al.,
1999; G. Klbppel et al., 1996).

Es weist ein gangartiges Wachstumsmuster auf und ist charakterisiert durch
eine desmoplastische Stromareaktion, sowie eine typische Invasion der pan-
kreatischen Nervenscheiden (Riede et al., 2016).

Das PCa hat eine sehr schlechte Prognose. In Deutschland liegt die relative
Funf-Jahres-Uberlebensrate bei nicht-resektablen Patienten zwischen acht und
neun Prozent. Damit beansprucht das PCa fiir sich die niedrigste Uberlebens-
rate aller Krebserkrankungen uberhaupt und ist zuséatzlich die vierthaufigste
Krebstodesursache in Deutschland (Kraatsch et al., 2015). Am Beispiel der
USA kommt noch weiter erntichternd hinzu, dass in den letzten Jahren kein
bedeutender Anstieg des Uberlebens beim PCa zu verzeichnen war (Siegel,
2017).

Fur diese schlechte Prognose werden die spate Diagnose, die geringe Rate
resezierbarer PCa und der schlechte langfristige Erfolg operativ behandelter
Falle verantwortlich gemacht. Der schmerzlose Ikterus wird klinisch sofort mit
dem PCa in Verbindung gebracht, stellt jedoch nur das zweithaufigste Symp-
tom des PCa dar. An erster Stelle steht der Schmerz, von dem bis zu 80% aller
Patienten berichten (E. P. DiMagno et al., 1999). Der unspezifische Charakter
und das spate Auftreten beider Symptome erklart den verzégerten Diagnose-
zeitpunkt der meisten PCa (E. P. DiMagno et al., 1999). Die Literatur gibt keine
eindeutige Antwort auf die beiden Fragen, welche Symptome wann eine Diag-
nostik nach sich ziehen sollten, und wie diese Diagnostik auszusehen hat. Es
stehen jedoch eine Reihe von Werkzeugen zur Verfigung. Dazu zahlen Sono-
graphie, Endosonographie, Multidetektor-CT, ERCP und MRT mit MRCP. Da-
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bei haben momentan das CT mit biphasischem Kontrastmittelprotokoll, die
MRT mit MRCP und die Endosonographie die hochste Sensitivitat und sind
untereinander gleichgestellt (Seufferlein et al., 2013).

Eine Operation stellt den einzigen kurativen Therapieansatz fur das PCa
dar. Dabei stehen fir Pankreaskopftumore die klassische partielle Duodeno-
pankreatektomie nach Kausch und Whipple und die pyloruserhaltende, partielle
Duodenopankreatektomie zur Verfugung. Fur Tumore im Pankreaskérper und
im Pankreasschwanz greift man auf die Pankreaslinksresektion mit Splenekto-
mie zurick und in seltenen Fallen auch zur totalen Pankreatektomie. Studien
zeigen eine Finf-Jahres Uberlebensrate zwischen 6,8 und 25%, wobei die
Mortalitatsrate der Operationen selbst < zwei Prozent betragt (E. P. DiMagno et
al., 1999). Als Kontraindikationen fur eine Operation werden das Vorhanden-
sein von Fernmetastasen und die arterielle Infiltration beschrieben. In diesen
Fallen ist keine Verbesserung der Prognose zu erwarten. Eine Infiltration veno-
ser Gefal3e stellt hingegen keine Kontraindikation dar (Shrikhande et al., 2007;
Takada et al., 1997; Yekebas et al., 2008).

Aulerhalb von Studien sollte momentan als einzige additive Therapie zum
operativen Vorgehen die adjuvante Chemotherapie erfolgen. Dabei erzielten
Gemcitabine und 5-FU mit Folinsdure vergleichbare Resultate, so dass hierbei
das individuelle Nebenwirkungsprofil die entscheidende Rolle tragt. Mit den
Chemotherapeutika lieR sich die Funf-Jahres-Uberlebensrate von circa 10%
bei alleiniger Resektion auf ungefahr 20% steigern (Neoptolemos et al., 2010;
Oettle et al., 2007; Stocken et al., 2005).

Die neoadjuvante Therapie spielte bisher lediglich eine untergeordnete Rol-
le im Therapiekonzept flr das das primar resektable PCa dar. Au3erhalb von
Studien wird sie in der AWMF S3 Leitlinie noch nicht empfohlen, da derzeit kei-
ne randomisiert kontrollierten Studien vorliegen, die eine Vorteil der neoad-
juvanten Therapie bei resektablem PCa belegen wirde (Assifi et al.,, 2011;
Gillen et al., 2010; Seufferlein et al., 2013). In der Theorie durften aber vor al-
lem Patienten mit resektablen Tumoren von einer neoadjuvanten Chemothera-
pie profitieren, weil eine solche Therapie allgemein besser vertragen wird und
dadurch eventuell chirurgische Komplikationen vermindern, sowie den Ernéh-
rungszustand der Patienten verbessern konnte. Jedoch wird die neoadjuvante
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Therapie mittlerweile immer mehr bei Patienten mit lokal fortgeschrittenem oder
sogenannten ,borderline resektablem* PCa angewandt (Katz et al., 2008).
Randomisiert, kontrollierte Studien, die die Wertigkeit der neoadjuvanten The-
rapie beim PCa untersuchen, werden deutschlandweit derzeit durchgefihrt
(NEOLAP- und NEONAX-Studie) (ClinicalTrials.gov, 2017). (Seufferlein et al.,
2013)Seufferlein et al. (2013)(Seufferlein et al., 2013)(Ceyhan et al., 2009a)

In der palliativen Situation von Patienten mit metastasiertem oder lokal fort-
geschrittenem PCa kommen Gemcitabine-Kombinationstehrapie mit Abraxa-
ne/nab-Paclitaxel oder auch das FOLFIRINOX-Regime als Erstlinientherapie in
Frage. Bei ausschlie3lich metastasiertem Karzinom kann zusatzlich der EGF-
Rezeptortyrosinkinaseinhibitor Erlotinib eingesetzt werden (Burris et al., 1997,
Matsumoto et al., 2019; Moore et al., 2007; Von Hoff et al., 2013).

Zusammenfassend lasst sich doch erfreulich sagen, dass bei einer RO-
Resektion und adjuvanter Chemotherapie das maximale, mediane Langzeit-
uberleben bis zu 40 Monate gesteigert und die 5 Jahres-Uberlebensrate bis zu
40% gesteigert werden kann (Wagner et al., 2004).

Innovative Forschungsansatze sind dringend nétig, um neue Therapiekon-
zepte zu entwickeln, damit Patienten mit dieser Erkrankung bessere Perspekiti-
ven haben. Ein vielversprechender Ansatz scheint die Immuntherapie zu sein,
da vor allem beim PCa gezeigt werden konnte, dass das Mikromilieu des PCa
einen immunsupressiven Charakter besitzt und damit die starke Unempfind-
lichkeit gegentiber Chemotherapeutika erklart werden konnte (Thind et al.,
2017). Die spezifische Immuntherapie, bei der entweder spezifische T-Zellen
gegen das Karzinom gebildet werden oder Antikoérper eine spezifische Immun-
antwort gegen das Karzinom auslésen, zeigte in den letzten Jahren aussichts-
volle Ergebnisse (J. Chen et al., 2017; Matsui et al., 2017; Thind et al., 2017).
Eine Analyse von Chen et al. ergab, dass Patienten mit PCa von einer fur das
PCa spezifischen Immuntherapie mit einem langeren Uberleben profitierten (J.
Chen et al., 2017). Auch die Kombination von Immuntherapie und konventio-
neller Chemotherapie in einem adjuvanten Setting beschreibt einen verspre-
chenden Ansatz in der Therapie des PCa. In einer Studie mit 43 Patienten
konnten Matsui et al. zeigen, dass die Kombination beider Therapien zu weni-
ger Lebermetastasierung und weniger Lokalrezidivraten fiihrte. Allerdings mis-
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sen auch diese Ergebnisse erst noch durch randomisiert kontrollierte Studien

bestatigt werden (Matsui et al., 2017).

1.2 Chronische Pankreatitis

Bei der chronischen Pankreatitis (CP) handelt es sich um eine fortschreitende
entzundliche Erkrankung der Bauchspeicheldrise, die mit der Zerstorung, Kal-
zifizierung und dem fibrotischen Umbau des Pankreasparenchyms einhergeht
(Gupta et al., 2005). Bei ihrer Entstehung geht man mittlerweile von einem Fre-
quenzmodell aus, bei dem aus einer am Anfang stehenden akuten Pankreatitis
Uber rezidivierende Schibe die CP entstehen kann (Whitcomb, 2004).

Alkoholkonsum ist der Hauptrisikofaktor flr eine CP. Aber auch das Rau-
chen wurde in den letzten Jahren als moglicher unabhangiger Risikofaktor ins
Spiel gebracht (Pezzilli, 2009; Yadav et al., 2009).

Dartber hinaus existieren noch die hereditare, autoimmune und die idiopa-
thische Pankreatitis. Die humangenetische Forschung hat die Gene SPINK1
und CFTR als relevant fir die idiopathische Pankreatitis und das PRSS1-Gen
fur die hereditare Variante identifiziert (Braganza et al., 2011; Howes et al.,
2004).

Im Verlauf der Erkrankung kommt es zur Insuffizienz der exokrinen und en-
dokrinen Pankreasfunktion. Deshalb stellen Maldigestion und Diabetes mellitus
wichtige Symptome der Erkrankung dar. Trotzdem sind Schmerzen das Haupt-
symptom der CP, da 85-90% aller Patienten dariber berichten (Braganza et
al., 2011; Witt et al., 2007).

Nach der Anamnese und der klinischen Untersuchung hat die Endosono-
graphie den grof3ten klinischen Stellenwert in der Diagnostik der CP. Sie ist
anderen Verfahren, wie der ERCP oder dem MRT mit MRCP, uberlegen oder
zumindest gleichwertig einzuschatzen und besticht durch ihren nicht invasiven
Charakter (Catalano et al., 1998; Nattermann et al., 1992; Pungpapong et al.,
2007). Die Computertomographie spielt vor allem am Anfang der Diagnostik
eine grol3e Rolle, auch um andere Differentialdiagnosen auszuschlie3en und
Komplikationen der CP auszuschliel3en(Salvador Garcia et al., 2018). Um die

Diagnostik zu komplettieren und die exokrine Pankreasinsuffizienz zu objekti-
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vieren stehen der Sekretin-Test und der nicht invasive fakale Elastase-Test zur
Verfiigung (Bali et al., 2005; Siegmund et al., 2004).

Die CP kann wie das PCa nicht kausal therapiert werden. Auch hier be-
schrankt man sich auf eine symptomatische Therapie der assoziierten Kompli-
kationen. Der exokrinen Pankreasinsuffizienz wird mit Pankreasenzymen ent-
gegengewirkt, wahrend fur den endokrinen Funktionsverlust ein Insulinschema
Abhilfe schaffen soll. Die Beherrschung der Schmerzen von Patienten mit CP
stellt bis heute eine grofRe Herausforderung dar. Ein multimodales Konzept aus
Schmerzmitteln, Neuroleptika, Schmerzmedizinern und Psychologen ist essen-
ziell, um dem Schmerz Herr zu werden (Braganza et al., 2011; Fasanella et al.,
2007; Gupta et al., 2005). Im Verlauf der Erkrankung kann es zu diversen
Komplikationen kommen, wie zum Beispiel Pseudozysten. Solche Komplikatio-
nen, starke Schmerzen und der Verdacht auf eine maligne Entartung kénnen
eine interventionelle oder chirurgische Strategie nétig machen. Dabei scheint
die operative Option in Bezug auf Schmerzreduktion und die Behebung von
Pankreasgangobstruktionen am effektivsten zu sein (Cahen et al., 2007; Dite et
al., 2003; Rosso et al., 2003).

Abschliel3end lasst sich sagen, dass die CP eine Erkrankung ist, die nicht
kausal therapiert werden kann. Dabei machen vor allem die Schmerzen den
Patienten zu schaffen. Dieses, mitunter nicht linderbare Symptom der Erkran-
kung, bringt die Arzte regelmaRig an die Grenze ihrer Moglichkeiten. Aus die-
sem Grund ist es notwendig mehr Uber die Entstehung der CP herauszufinden,
um die Pathophysiologie der Schmerzen besser zu verstehen, damit wiederum

daraus neue Therapieoptionen entstehen kdnnen.

1.3 Pankreatische Neuropathie und Schmerz

Sowohl bei der CP als auch beim PCa kommt es zu morphologischen Verande-
rungen der intrapankreatischen Nerven. Des Weiteren interagieren Nerven mit
Entziindungs- und Tumorzellen (Bockman et al., 1988). Dabei gibt es eine en-
ge Verknupfung zum Symptom Schmerz. In beiden Erkrankungen kommt es
zur Hypertrophie der Nerven und zu einer Zunahme der Nervendichte, auch

pankreatische Neuroplastizitat genannt (Ceyhan et al., 2009b). Dabei besiedeln
5
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Entzindungs- und Tumorzellen das Perineurium und infiltrieren das Endoneu-
rium dieser Nerven. Dies fuhrt im weiteren Verlauf zur Zerstérung der Nerven-
scheide. Fur diese Veranderungen bei der CP und beim PCa wurde der Begriff
.Pankreatische Neuropathie* gepragt. Untersucht man andere Pankreaser-
krankungen, wie muzinése und serése Zystadenome, invasive und nicht inva-
sive intraduktale, papillare, muzinése Neoplasien, benigne und maligne neuro-
endokrine Neoplasien und Ampullenkarzinome, findet man keine derartigen
neuronalen Veranderungen (Bockman et al.,, 1994; Bockman et al., 1988;
Ceyhan et al., 2009a).

Das Symptom Schmerz ist eng mit der pankreatischen Neuropathie ver-
knupft. Bei der CP fuhrt die Infiltration und Zerstorung der Nerven durch Ent-
zundungszellen zur Entstehung von Schmerzen (Di Sebastiano et al., 1997).
Das Gleiche gilt auch fir das PCa (Ceyhan et al., 2009a). Diese Art von
Schmerz wird auch als neuropathischer Schmerz bezeichnet. Er entsteht nicht
durch die Aktivierung von nozizeptiven Afferenzen in der Peripherie, sondern
direkt durch eine Verletzung, die das somatosensorische Nervensystem betrifft
(Treede et al., 2008).

Schmerzen sind bei der CP das Kardinalsymptom. Beispielsweise berichten
90% aller Patienten mit CP ethyltoxischer Genese Uber Schmerzen (Andren-
Sandberg et al., 2002). Beim PCa verhalt es sich dhnlich. Zum Diagnosezeit-
punkt aulern 75% der Patienten Schmerzen. Im fortgeschrittenen Stadium sind
es Uber 90% (Hameed et al., 2010). Beim PCa haben Schmerzen zudem Ein-
fluss als Prognosefaktor auf das Uberleben. PCa-Patienten mit starken
Schmerzen haben eine signifikant kiirzere Uberlebenszeit (Ceyhan et al.,
2009a).

1.4 Neurale Invasion

Es konnte bereits Anfang der neunziger Jahre anhand elektronenmikroskopi-
scher und immunhistologischer Bilder gezeigt werden, dass Tumorzellen des
PCa in der Lage sind, das Perineurium und Endoneurium von Nerven zu penet-

rieren und sich entlang der Nervenscheide weiter auszubreiten. Dabei wird der
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Nerv regelrecht verletzt. Fur dieses Phanomen wurde der Begriff ,Neurale In-
vasion® gepragt (Bockman et al., 1994; Nagakawa et al., 1992).

Die neurale Invasion stellt keine pankreasspezifische pathologische Veran-
derung dar. Jedoch fallt auf sie, in Bezug auf das PCa, ein ganz besonderes
Augenmerk, da sich neurale Invasion in bis zu 100% aller PCa nachweisen
lasst (Liebl et al., 2014; Liu et al., 2002; Nagakawa et al., 1992). Auch der signi-
fikante Bezug zu Schmerz steigert die Relevanz der neuralen Invasion im PCa
(Ceyhan et al., 2009a; Okusaka et al., 2001).

Interessanterweise gibt es eine starke Assoziation zwischen der Neuralen
Invasion und der zuvor bereits beschriebenen pankreatischen Neuroplastizitat.
Das heil3t, je ausgepragter die Hypertrophie und Dichte der Nerven, desto ho-
her der Grad neuraler Invasion. Auch zwischen ausgepragter neuraler Invasion
und starker, desmoplastischer Stromareaktion gibt es einen engen Zusam-
menhang (Ceyhan et al., 2009a). Die starke Relevanz der neuralen Invasion
wird zudem dadurch unterstrichen, dass es eine enge Assoziation zwischen
neuraler Invasion und lokalem Wiederauftreten des Tumors gibt. Neurale Inva-
sion verschlechtert damit das Langzeitiberleben und folglich die Prognose
(Chatterjee et al., 2012; Kameda et al., 1999). Besonders schlecht scheint es
dabei Patienten mit zusatzlicher extrapankreatischer, neuraler Invasion zu er-
gehen. Sie haben ein noch schlechteres Uberleben als Patienten ohne Befall
des extrapankreatischen Plexus (Nakao et al., 1996). Dartber hinaus scheint
auch das Symptom Schmerz eng mit der neuralen Invasion verkntpft zu sein.
Deshalb rickt die neurale Invasion immer mehr in den Forschungsfokus und
wird als mogliches Ziel fur die Therapie von Schmerz im PCa angesehen
(Bapat et al., 2011).

Auf der Basis der aufgefuhrten Griinde bedarf es neuer Modelle und Unter-
suchungen, um der neuralen Invasion und ihren Mechanismen weiter auf den

Grund zu gehen (Demir et al., 2010a).
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Abb. 1: Neurale Invasion. Patient mit PCa und neuraler Invasion Grad 1 (I). Das Gewebe wurde mit
Hamalaun-l6sung angefarbt und der Nerv mit dem pan neuronalen Marker PGP9.5 dargestellt. Am unte-

ren Rand sind die Tumorzellen klar zu erkennen. Sie reichen perineural an den Nerv heran ohne ihn zu
infiltrieren. — Tumorzellen

Abb. 2: Neurale Invasion. Patient mit PCa und neuraler Invasion Grad 2 (ll). Das Gewebe wurde mit
Hamalaun-l6sung angefarbt und der Nerv mit PGP9.5 dargestellt. Der Nerv wird von Tumorzellen umge-
ben und von ihnen sogar am oberen rechten Rand infiltriert. —« Tumorzellen
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1.5 Pankreatische Neuritis

In den spéten achtziger Jahren konnten Bockman et al. auf elektronenmikro-
skopischer Ebene zeigen, dass sich Entziindungszellen bei der CP gezielt um
Nerven formieren. Die Tumorzellen waren in der Lage das Perineurium dieser
Nerven zu schadigen und dadurch weiter in das Endoneurium zu migrieren
(Bockman et al., 1988). Ein paar Jahre zuvor konnte zudem bereits ein statisti-
scher Zusammenhang zwischen von eosinophilen Entzindungszellen umge-
benen Nerven und Schmerzen hergestellt werden (Keith et al., 1985). Diese
Ergebnisse konnte 1997 weiter ausgebaut werden, als Di Sebastiano et al. eine
direkte Korrelation zwischen perineuraler Entziindungsreaktion und dem klini-
schen Symptom Schmerz herstellen konnten (Di Sebastiano et al., 1997).

Das Phanomen der pankreatischen Neuritis lief3 sich spater ebenfalls fur
das PCa bestatigen. Nicht nur die Neuritis war im PCa sehr ausgepréagt, son-
dern es zeigte sich auch ein enger Zusammenhang mit der erhéhten Nerven-
dichte (Ceyhan et al., 2009a).

N i 2z ¢ 100um

Abb. 3: Neuritis. Patient mit CP und perineuraler Neuritis Grad 1 (I). Das Gewebe wurde mit Hamalaun-
I6sung angefarbt und der Nerv mit PGP9.5 dargestellt. Der Nerv wird am oberen linken Rand von Leuko-
zyten umgeben, wobei die Entziindungszellen noch nicht in den Nerv eingedrungen sind. — Leukozyten
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Abb. 4: Neuritis. Patient mit CP und endoneuraler Neuritis Grad 2 (ll). Das Gewebe wurde mit Hama-
launlésung angeféarbt und der Nerv mit PGP9.5 dargestellt. Der Nerv wird im unteren Bereich von Leuko-
zyten umgeben, wobei einzelne Leukozyten bereits in den Nerv eingedrungen sind. — Leukozyten

1.6 Innervation des gesunden Pankreas und ,Neural Remodeling*
bei der CP und beim PCa

Das Pankreas wird von zwei neuronalen Systemen innerviert: Zum einen von
einem extrinsischen System, bestehend aus Afferenzen und Efferenzen, die
Informationen zum ZNS weiterleiten oder Signale vom ZNS in die Peripherie
Ubertragen, und zum anderen von einem intrinsischen System, aufgebaut aus
einem Netzwerk von intrapankreatischen Ganglien enterischen Ursprungs
(Salvioli et al., 2002).

Das extrinsische Nervensystem des Pankreas besteht unter anderem aus
einem parasympathischen und einem sympathischen Teil. Die parasympathi-
schen Neuronen liege im Hirnstamm und erreichen ihr Ziel Gber den Nervus
vagus, wahrend die sympathischen Neuronen in pravertebralen Ganglien um-
geschaltet werden und das Pankreas Uber die Nn. Splanchnici major et minor
erreichen (Demir et al., 2015). Diese pravertebralen Ganglien sind das Gangli-
on coeliacus und die Ganglia mesentericum superius et inferius und bilden da-
bei wichtige Zwischenstationen (Zilles et al., 2010). Der dritte Teil des extrini-
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schen Nervensystems wird durch das viszerosensible System gebildet. Die
Afferenzen dieses Systems nehmen ihre Informationen am Organ auf und lau-
fen dann entlang autonomer Nerven zu ihren Perikarya in den paravertebralen
Spinalganglien (Demir et al., 2015; Zilles et al., 2010).

Der Ursprung des intrinsischen Nervensystems des Pankreas liegt im Ma-
gen und wird damit dem Entoderm zugeordnet. Das intrinsische Nervensystem
des Pankreas wird aus den intrapankreatischen Ganglien gebildet und durch
seinen Ursprung dem enterischen Nervensystem zugeordnet (Kirchgessner et
al., 1990).

Die verschiedenen Einflussgebiete dieser beiden Systeme umfassen die
Kontraktion und Erschlaffung glatter Muskulatur, Absorption und Sekretion der
Epithelzellen, Beeinflussung der Mikrozirkulation im Splanchnikusgebiet und
die Regulation der endokrinen Funktion des Pankreas (Salvioli et al., 2002).

Neuere Studien haben jetzt gezeigt, dass es bei der CP und beim PCa zu
bedeutsamen Veranderungen der pankreatischen Innervation kommt. Diese
Beobachtungen wurden unter dem Begriff ,Neural Remodeling* zusammenge-
fasst. Bei beiden Erkrankungen kommt es zu einem signifikanten Verlust von
sympathischen Nervenfasern. Dieser Verlust zeigt sich bevorzugt um Nerven
mit starker pankreatischer Neuritis bei der CP und um Nerven mit hohem Grad
an neuraler Invasion beim PCa. Im Bereich der parasympathischen Innervation
zeigten sich keine wesentlichen quantitativen Veranderungen unter den drei
Pankreasentitaten. Allerdings verhielt sich die parasympathische Innervation,
um Nerven mit starker Neuritis oder starker neuraler Invasion, genauso wie
zuvor fur die sympathische Innervation beschrieben (Ceyhan et al., 2009b).

Bei der CP und beim PCa kommt es zu Hypertrophie und Zunahme der
Dichte von Nerven im Pankreas (Bockman et al., 1994; Bockman et al., 1988).
Je groRRer die Nerven werden, desto weniger sympathische und parasympathi-
sche Nervenfasern fuhren sie mit sich. Patienten mit CP und starken Schmer-
zen fuhren signifikant weniger sympathische und parasympathische Nervenfa-
sern in ihren Nerven als Patienten ohne Schmerzen. Fir das PCa liel sich eine
ahnliche Tendenz zeigen, allerdings ohne statistische Signifikanz (Ceyhan et
al., 2009b).

11
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die pankreatische Innervation
in den beiden genannten Erkrankungen einer stdndigen Umgestaltung unter-
liegt. Die Nerven werden nicht nur gréf3er und dichter, sondern sie verandern

auch ihre qualitative Faserstruktur und Neurotransmitter-Zusammensetzung.

1.7 Neuronale Stickstoffmonoxidsynthase (nNOS)

Die Stickstoffmonoxidsynthase (NOS) katalysiert als Enzym die Reaktion zur
Bildung des Gases Stickstoffmonoxid (NO) aus der Aminosaure L-Arginin. Es
existieren drei Isoformen: die endotheliale NOS (eNOS) in Endothelzellen, die
induzierbare NOS (iNOS) in Makrophagen und die in dieser Arbeit untersuchte
neuronale NOS (nNOS) im Nervensystem. Dabei produzieren eNOS und
NNOS konstitutiv, wéhrend iNOS erst induziert werden muss. Die beiden Ers-
ten beiden sind low output NOS und letzere high output NOS. Die von der NOS
katalysierte Reaktion benétigt L-Arginin und den Kofaktor NADPH. Dabei ent-
steht neben NO auch noch die nicht-proteinogene Aminosaure Citrullin. Neben
Calmodulin bendtigt NOS noch vier weitere Kofaktoren fir ihre Reaktion
(Knowles et al., 1994).

2 L-Arginin + 3 NADPH + 1 H* + 4 O,
f-"'"'

——
2 Citrullin +2 NO + 4 H,O + 3 NADP*

Abb. 5: Die von NOS katalysierte Reaktion

Die nNOS kommt sowohl im zentralen, als auch im peripheren Nervensystem,
und im Skelettmuskel vor. Sie ist kalziumabhangig und kann indirekt von Glu-
tamat aktiviert werden (Knowles et al., 1994).

Nach der Synthese diffundiert NO aus der prasynaptischen Nervenendi-
gung zur Postsynapse und wirkt dort intrazellular auf die Guanylatzyklase (GC),
welche die Umwandlung von Guanosintriphosphat (GTP) zu zyklischem Gua-

nosinmonophosphat (cGMP) steuert. Intrazellulares cGMP steigt und die Kalzi-
12
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umkonzentration in der Zelle sinkt. cGMP kann zusétzlich auch direkt an lo-
nenkanale binden. Hinzu kommt noch, dass NO auch selbst mit anderen Ver-
bindungen reagieren kann und somit weitere Effekte erzielt. NO besitzt eine
Halbwertszeit von circa funf Sekunden. Es wird zudem vermutet, dass NO von
NNOS in vegetativen Neuronen freigesetzt wird und erschlaffend auf glatte
Muskulatur wirkt. Dabei wird NO auch von anderen Kotransmittern synergis-
tisch begleitet. Dazu zahlen in erster Linie Acetylcholin (Ach) und das vasoakti-
ve intestinale Peptid (VIP) (Schmidt et al., 2010).

In den letzten Jahren wurde der Einfluss von nNOS auf das Zytoskelett in-
tensiv erforscht. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Inhibition von nNOS
das Migrieren von Stammzellen zu Tumorzellen erleichtert (C. Chen et al.,
2013; Su et al., 2005).

Im neuralen System des Pankreas scheint nNOS ubiquitdr vorhanden zu
sein. Sowohl das exokrine, als auch das endokrine Kompartiment werden von
NNOS-positiven Nervenfasern durchzogen. Zudem zeigen Neurone intrapan-
kreatischer Ganglien und Strukturen, die BlutgefaRe umgeben, nNOS-positive
Signale (Worl et al., 1994). Der Ursprung dieser nNOS-positiven Nervenfasern
wurde bisher nicht identifiziert. Worl et al. gehen davon aus, dass ein intrapan-
kreatischer Ursprung am wahrscheinlichsten ist, und nNOS-Fasern damit unter
anderem zum parasympathischen Nervensystem hinzugerechnet werden kon-
nen (Worl et al., 1994).

In der Pathogenese der CP spielt das Rauchen eine wichtige Rolle (Yadav
et al., 2009). In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass Zigaretten-
rauch als falsches Substrat in der Lage ist, die nNOS irreversibel zu inaktivie-
ren. Dabei konnte Uberschissiges L-Arginin nNOS vor diesem Schaden schit-
zen (M. J. DiMagno, 2007; Lowe et al., 2005). Dartber hinaus wurde der nNOS
von der Forschungswelt in Bezug auf die CP noch keine Aufmerksamkeit ge-
schenkt.

Beim PCa wird das Rauchen als Risikofaktor kontrovers diskutiert und von
einigen Autoren auch als eben solcher angesehen (Lowenfels et al., 2001,
Schulte et al., 2014). Die genaueren Umstande von nNOS wurden auch in die-
ser Entitat nicht nadher beleuchtet.

13
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1.8 Vasoaktives Intestinales Peptid (VIP)

Das VIP beschreibt einen achtundzwanzig Aminoséuren langen Peptidubertra-
gerstoff, der sowohl im Gastrointestinaltrakt (Fahrenkrug et al., 1978) als auch
im ZNS und peripheren Nervensystem vorkommt (Larsson et al., 1976). Die
genauen Wirkmechanismen sind derzeit Gegenstand der Forschung. Es wird
aber davon ausgegangen, dass das VIP als Kotransmitter und Neuromodulator
fungiert. Zum Beispiel stimuliert es im Pankreas tber Chlorid- und Kaliumkana-
le die NaCl-, KCI- und Wassersekretion. Darliber hinaus fuhrt das VIP zu einer
Erschlaffung der glatten Muskulatur in Magen, Darm, Trachea und Bronchien.
Zusatzlich wirkt das VIP vasodilatierend und hemmt die Magensauresekretion
(Schmidt et al., 2010).

His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-Lys-

GIn-Met-Ala-Val-Lys-Lys-Tyr-Leu-Asn-Ser-lle-Leu-Asn NH2

Abb. 6: Das Polypeptid VIP (28 Aminoséuren)

Erstmals wurde das VIP 1966 von Gardner und Cerda aus einem Insulinom
extrahiert und beschrieben (Gardner et al., 1966). Spater gelang es Said et al.
das VIP aus dem Dunndarm des Hausschweins zu isolieren und naher zu un-
tersuchen. Sie stellten sekretin- und glucagonahnliche Funktionen, wie Stimula-
tion der exokrinen Pankreassekretion und Einstellung einer hyperglykamischen
Stoffwechsellage, fest (Said et al., 1970, 1972).

Im weiteren Verlauf wurde das VIP vor allem am Dinndarm erforscht. Costa
et al. und Keast et al. konnten Anfang der achtziger Jahre das VIP als effekti-
ven Marker fur Sekretomotorneurone identifizieren. Zudem wird vermutet, dass
VIPergen Neurone als nicht-cholinerg kategorisiert werden kénnen (Costa et
al., 1983; Furness, 2006; Keast et al., 1984). Die sekretorische Potenz des VIP
lasst sich besonders gut am Verner-Morrison-Syndrom veranschaulichen. Ein
VIP produzierendes Adenom, auch VIPom genannt, provoziert dabei massive,
wassrige Durchfalle, Hypokalidmie und Achlorhydrie (Modlin et al., 1978a;
Modlin et al., 1978b).
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VIPergen Nerven lassen sich in allen Bereichen des Pankreas auffinden,
wobei sich im Pankreasschwanz weniger VIP darstellen lasst. Dabei enthalten
sowohl Ganglien als auch Nervenfasern das VIP. Auch in den Langerhansin-
seln lasst sich das VIP nachweisen (De Giorgio et al., 1992). Dartber hinaus
scheint das VIP an der Sekretion von Bikarbonat beteiligt zu sein und bildet
dabei den nicht hormonellen, nicht cholinergen, neuronalen Schenkel der
exokrinen Pankreassekretion. Sekretin stellt dabei den anderen Zweig dar. Da-
fur spricht auch die Konzentration des VIP um azindre und stromale Strukturen.
Eine Beziehung zu BlutgefaRen besteht hingegen kaum (De Giorgio et al.,
1992; Furness, 2006).

Anfang des 21. Jahrhunderts ruckte das VIP wieder mehr in den Fokus, da
es in Experimenten einen antiinflammatorischen Effekt in verschiedenen Auto-
immunerkrankungen zeigte. In der rheumatioden Arthritis verzeichnete das VIP
eine therapeutische Wirkung, indem es sowohl entztindliche als auch autoim-
mune Faktoren der Erkrankung hemmte (Delgado et al., 2001). Zwei Jahre
spater konnten Abad et al. in einem Mausmodel fir Morbus Crohn prophylakti-
sche und therapeutische Effekte fiir das VIP aufzeigen (Abad et al., 2003). Auf
dieser Basis wurde das VIP als potentielles Therapeutikum auch fiir chronisch
entzundliche Erkrankungen vorgeschlagen (Delgado et al., 2002).

Der CP wurde in Bezug auf das VIP noch keine grof3e Aufmerksamkeit ge-
schenkt. 1988 fanden Domschke et al. erhéhte Konzentrationen vom VIP in
Teilen des Duodenums von Patienten mit CP (Domschke et al., 1988). In einer
immunhistochemischen Analyse verzeichneten Marongiu et al. eine deutlich
schwachere Farbung fir das VIP bei Patienten mit CP (Marongiu et al., 1993).

Im Bereich der akuten Pankreatitis lassen sich wesentlich interessantere
Ergebnisse feststellen. Zwei Rezeptoren fir das VIP wurden auf Immunzellen
identifiziert: VPAC1 und VPAC: (Couvineau et al., 1994). In der akuten Pankre-
atitis kann das VIP Uber diese Rezeptoren die Erkrankung sowohl auf enzyma-
tischer als auch auf morphologischer Ebene verbessern (Kojima et al., 2005).
Eine Ubertragung auf die CP wurde bisher noch nicht versucht.

Ein grofRer Anteil menschlicher Tumore exprimiert VIP-Rezeptoren. Beim
PCa sind es 65% (Reubi et al., 2000). Zudem scheint das VIP auch eine Rolle
als Wachstumsfaktor zu spielen (Maruno et al., 1998; Moody et al., 1993).
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Werden VIP-Rezeptoren beim PCa antagonisiert, verlangsamt sich das Tu-
morwachstum. Normale Zellen scheinen dabei nicht betroffen zu sein. Ein the-
rapeutischer Nutzen ist daher durchaus denkbar (Yao, 1989; Zia et al., 2000).

1.9 Die neurotrophen Faktoren NGF, BDNF und NT3

Die Arbeiten von Rita Levi-Montalcini und Viktor Hamburger fuhrten 1953 zur
Entdeckung des ersten neurotrophen Faktors NGF (Levi-Montalcini et al.,
1953). Als nachster neurotropher Faktor folgte 1982 dann BDNF (Barde et al.,
1982). Im Weiteren stellte die Forschung zunachst die strukturelle Ahnlichkeit
zwischen NGF und BDNF fest, bevor dann der nachste Faktor NT3 entdeckt
wurde (Lewin et al., 2014).

Heute werden die neurotrophen Faktoren alle als Neurotrophine zusam-
mengefasst. Sie wirken Uber Trk- und Uber p75-Neurotrophin-Rezeptoren und
konnen somit verschiedene Signalwege beeinflussen. Zu den Funktionen die-
ser Proteine gehoren verschiedene Effekte auf das Uberleben von Nervenzel-
len, Wachstumssignale auf Axone und Dendriten, die Beeinflussung von Sy-
napsen und der Einfluss auf das Ausschutten von Neurotransmittern (Chao,
2003).

Auch im peripheren Nervensystem und speziell in den Spinalganglien spie-
len die Neurotrophine eine tragende Rolle. Zum Beispiel scheint NGF ein ent-
scheidender Faktor bei der Entwicklung der Nozizeption zu sein. NT3 wiede-
rum kann Zellen der Neuralleiste und Stammzellen der Spinalganglien zur
Proliferation anregen (Lewin et al., 2014). Am Beispiel von proBDNF hingegen
konnte gezeigt werden, dass Neurotrophine auch antagonistisch wirken kon-
nen. Dabei hemmte proBDNF das Neuritenwachstum (Lewin et al., 2014).

Zusammengefasst bilden Neurotrophine und ihre Rezeptoren eine Gruppe
von Proteinen, die das Nervensystem in verschiedenster Weise beeinflussen
kénnen. Proliferation, Migration und Apoptose sind nur wenige Beispiele flr
Funktionen, die auch auf die Nerven bei der CP oder beim PCa Einfluss haben
konnten. Ruft man sich die Phdnomene der neuralen Invasion, der pankreati-

schen Neuritis und die pankreatische Neuropathie wieder in Erinnerung, kommt
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man unweigerlich zu dem Schluss, dass die Neurotrophine Einfluss auf diese

Vorgange haben kénnten (Friess et al., 1999; Zhu et al., 1999).
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2 Ziel der Studie

Die Nerven bei der CP und beim PCa unterliegen einer pankreatischen Neuro-
plastizitdt. Demnach hypertrophieren die Nerven zum einen und zum anderen
gewinnen sie an Dichte hinzu. Im weiteren Verlauf der Erkrankungen kommt es
zusatzlich zum Neural Remodeling, wobei die Nerven ihre qualitative Faserzu-
sammensetzung verandern (Bockman et al., 1988; Ceyhan et al.,, 2010;
Ceyhan et al., 2009b).

Diese Arbeit stellte die Umgestaltung der Nerven in Bezug auf ihre Qualitat
in den Mittelpunkt. Wenn die Nerven grof3er und dichter werden, stellt sich die
Frage, wie sich die Faserqualitéaten bei diesen Veranderungen verhalten. Sym-
pathische und parasympathische Nervenfasern wurden zu diesem Thema be-
reits naher beleuchtet. Wahrend die parasympathischen Fasern weitgehend
unverandert blieben, zeigte sich fur die sympathischen Fasern ein signifikanter
Verlust bei der CP und beim PCa (Ceyhan et al., 2009b). Weitere Faserqualita-
ten wurden bisher nicht untersucht. In dieser Studie wollten wir nun der pan-
kreatischen Innervation und ihrer Transformation weiter auf den Grund gehen,
indem wir uns auf die VIPergen und nitrergen Nervenfasern konzentrierten.

Dafur stellten wir die folgenden Ziele und Fragen auf.

= Anfertigung einer quantitativen Analyse der VIPergen und nitrergen
Nervenfaseranteile anhand humaner Gewebeschnitte aus NP, CP
und PCa.

* In welchem Zusammenhang stehen VIPerge und nitrerge Nervenfa-
sern mit der pankreatischen Neuritis, der neuralen Invasion und dem
klinischen Symptom Schmerz?

= Lassen sich die Ergebnisse aus der quantitativen Analyse humaner
Schnitte mit einem in-vitro-Modell reproduzieren?

= Wie reagieren Neuritennetzwerke unter NP-, CP- und PCa-
Bedingungen auf die Antikdrper-vermittelte Blockade neurotropher
Faktoren?

Um diesen Zielen und Fragen nachzugehen, wahlten wir zwei Methoden

aus. Einerseits entschieden wir uns fur die Immunhistochemie, da sie ein etab-
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liertes Verfahren,zur Sichtbarmachung verschiedenster histologischer Zielstruk-
turen darstellt, die sich im Anschluss quantitativ messen lassen. Dabei macht
man sich eine spezifische Antigen-Antikorper-Reaktion zunutze, um gezielt
Gewebeanteile zu identifizieren (Lang, 2013).

Andererseits wahlten wir im zweiten Teil dieser Arbeit flur unsere in-vitro-
Testreihe ein neues Verfahren aus. Dabei handelt es sich um ein in-vitro-
Neuroplastizitatsessay basierend auf Neuronen aus Spinalganglien neugebo-
rener Ratten. Diese Methode bewahrte sich bei der Simulation von Neuriten-
netzwerken unter den Bedingungen des NP, einer CP oder eines PCa, sowie
die darauffolgende quantitative Analyse verschiedener Neuritenqualitaten
(Demir et al., 2010b).
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Die folgende Auflistung zeigt in alphabetischer Reihenfolge den Umfang an
Reagenzien, Geraten, Material und Patientengewebe, der im Rahmen der Dok-

torarbeit verwendet wurde.

3.1.1 Reagenzien

Alexa Fluor 488 Antikdrper Maus, Invitrogen (Carlsbad, USA)
Alexa Fluor 594 Antikorper Kaninchen, Invitrogen (Carlsbad, USA)
Alexa Fluor 594 Antikorper Ziege, Invitrogen (Carlsbad, USA)
Anti-BDNF-Antikérper, Calbiochem (San Diego, USA)
Anti-Beta-3-Tubulin-Antikorper, Millipore (Temecula, USA)

Anti-Kaninchen-HRP-Antikorper, Dako Deutschland GmbH (Hamburg,
Deutschland)

Anti-NGF-beta-Antikorper, Acris Antibodies Inc. (San Diego, USA)

Anti-nNOS-Antikdrper, Kaninchen, Cell Signaling Technology Inc. (Cambridge,
UK)

Anti-nNOS-Antikérper, Ziege, CalBiochem (San Diego, USA)
Anti-NT3-Antikorper, R&D Systems Inc. (Minneapolis, USA)

Anti-PGP9.5-Antikorper, Kaninchen, Dako Deutschland GmbH (Hamburg,
Deutschland)

Anti-VIP-Antikérper, Kaninchen, Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
Aqua destillata, Merck Millipore (Billerica, USA)

B-27 Supplement, Gibco Invitrogen (Paisley, UK)

20



Material und Methoden

DAB, Liquid DAB+ Substrate Chromogen System, Dako (Hamburg, Deutsch-
land)

DAPI, Thermo Scientific (Dreieich, Deutschland)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
Ethanol 100%, 95%, 70%, 50%, Merck (Darmstadt, Deutschland)
Fetal Bovine Serum, PAA Laboratories (Pasching, Osterreich)

Fluoreszenz mounting medium, Dako Deutschland GmbH (Hamburg, Deutsch-
land)

Hank’s Balanced Salt Solution, Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
Hamalauenlésung, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Hydrogenperoxidase 30% Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Kollagenase 2 Worthington (Lakewood,USA)

L-Glutamine, Gibco Invitrogen (Paisley, UK)

Methanol, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Metronidazol, Merck Pharma (Darmstadt, Deutschland)

Modified Eagles Medium, Sigma Aldrich (St. Louis, USA)

Mounting Medium Vecta Mount, Vector Labrotories Inc. (Burlingame, USA)
NacCl, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Neurobasalmedium, Gibco Invitrogen (Paisley, UK)

Normal Goat Serum 10%, Life Technologies (Frederick, USA)
Phosphate Buffered Saline Tween 20, Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
Pierce BCA-Protein Assay-Kit, Thermo Scientific (Rockford, USA)
Poly-D-Lysin, Sigma Aldrich (St. Louis, USA)

Rekombinantes Protein BDNF, Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
Rekombinantes Protein NGF-Beta, Sigma Aldrich (St. Louis, USA)

Rekombinantes Protein NT3, Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
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Refobacin, Merck Pharma (Darmstadt, Deutschland)
Roticlear, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
TBS 10x, Tris 24,22g; NaCl 87,66g; ad 1L H20

TBST, 100ml 10x TBS, 1ml Tween 20, ad 1L H20

Tris, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Triton 0,5%, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Trypan Blue Stain 0.4 %, Invitrogen (Darmstadt, Deutschland)

Tween-20 Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Vectastain ABC Elite Kit, Vector Laboratories (Burlingame, USA)

3.1.2 Gerate

Centrifuge 5810 R, Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, Deutschland)
Feinwaage, Sartorius analytic (Goéttingen, Deutschland)

Inkubator Hera Cell 150, Thermo Science (Bonn, Deutschland)
Kaltlichtquelle KL1500 Compact, Schott (Mainz, Deutschland)
Keyence Biorevo BZ-9000 System, Keyence (Neu-lsenburg, Deutschland)
Kuhlplatte, Medite Medizintechnik (Burgdorf, Deutschland)
Magnetrihrer PC-420D, Corning (Corning,USA)

Mikroskop, Bresser (Rhede, Deutschland)

Mikroskop SMZ 1500, Nikon (Tokyo, Japan)

Mikrotom, Leica JUNG RM2055 (Nussloch, Deutschland)

Neubauer Zahlkammer, Marienfeld Superior (Lauda-Konigshofen, Deutsch-
land)

Photometer: Multiskan EX, Thermo Scientific (Dreieich, GER)

Préaparationsbesteck, Dumont (Inox, Schweiz)
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Reinstwasser: Milli-Q-Reference-Reinstwassersystem, Merck-Millipore GmbH
(Schwalbach, Deutschland)

Sartorius Dismembranator S, Sartorius (Géttingen, Deutschland)

Vortexer LSE, Corning (Corning, USA)

Waage, Kern & Sohn GmbH (Balingen, Deutschland)

Wasserbad Aqualine AL, Lauda (Lauda-Kdnigshofen, Deutschland)
Semisterile Werkbank HERA Guard, Thermo Scientific (Bonn, Deutschland)
Sterile Werkbank, HERA Safe (Bonn, Deutschland)

Trockenschrank: UNB 400 Memmert GmbH+CoKG (Schwabach, Deutschland)

3.1.3 Material

24 Well Platte, Cellstar Greiner Bio One (Kremsmiinster, Osterreich)
96 Well Platte, Cellstar Greiner Bio One (Kremsmiuinster, Osterreich)
Coverslips 13mm, Plano (Wetzlar, Deutschland)

Dako Pen, Dako Deutschland GmbH (Hamburg, Deutschland)
Falcon-Réhrchen, Ratiolab (Dreieich, Deutschland)

Kantle, blau, G23, Braun (Melsungen, Deutschland)

Kantle, gelb, G20, Braun (Melsungen, Deutschland)

Deckglaser, Gerhard Menzel GmbH (Braunschweig, Deutschland)
Objekttrager, Gerhard Menzel GmbH (Braunschweig, Deutschland)

Pipetten 2,5ul, 10pul, 100ul, 200ul, 1000ul, Eppendorf AG (Hamburg, Deutsch-
land)

Pipettenspitzen, Starlab GmbH (Hamburg, Deutschland)

Ratten, Wistar. 2-14 Tage alt (aus eigener Zucht im ZPF am Klinikum rechts

der Isar)

Spritze 10ml, Braun (Melsungen, Deutschland)
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3.1.4 Patienten und Gewebe

In dieser Doktorarbeit wurden ausschlie3lich Gewebeproben verwendet, die
von Uber die Weiterverwendung ihres Gewebes fur Forschungszwecke aufge-
klarte Patienten stammen. Das Anlegen der Gewebesammlung wurde durch
die Ethikkommissionen der Universitat Heidelberg und der Technischen Uni-
versitat Minchen genehmigt.

Patienten mit PCa hatten ein Tumorstadium nach der UICC Klassifikation
von lla, Ilb oder 1ll. Bei den Patienten mit CP lag entweder eine ethyltoxische,
idiopathische, autoimmune oder ungeklarte Genese zu Grunde. Das gesunde
Pankreasgewebe wurde von Organspendern gewonnen, die aus verschiede-
nen Grinden fur eine Organspende nicht in Frage kamen und fur die Untersu-
chung dieses Gewebes ein Ethikvotum aus Heidelberg und Munchen vorlag
(Gewebesammlung: Universitat Heidelberg approval no. 301/2001 und Techni-
sche Universitat Minchen approval no. 1926/07, Gewebeanalyse: 550/16s Mo-
lekulare Marker der Neuropathie und der nervalen Invasion).

Fur die immunhistochemische Untersuchung setzte sich das Patientengut
aus 23 Patienten mit CP, 18 Patienten mit PCa und 10 Patienten mit NP zu-
sammen. Unter den Patienten mit CP waren 17 Manner und 6 Frauen. Das
mediane Alter betrug 46 Jahre. Die Patienten mit PCa teilten sich in 11 Manner
und 7 Frauen auf. Bei dieser Gruppe war das mediane Alter 61,5.

Patienten mit CP, PCa und NP fir das In-Vitro-Essay wurden ebenfalls aus
der oben vorgestellten Datenbank rekrutiert. Die Gewebeproben wurden zum

Schutz vor Autolyse bei -70°C im Gefrierschrank gelagert.

3.2 Immunhistochemie

3.2.1 Immunhistochemische Farbung der Gewebeschnitte

Mit Hilfe der Immunhistochemie wurden fiir jeden Patienten zwei Gruppen aus
drei konsekutiven, paraffinierten Gewebeschnitten eingefarbt. Zunachst erfolgte

die Darstellung und Nummerierung der Nerven mit dem nervenspezifischen
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Protein PGP9.5. In den beiden darauffolgenden Schnitten wurden dann die
relativen Anteile der Neuropeptide VIP und nNOS dargestellt.

Im ersten Schritt des Immunhistochemieprotokolls der Arbeitsgruppe wur-
den die Gewebeschnitte im Roticlearbad drei Mal fir 10 Minuten entparafini-
siert. Daraufhin erfolgte die Rehydrierung mit Hilfe einer absteigenden Ethanol-
reihe. In 100% Ethanol verweilten die Schnitte drei Mal fir 3 Minuten. Danach
nochmal fur jeweils 3 Minuten in 95%igem, 70%igem und 50%igem Ethanol.
Danach erfolgten zwei Waschgéange fur 5 Minuten in destilliertem Wasser und
in TBST. Dabei geschah die zweite Waschung auf einem Ruttler.

Im Anschluss wurden die Gewebeschnitte mit Hilfe einer Mikrowelle fur 10
Minuten bei 600 Watt in Citratpuffer gekocht und danach bei Raumtemperatur
20 Minuten lang abgekuhlt. Nach einem weiteren Waschgang fur 5 Minuten in
TBST auf dem Ruttler wurde das Gewebe auf den Objekttragern mit dem Dako
Pen eingekreist und mit 100ul einer 0,5% Triton x 100 in PBS-Ldsung fir 5 Mi-
nuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte dann ein Waschgang fur 5 Minu-
ten auf dem Ruttler in TBST.

Im nachsten Schritt wurde 30%iges Wasserstoffperoxid mit destilliertem
Wasser auf 3% verdinnt. Die Gewebeschnitte wurden mit 100pul dieser neuen
Losung behandelt und 5 Minuten inkubiert. Nach einer Waschung in destillier-
tem Wasser auf dem Ruttler fur 5 Minuten wurden die Schnitte mit 10% Zie-
genserum behandelt, um unspezifische Bindungsstellen am Gewebe zu blo-
ckieren. Die Inkubation erfolgte fur eine Stunde bei Raumtemperatur.

Das Immunhistochemieprotokoll sah als nachstes vor, die Schnitte mit
100ul der primaren Antikorper zu behandeln. Dabei wurde fur PGP9.5 eine
Verdinnung von 1:2000 gewabhlt, far VIP 1:500 und fur nNOS ebenfalls 1:500.
Nachdem die Gewebeschnitte mit PGP9.5, VIP und nNOS versetzt worden
waren, inkubierten sie Uber Nacht im Kuhlschrank bei 4°C in einer feuchten
Box. Fur die Negativkontrolle wurden unspezifische Antikdrper aus derselben
Immunklasse und Spezies verwendet.

Am nachsten Tag erfolgten drei zehnminitige Waschgénge in TBST auf
dem Ruttler. AnschlieRend wurden die gebundenen Antikérper sichtbar ge-
macht. Dies erfolgte mit dem Dako-Envision-System HRP und einer Inkubati-
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onszeit von einer Stunde bei Raumtemperatur. Daraufhin erfolgten zwei
Waschgange in TBST fur jeweils 5 Minuten auf dem Rdttler.

Mit Hilfe des chromogenen Agens DAB wurden die Gewebeschnitte im An-
schluss weiter eingefarbt. Dabei wurden 20ul aus der kleinen und 1000ul aus
der groRen Flasche miteinander vermischt. Die Inkubationszeit fir PGP9.5 be-
trug 90s, fur VIP 480s und fur nNOS 40s. Die Reaktion wurde durch Wasser
gestoppt. Um das Gewebe weiter farblich zu differenzieren, folgte ein 15 se-
kiindiges Bad in Hamalaunldsung. Dieser Schritt erfolgte jedoch ausschlief3lich
fur die Gewebeschnitte mit PGP9.5, da die Schnitte mit VIP und nNOS bei der
spateren digitalen Weiterverarbeitung des gro3tmdglichen farblichen Kontras-
tes bedurften. Es folgte eine weitere Waschung unter fliel3endem Wasser.

Die Gewebeschnitte wurden abschlieBend mit Hilfe einer aufsteigenden
Ethanolreihe dehydriert. Jeweils drei Minuten verbrachten die Schnitte in 50%,
70% und 95% Ethanol. Dann drei Mal fir drei Minuten in 100% Ethanol bevor
sie dann fur 15, 20 und 30 Minuten in Roticlear inkubiert wurden. Abschlie3end
wurden die Gewebeschnitte mit Mounting Medium und Deckglasern versiegelt.

Zu Darstellung von nNOS auf Gewebeschnitten wurde das Dako Envision
System HRP durch das Vectastain Elite ABC Kit ersetzt, um eine starkere
Farbreaktion zu erzielen. Dafur wurden das Blockadeserum und der sekundare
Antikorper ersetzt. Zusatzlich erfolgte nach dem sekundéaren AntikGrper noch
ein weiterer Inkubationsschritt mit dem ABC Reagent aus dem gleichnamigen
Kit. Auch dieser weitere Schritt erforderte einen funfminttigen Waschgang mit
TBST auf dem Ruittler.

3.2.2 Quantitative Bestimmung der relativen Dichte von VIPergen
und nitrergen Nervenfasern in vivo

Fur die detalllierte Analyse und die Herstellung von digitalen Bildern der Gewe-

beschnitte wurde das Keyence Biorevo BZ-9000 System herangezogen.
Einleitend erfolgte zunachst die Anfertigung einer Ubersichtsaufnahme der

mit PGP9.5 eingefarbten Schnitte. Anschlie3end wurden alle Nerven in jedem

Schnitt aufgesucht und nummeriert. Analog zu dieser Nummerierung wurden

26



Material und Methoden

dann in den konsekutiven Schnitten, die mit VIP und nNOS eingefarbt wurden,
die konsekutiven Nerven aufgesucht und einander zugeordnet.

Mit Hilfe der Software ImageJ 1.48v (National Institutes of Health, Bethes-
da, USA) konnte nun die gesamte Flache der Nerven berechnet werden. In
einem zweiten Schritt wurden zusatzlich die mit VIP und nNOS eingefarbten
Bereiche gemessen und in Relation zur Gesamtflache gesetzt.

Nachdem nun fur jeden einzelnen Nerv ein prozentueller Anteil an mit VIP
oder nNOS geféarbter Flache ermittelt wurde, liel3 sich fir alle Nerven eines
Gewebeschnittes ein Mittelwert bilden. Da fur jeden Patienten fur VIP und
NNOS jeweils zwei Schnitte vorlagen, wurde dieser Mittelwert aus allen Nerven
zweier Schnitte gebildet. Mit diesen neu angefertigten Mittelwerten liel3 sich im

Anschluss die statistische Analyse erstellen.
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Abb. 7: Farbeschnittabfolge in der Immunhistochmie. Im ersten Bild ist ein Nerv eines Patienten mit
CP abgebildet. Der Gewebeschnitt wurde mit PGP9.5 und Hamalaunlésung gefarbt. Das Foto entstand

unter 40-facher VergréRerung.
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Abb. 8: Farbeschnittabfolge in der Immunhistochmie. Im zweiten Bild wurde derselbe Nerv im direkt
auf den vorherigen Schnitt folgenden Slide abgebildet. Dieses Gewebe wurde lediglich mit VIP eingefarbt.

Abb. 9: Farbeschnittabfolge in der Immunhistochmie. Im dritten und letzten Bild wurde der nachste
Schnitt herangezogen, aber diesmal mit nNOS gefarbt.
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3.3 In-vitro Neuroplastizitatsassay mit Spinalganglien aus
neugeborenen Ratten

3.3.1 Praparation, Isolation und Kultur der Spinalganglien aus neu-
geborenen Ratten

Fur die folgenden Arbeitsschritte wurden neugeborene Wistar-Ratten, die zwi-
schen 2 und 14 Tage alt waren, benutzt. Unter mikroskopischer Sicht und Kalt-
lichtbeleuchtung wurde zunéchst eine Langslaparotomie durchgefuhrt, gefolgt
von der Entnahme der inneren Organe und der Entfernung der Rippen. Im
nachsten Schritt erfolgte die totale beidseitige Laminektomie. Die nun freilie-
genden Spinalganglien wurden enthommen, von ihren Axonen befreit und in
MEM auf Eis zwischengelagert.

Die Andauung und Dissoziation der Spinalganglienkapsel erfolgte in 900ul
HBSS und 100ul Kollagenase 2. Dafir wurden die Ganglien steril in ein Ep-
pendorfgefald Gberfuhrt, welches dann 30 Minuten bei 37°C und 5% CO2 im
Inkubator gelagert wurde. Nach der Andauung wurden die Ganglien weiter dis-
soziiert, indem sie mit Hilfe einer Spritze durch kleiner werdende Kanilen ge-
presst wurden. Dieses mechanische Herauslosen der Neurone aus ihrer Kap-
sel erfolgte in zwei Schritten. Erst mit der gelben 20G- und dann mit der blauen
23G-Kantile.

Im Anschluss daran wurden die Neurone in der Neubauerzahlkammer mit
Hilfe von Tryptanblau ausgezahlt und mit 10.000 Zellen pro Well in einer 24-
Well-Platte in Kultur gegeben. Als Medium diente das Neurobasalmedium/NBM
mit 10% FBS. Die 24-Well-Platte wurde vor der Praparation speziell vorbereitet.
Dafur wurden in jedes Well ein Coverslip gelegt, welcher mit 40ul Poly-D-Lysin
fur 15 Minuten behandelt wurde. Dieser Arbeitsschritt diente der besseren Haf-
tung der Neurone auf dem Coverslip.

Nach 24h Inkubation wurde das Neuronenwachstum mit dem Mikroskop
Uberprift, das Medium einmalig gewechselt, und es erfolgte die Behandlung
mit den Proteinlysaten. Darlber hinaus wurden die blockierenden Antikorper

und die Immunglobuline hinzugefligt. Diesmal wurde allerdings kein FBS zum
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NBM zugegebem. Nach weiteren 48h wurde das Wachstum wieder kontrolliert

und im Falle eines positiven Ergebnisses erfolgte die Farbung der Coverslips.

3.3.2 Herstellung von Proteinlysaten und Behandlung der Neurone

Da die gewonnenen Neurone wie oben bereits kurz beschrieben einem Quer-
schnitt aus Pankreaspeptiden ausgesetzt werden sollten, mussten zunachst
Proteinlysate von Patienten mit CP, PCa und NP hergestellt werden. Daftr
wurde ein 5xX5mm grol3es Stlick Gewebe zusammen mit einer Metallkugel in
ein Nalgenetube gegeben und anschlieBend mit dem Dismembranator zer-
trummert. Zwei Durchgénge fur 20s mit 3000 RPM wurden durchgefihrt. Die
Trimmerkammer und das Gewebe wurden wahrenddessen stets in fllissigem
Stickstoff gelagert, um die Autolyse des Pankreasgewebes zu verhindern.

Im Anschluss wurden die Tubes mit 500ul 0,1% PBS gefullt und fur 15 Mi-
nuten bei 15000 RPM zentrifugiert Der Uberstand wurde abpipettiert und die
Bestimmung der Konzentration der Proteinlysate gelang mit dem Pierce-BCA-
Protein-Assay-Kit. Daraufhin erfolgte, nachdem die Neurone 24h in Kultur wa-
ren, die Bestlckung der 24-Well-Platte nach dem Schema wie in Abb. 10, 11
und 12 gezeigt.

OOV

Abb. 10: Platte 1 fuir das In vitro Neuroplastizitatsassay. In allen Wells befanden sich 500ul basierend
auf NBM. In Wells, die mit CP, PCa und NP beschriftet sind, wurden Lysate in einer Konzentration von
100pg/ml gegeben.
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Abb. 11: Platte 2 fur das In vitro Neuroplastizitatsassay. Die rekombinanten Proteine wurden mit
10ng/ml konzentriert. Anti-NGF wurde mit 3pug/ml, Anti-NT3 mit 1pg/ml und Anti-BDNF mit 1g/ml angelegt.
Ein kleines p bedeutet, dass indiesem Ansatz alle drei Patienten zusammengefiigt wrden. (p=pooling)
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Abb. 12: Platte 3 fuir das In vitro Neuroplastizitatsassay. Die Immunglobuline IgG1m und IgGr wurden
mit 5ug/ml pipettiert.

3.3.3 Immunfluoreszenzfarbung der Coverslips

Drei Versuchsansatze wurden jeweils mit VIP und nNOS behandelt. Da auch
die Neurone insgesamt gezeigt werden sollten, wurden beide Versuchstriplets
zusatzlich mit Beta-IlI-Tubulin — einem spezifischen Marker fur Neurone — ge-
farbt.
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Fur die Farbung der Coverslips und damit die Sichtbarmachung der Neurone
unter dem Mikroskop wurden die 24-Well-Platten zunachst von ihrem NBM be-
freit. Es folgte eine Waschung der Wells fir 5 Minuten mit PBST, fur 10 Minu-
ten in 0,5% Triton x 100 / 1x PBS und fur 5 Minuten mit wieder PBST.

Unter Beibehaltung des Pipettierschemas wurden die Coverslips zur weite-
ren Behandlung auf eine mit dem Schema markierte Projekthille gelegt. Jeder
Coverslip wurde nun mit 70ul NGS bedeckt und fur 30 Minuten inkubiert. Da-
raufhin wurden die primaren Antikorper mit PBST verdinnt und auf die
Coverslips gegeben. Dabei wurde ein Verhaltnis von 1:80 fir VIP, 1:500 fir
NNOS und 1:200 fur Beta-3-Tubulin gewahlt. Die Inkubationszeit betrug 90 Mi-
nuten bei Raumtemperatur. Nach der Inkubation wurden die Antikdrper weg-
gewaschen, indem die Coverslips 10-15 Mal in PBST getaucht wurden.

Im néchsten Schritt folgte die Behandlung der Coverslips mit den sekundéa-
ren fluoreszierenden Antikérpern. Fir Beta-3-Tubulin wurde der Alexa Fluor
488 Antikdrper Maus im Verhaltnis 1:300 herangezogen. Weiter wurden fir VIP
und NNOS Alexa Fluor 594 Antikérper Kaninchen und Alexa Fluor 594 Antikor-
per Ziege gewahlt. Beide wurden 1:200 verdinnt. Da auch die Zellkerne sicht-
bar werden sollten, fand DAPI als dritte Komponente in einer Verdinnung von
1:3000 Verwendung. Daraufhin wurden die sekundaren Antikorper fur 1h im
Dunkeln inkubiert. Es folgte das Abwaschen der sekundaren Antikorper in zwei
Schritten. Zunéchst wurden die Coverslips 10 Mal in PBST und dann 10 Mal in
destilliertes Wasser getaucht.

Abschliel3end wurden die Coverslips mit Hilfe von Fluoreszenz Mounting
Medium auf Objekttragern fixiert und im Dunklen gelagert, um die Fluoreszenz

maoglichst lange zu erhalten.

3.3.4 Quantitative Bestimmung der relativen Neuritendichte von VI-
Pergen und nitrergen Nervenfasern in vitro

Wie schon fur die Immunhistochemie wurde auch fir die zweite Methode zur
Erstellung digitaler Bilder und spéteren Detailanalyse das Keyence Biorevo BZ-

9000 System angewandt.
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Dafur wurden auf jedem Coverslip die vier Bereiche mit der grof3ten Neuri-
tendichte ausgewahlt und fotografiert. Fir jeden Bereich entstanden vier Fotos.
Ein grines zur Darstellung aller Neuriten, ein rotes, um nur die VIPergen bzw.
nitrergen Neuriten aufzuzeigen, ein grun-rot-blau-Uberlappendes zur Veran-
schaulichung der Methode und ein blaues auf dem lediglich die Zellkerne ab-
gebildet wurden.

Anschliel3end began die Auswertung mit dem Programm ImageJ (National
Institutes of Health, Bethesda, USA). Daflr wurde Uber die grinen und roten
Fotos ein Raster aus 48 Kastchen gelegt und jede Kreuzung eines Neurits mit
den horizontalen Linien innerhalb des Rasters gezahlt. AnschlieRend wurden
diese Zahlen durch 48 geteilt und die roten in Relation zu den griinen gesetzt,
so dass zum Schluss der prozentuale Anteil der VIPergen bzw. nitrergen Neuri-
ten (rot) an der Gesamtzahl der Neuriten (grin) festgestellt werden konnte.

Mit diesen Daten konnte die Auswertung dann in die Phase der statisti-

schen Analyse Uberfiihrt werden.
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Abb. 13: In vitro Neuroplastizitdtsassay. Spinalganglien-Neurone aus neugeborenen Ratten wur-
den in menschlichen CP-Gewebeextrakten kultiviert. (1) B-IlI-Tubulin in grin. (2) VIP in rot. (3) DAPI
in blau. (4) Die Uberlagerung der unterschiedlichen Farbungen zeigt deutlich den Unterschied zwi-
schen gemischten Neuriten (orange) und B-11I-Tubulin-Neuriten (grin).
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3.4 Schmerzen

In die weiter oben bereits vorgestellte Gewebedatenbank wurde eine individuel-
le Schmerzskala eingearbeitet. Die Patienten wurden dabei unter anderem vor
der Operation auf ihre Schmerzen hin befragt bezlglich der Intensitat und Fre-
guenz. Die Intensitat wurde dabei von O bis 3 bewertet mit 0 = keine Schmer-
zen, 1 = wenig Schmerzen, 2 = moderate Schmerzen und 3=starke Schmer-
zen. DarUber hinaus wurde die Frequenz in 3 = taglich, 2 = monatlich und 1 =
monatlich unterteilt. Die Werte fur Intensitat und Frequenz wurden dann mitei-
nander multipliziert. Anhand dieses Werts wurden die Patienten dann wiede-
rum in drei Schmerzgruppen eingeteilt mit Pain 0 = O fur Patienten, die gar kei-

ne Schmerzen hatten, Pain | = 1-3 fur Patienten mit milden Schmerzen und
Pain Il = 4-9 fur Patienten mit moderaten bis starken Schmerzen (Ceyhan et
al., 2009a).

3.5 Neuritis und Neurale Invasion

Zur Graduierung der Neuritis und der neuralen Invasion wurde ebenfalls eine
Skala entwickelt. Dieser Skala wurden histopathologische Aspekte zu Grunde
gelegt. Nerven, die weder mit Entztindungszellen noch mit Tumorzellen eine
Berthrung zeigten, wurde der Wert 0 zugewiesen. Berlhrten Zellen die Ner-
venscheide bekamen sie den Wert 1. Drangen Zellen sogar durch Uberwinden
der Nervenscheide in den Nerven ein, wurde ihnen der Wert 2 zugeschrieben.

3.6 Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung wurde das Programm GraphPad Prism 5
(GraphPad Software Inc., La Jolla, USA) eingesetzt, das die Ausflihrung statis-
tischer Tests erméglicht und gleichzeitig fir die graphische Darstellung der Er-
gebnisse benutzt werden kann.

Alle Angaben der Ergebnisse erfolgten als Mittelwert £ mit Standardabwei-

chung (SD). Im ersten Teil der Arbeit wurden Zweigruppenanalysen wurden mit
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Hilfe des ungepaarten t-Tests durchgefuhrt, wahrend Mehrgruppenanalysen
mit der einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) gefolgt von der Bonferroni-
Korrektur vollzogen wurden. Alle Tests waren zweiseitig und es wurde bei ei-
nem p-Wert < 0,05 von einer statistischen Signifikanz ausgegangen.

Im zweiten Teil erfolgten die Zweigruppenanalysen mit dem Mann-Whitney-

U-Test und die Mehrgruppenanalysen mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests.
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4 Ergebnisse

4.1 VIPerge Nervenfasern bilden einen konstanten Anteil der In-
nervation des Pankreas bei der CP und beim PCa

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Innervation, sowohl in der gesunden
Bauchspeicheldrise, als auch im pathologisch veréanderten Pankreasgewebe,
weiter aufgeschlisselt werden. Dabei wurde zunachst das Neuropeptid VIP auf
seine Beteiligung an der physiologischen Innervation im NP untersucht und mit
den pathologischen veranderten Gegebenheiten in der CP und im PCa vergli-

chen.

VIP

% Neuroimmunreaktivitit

NP CP PCa

Abb. 14: VIPerge Nervenfasern bilden einen konstanten Anteil der Innervation des Pankreas bei
der CP und beim PCa. Die prozentuale Neuroimmunreaktivitat fir VIP, aufgetragen gegen die drei Pan-
kreasentitaten NP, CP und PCa.

Der durchschnittliche prozentuale Anteil VIPerger Nervenfasern im NP be-
trug 3,842 + 2,423%, in der CP 4,287 + 4,644% und beim PCa 4,012 + 3,468%.
Hierbei zeigte sich zwischen den drei Entitaten des Pankreas kein statistisch
signifikanter Unterschied beziglich der VIPergen Nervenfasern (p>0,05, t-Test,
Abb. 14).
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4.2 Der Anteil nitrerger Nervenfasern nimmt beim PCa ab

Im weiteren Schritt wurde der Stellenwert des Enzyms nNOS auf die Innervati-
on des Pankreas untersucht. Da nNOS in Zusammenhang mit schmerzleiten-
den Fasern gebracht wird, fiel auf diesen Katalysator ein ganz besonderes Au-
genmerk (Choi et al., 1996).

nNOS
5 . 0=0,0384
>
< 4-
o
o
o
-
=
E
S
=
Q
=
- NP CP PCa

Abb. 15: Der Anteil nitrerger Nervenfasern nimmt beim PCa ab. Die prozentuale Neuroimmunreaktivi-
tat fir nNOS aufgetragen gegen die drei Pankreasentitdten NP, CP und PCa.

Im NP betrug der durchschnittliche, prozentuale Anteil nitrerger Nervenfa-
sern 2,775 £ 1,758%. Bei der CP zeigte sich ein nicht signifikanter Anstieg auf
3,903 + 2,661% und beim PCa eine signifikante Reduktion auf auf 1,512 *
1,128% (NP vs. PCa: p=0,0384, t-Test, Abb. 15).

4.3 In der CP infiltrieren Immunzellen vorzugsweise Nerven mit
hoherem Gehalt an VIPergen und nitrergen Nervenfasern

In diesem Teil der Arbeit untersuchten wir den moglichen Zusammenhang

der pankreatische Neuritis und der VIPergen und nitrergen Nervenfasern. Da-
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bei wurde unterschieden zwischen Nerven ohne Entziindungsreaktion (0), mit

perineuraler Neuritis (I) und mit endoneuraler Neuritis (Il).

Neuritis in CP
VIP

. ]

0 |
Abb. 16: In der CP akkumulieren Leukozyten vorzugsweise um Nerven mit hdherem Gehalt an
VIPergen Nervenfasern. Die prozentuale Neuroimmunreaktivitat fir VIP in der CP aufgetragen gegen

Nerven ohne neurale Entziindungsreaktion (0), gegen Nerven mit perineuraler Neuritis (I) und gegen
Nerven mit endoneuraler Neuritis (I1).

p=0,0007

% Neuroimmunreaktivitét

Die Neuroimmunreaktivitdt von VIP in der CP in Nerven ohne Neuritis be-
trug 3,358 = 5,203%, Nerven mit perineuraler Neuritis 4,067 + 6,301% und
Nerven mit endoneuraler Neuritis 3,856 + 4,340% (0 vs. I: p=0,0007, t-Test,
Abb. 16).

Aus diesen Zahlen lasst sich ableiten, dass Immunzellen in der CP sich be-
vorzugt um Nerven mit erhohtem Gehalt an VIPergen Fasern formieren, insbe-

sondere bei endoneuraler Immunzellinfiltration.
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Neuritis in CP
nNOS
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Abb. 17: In der CP formieren sich Leukozyten vorzugsweise um Nerven mit héherem Gehalt an
nitrergen Nervenfasern. Die prozentuale Neuroimmunreaktivitat fir nNOS in der CP aufgetragen gegen
Nerven ohne neurale Entziindungsreaktion (0), gegen Nerven mit perineuraler Neuritis (I) und gegen
Nerven mit endoneuraler Neuritis (II).

% Neuroimmunreaktivitat

Der prozentuale Anteil NNOS-positiver Nervenfasern am Gesamtnerv ohne
Entzindungszellinfiltration quantifizierte sich in der CP auf 2,328 + 3,548%. Bei
perineuraler Neuritis betrug er 3,524 = 5,018% und bei endoneuraler Neuritis
3,290 * 3,685% (0 vs. I: p=0,006, t-Test, 0 vs. II: t-Test, p < 0,0001, Abb. 17).

Zusammenfassend zeigt sich, dass die pankreatische Neuritis vor allem

Uberwiegend um Nerven mit erh6htem Gehalt an VIP und nNOS stattfindet.

4.4 Beim PCa beinhalten Nerven mit endoneuraler Neuritis weni-
ger VIPerge Fasern

Auch das PCa zeigt das Phanomen der pankreatischen Neuritis (Ceyhan et al.,
2009a). In welchem Zusammenhang dabei die pankreatische Neuritis im PCa
mit der nervalen VIP und nNOS Expression steht, wurde bisher noch nicht na-

her untersucht.
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Neuritis in PCa
VIP
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Abb. 18: Beim PCa fithren Nerven mit endoneuraler Neuritis weniger VIPerge Fasern mit sich. Die
prozentuale Neuroimmunreaktivitat fir VIP beim PCa aufgetragen gegen Nerven ohne neurale Entzin-
dungsreaktion (0), gegen Nerven mit perineuraler Neuritis () und gegen Nerven mit endoneuraler Neuritis

().

Beim PCa bezifferte sich die Neuroimmunreaktivitat von VIP in Nerven ohne
Neuritis auf 3,243 + 4,535%, mit perineuraler Neuritis auf 3,734 + 4,811% und
mit endoneuraler Neuritis auf 1,541 = 1,875% (0 vs. Il: t-Test, p=0,0007, Abb.
18).

Aus diesen Zahlen lasst sich ableiten, dass beim PCa Nerven mit endo-
neuraler Inflammation weniger VIPerge Nervenfasern enthalten als Nerven oh-
ne Neuritis. Nerven mit perineuraler Entziindungsreaktion zeigen hingegen kein

spezifisches Verhalten im Hinblick auf ihre VIPergen Fasern.
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Neuritis in PCa
nNOS
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Abb. 19: Beim PCa zeigt sich fir nitrinerge Fasern kein signifikanter Unterschied zwischen Patien-
ten ohne und mit Neuritis. Die prozentuale Neuroimmunreaktivitat fir nNOS beim PCa aufgetragen
gegen Nerven ohne neurale Entziindungsreaktion (0), gegen Nerven mit perineuraler Neuritis (I) und
gegen Nerven mit endoneuraler Neuritis (l1).

Die durchschnittliche Neuroimmunreaktivitét von nNOS in Nerven ohne
Entzindung bezifferte sich auf 1,681 + 2,598%, wéhrend sie sich in perineural
entzindete Nerven auf 1,445 + 1,662% und in endoneural entzindete auf
1,182 £ 2,025% quantifizierte (I vs. II: p=0,0744, t-Test, Abb. 19).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass beim PCa nNOS in keinem spe-
ziellen Zusammenhang zur pankreatischen Neuritis steht. Der Anteil nitrerger

Nervenfasern war fur Nerven mit und ohne Neuritis unverandert konstant.

4.5 Beim PCa zeigen Tumorzellen eine hohe perineurale Affinitat
zu Nerven mit hGherem Anteil an VIPergen und nitrergen Ner-
venfasern

Tumorzellen des PCa migrieren in das perineurale Kompartiment und kénnen
Nerven sogar infiltrieren und sich entlang des Endoneuriums weiter ausbreiten.
Dieser Prozess wird neurale Invasion genannt (Bockman et al., 1994,
Nagakawa et al., 1992). In dieser Arbeit wurde untersucht in welchem Zusam-

menhang die neurale Invasion mit VIPergen und nitrergen Nervenfasern steht.
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Neural Invasion
VIP

p=0,0027 |

% Neuroimmunreaktivitiat

0 I 1

Abb. 20: Neurale Invasion. Die prozentuale Neuroimmunreaktivitat fir VIP beim PCa aufgetragen gegen
Nerven ohne neurale Invasion (0), gegen Nerven mit perineuraler Invasion (1) und gegen Nerven mit en-
doneuraler Invasion (Il).

Die relativ VIPerge Flache fur Nerven ohne Invasion quantifizierte sich auf
3,370 = 5,184%. Nerven mit perineuraler Invasion wiesen eine prozentuale
Neuroimmunreaktivitat von 5,710 + 6,131% auf und endoneural infiltrierte Ner-
ven besal3en eine prozentuale Neuroimmunreaktivitat von 2,664 + 3,277% (0
vs. |: p=0,0027; t-Test, Abb. 20).

Die Zahlen deuten auf einen Zusammenhang zwischen perineural besiedel-
ten Tumorzellen und VIPergen Nervenfasern hin. Nerven mit Tumorzellen in
ihrem Perineurium besalRen signifikant mehr VIPerge Fasern. Im Umkehr-
schluss kénnte dies bedeuten, dass Tumorzellen bevorzugt auf Nerven mit h6-

herem Gehalt an VIP abzielen.
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Neural Invasion
nNOS
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Abb. 21: Neurale Invasion. Die prozentuale Neuroimmunreaktivitat fir nNOS beim PCa aufgetragen
gegen Nerven ohne neurale Invasion (0), gegen Nerven mit perineuraler Invasion (I) und gegen Nerven
mit endoneuraler Invasion (11).

Die prozentuale Neuroimmunreaktivitdt von nNOS in Nerven ohne neurale
Invasion bezifferte sich auf 1,387 + 2,225%, mit perineuraler Invasion auf 2,550
+ 4,536% und mit endoneuraler Invasion auf 1,493 + 2,109% (0O vs. I
p=0,0039, t-Test, Abb. 21).

Aus dieser Analyse lassen sich @hnliche Schlisse ziehen wie bereits
zuvor in Bezug auf VIP. Nerven mit perineuraler Invasion zeigen einen hdheren
Gehalt von nNOS. Tumorzellen priorisieren also Nerven mit zahlreichen nitrer-

gen Nervenfasern als ihre Migrationsziele.

4.6 Patienten mit CP und starken Schmerzen besitzen vermehrt
nitrerge Nervenfasern

Schmerzen spielen eine zentrale Rolle in der Symptomatik von Patienten mit
CP und PCa. Fast alle Patienten berichten im Verlauf dieser Erkrankungen
Uber Schmerzen (Andren-Sandberg et al., 2002; Hameed et al., 2010). Vor die-
sem Hintergrund stellt sich selbstverstandlich die Frage, ob die Innervation des

Pankreas und die Verdnderung dieses Systems bei der CP und beim PCa im

44



Ergebnisse

Zusammenhang mit Schmerzen steht. Es besteht die Mdglichkeit, dass insbe-
sondere NnNOS an der Schmerzleitung beteiligt zu sein scheint (Choi et al.,
1996).

Schmerzen in CP
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Abb. 22: Patienten mit CP und starken Schmerzen besitzen vermehrt nitrerge Nervenfasern. Die
prozentuale Neuroimmunreaktivitat fir nNOS in der CP aufgetragen gegen Patienten ohne Schmerz (0),
gegen Patienten mit moderaten Schmerzen (I) und gegen Patienten mit starken Schmerzen (l1).

Bei Patienten mit CP und ohne Schmerzen betrug die Neuroimmunreaktivi-
tat fir nNOS 2,501 * 1,823%. Hatten die Patienten moderaten Schmerz, bezif-
ferte sich die Neuroimmunreaktivitat auf 4,088 + 3,717%. Berichteten sie wie-
derum Uber starke Schmerzen, errechnete sich eine Neurimmunreaktivitat auf
5,345 + 1,769% (0 vs. Il: t-Test, p=0,0092, Abb. 22).

Aus diese Zahlen lasst sich ableiten, dass Patienten mit CP und starken
Schmerzen vermehrt nitrerge Nervenfasern in ihren Nerven fuhren. Dies wiede-
rum konnte ein Hinweis auf eine tragende Rolle von nitrergen Nervenfasern in

der Schmerzleitung und —entstehung bei der CP sein.
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Schmerzen in CP
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Abb. 23: In der CP zeigte sich bei Patienten mit Schmerzen beziglich der VIPergen Fasern kein
signifikanter Unterschied vergleichen mit Patienten ohne Schmerzen. Die prozentuale Neuroimmun-
reaktivitat fur VIP in der CP aufgetragen gegen Patienten ohne Schmerz (0), gegen Patienten mit modera-
ten Schmerzen (I) und gegen Patienten mit starken Schmerzen (l1).

Die prozentuale Neuroimmunreaktivitat fur VIP betrug bei Patienten ohne
Schmerzen 3,982 + 2,618%. Bei Patienten mit moderaten Schmerzen liel3 sich
eine prozentuale Neuroimmunreaktivitat von 2,822 + 3,056% messen. Hatten
die Patienten starke Schmerzen, bezifferte sich die prozentuale Neuroimmun-
reaktivitat auf 5,691 + 6,854%. Somit scheit die neurale Immunoreaktivitat von

VIP in der CP keine tragende Rolle zu spielen.
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Schmerzen in PCa
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Abb. 24: Im PCa zeigte sich bei Patienten mit Schmerzen bezuglich der VIPergen Fasern kein sig-
nifikanter Unterschied vergleichen mit Patienten ohne Schmerzen. Die prozentuale Neuroimmunre-
aktivitat fur VIP beim PCa aufgetragen gegen Patienten ohne Schmerz (0), gegen Patienten mit modera-
ten Schmerzen (I) und gegen Patienten mit starken Schmerzen (Il).

Beim PCa bildeten VIPerge Nervenfasern von Patienten ohne Schmerzen
einen Anteil von 4,682 + 3,397%. Hatten die Patienten moderate Schmerzen,
errechnete sich die prozentuale Neuroimmunreaktivitat auf 3,692 + 4,342%. Bei
starken Schmerzen war der prozentuale Anteil 2,131 + 0,9908%.

Insgesamt zeigte sich ein nicht signifikanter Abfall der VIPergen Nervenfa-

sern im Rahmen der Schmersensation im PCa.
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Schmerzen in PCa
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Abb. 25: Im PCa zeigte sich bei Patienten mit Schmerzen bezuglich der nitrergen Fasern kein sig-
nifikanter Unterschied vergleichen mit Patienten ohne Schmerzen. Die prozentuale Neuroimmunre-
aktivitat fir nNOS beim PCa aufgetragen gegen Patienten ohne Schmerz (0), gegen Patienten mit mode-
raten Schmerzen (l) und gegen Patienten mit starken Schmerzen (ll).

Patienten mit PCa und ohne Schmerzen hatten eine prozentuale Neuroim-
munreaktivitat fur nNOS von 1,479 £ 1,301%. Wurden die Schmerzen als mo-
derat angegeben bezifferte sich die Reaktivitat auf 1,629 + 1,163%. Bei Patien-
ten mit starken Schmerzen reagierten 1,351 + 0,664% der Nervenflache auf
nNOS (p>0,05, t-Test, Abb. 23, 24 und 25).

Die drei letzten Graphen lassen sich dahingehend zusammenfassen, dass
es keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Patientengruppen

gibt. Der Faseranteil bleibt somit konstant unabhangig vom Schmerzniveau.

4.7 VIPerge Fasern in der CP und PCa-Mikroumgebung verhalten
sich in vitro ahnlich wie in vivo

Mit unserem zweiten Versuchsaufbau wollten wir Gberprufen, ob wir die Ergeb-
nisse aus den humanen Pankreasschnitten unter in vitro Bedingungen repro-

duzieren konnten. Dafiir wurde die Neuritendichte von Neuronennetzwerken
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gemessen und im Anschluss der relative Anteil VIPerger und nitrerger Neuriten

am Gesamtnetzwerk berechnet.
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Abb. 26: VIPerge Fasern verhalten sich in vitro dhnlich wie in vivo. Der prozentuale Anteil VIPerger
Neuriten aufgetragen gegen die drei Pankreasentitdten NP, CP und PCa.

Der Anteil der VIPergen Neuriten am Gesamtnetzwerk betrug fir mit NP-
Lysaten behandelten Netzwerken 30,020 = 9,826%. Nach der Behandlung mit
CP-Lysaten bezifferte sich der prozentuale Teil der VIPergen Neuriten auf
28,054 + 13,724%. Auf 19,716 + 10,101% lie3 sich der Anteil VIPerger Neuri-
ten berechnen, wenn die Netzwerke mit PCa-Lysaten behandelt wurden (NP
vs. PCa: p=0,0434, t-Test, Abb. 26).

Damit verhalten sich die VIPergen Neuriten in vitro ahnlich wie die VIPer-
gen Nervenfasern in vivo. Sowohl in den im Labor gezlichteten Neuronennetz-
werken, als auch in den humanen Pankreasschnitten bilden die VIPergen Neu-
riten bzw. Nervenfasern einen konstanten Anteil der Innervation tber alle drei
Pankreasentitdten hinweg, wobei es durch Lysate aus dem PCa zu einem

leichten Abfall der VIPergen Neuriten kommt.
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4.8 Kaultivierung mit humanen CP-Extrakten ftihrt zur erhohten nit-
rergen Neuritendichte in vitro

Die nitrergen Neuriten wurden ebenfalls untersucht, um sie mit der nitrergen
Neuroimmunoreaktivitat aus dem NP, CP und PCa zu vergleichen. Auch hier
wurden die Neuronenetzwerke mit Lysaten aus dem NP, der CP und dem PCa
behandelt. Daraufhin wurde der prozentuale Anteil der nNOS-positiven Neuri-

ten am Gesamtnetzwerk gemessen.
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Abb. 27: In vitro steigt die Dichte nitrerger Neuriten unter den Bedingungen einer CP. Der prozen-
tuale Anteil nitrerger Neuriten aufgetragen gegen die drei Pankreasentitdten NP, CP und PCa.

Hierbei betrug im NP der nitrerge Anteil am Gesamtnetzwerk 67,239 +
5,195%, bei der CP mit 75,148 + 5,337% und im PCa mit 70,822 + 8,187% (NP
vs. CP: p=0,0106, t-Test, Abb. 27).

Die Dichte der nitrergen Neuriten nimmt also zu, wenn das Netzwerk den
Bedingungen der CP ausgesetzt wird. Das Mikromileu des PCa scheint der

Anteil der nitrergen Neuriten hingegen nicht zu beeinflussen.

50



Ergebnisse

4.9 Die Neutralisation neurotropher Faktoren hat keinen Einfluss
auf das Wachstum VIPerger Neuriten

Welchen Effekt haben die neurotrophen Faktoren NGF, BDNF und NT3 auf
VIPerge Neurone und ihre Neuriten in der CP? Auch dieser Frage wollten wir
im zweiten Teil dieser Arbeit nachgehen. Dafir wurden innerhalb der drei Pan-
kreasentitdten die Wachstumsfaktoren NGF, BDNF und NT3 mit Antikérpern
blockiert. Im Anschluss wurde dann die Dichte der Neuritennetzwerke gemes-

sen und untereinander verglichen.
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VIP -CP

Anteil VIPerger Nervenfasern (%)

Anteil VIPerger Nervenfasern (%)

Abb. 28-30: Die Neutralisation neurotropher Faktoren hat keinen Einfluss auf das Wachstum
VIPerger Neuriten in der Pankreas-Mikroumgebung. Spinalganglien-Neurone wurden mit Lysaten aus
NP (Bild 1), CP (Bild 2) oder PCa (Bild 3) behandelt. Zusétzlich wurden sie noch mit Antikbrpern gegen
die Wachstumsfaktoren NGF, BDNF und NT3 versetzt. Die verschiedenen Patienten in jeder Entitat wur-
den in diesem Versuch zusammengepoolt (p). Gemessen und berechnet wurde der prozentuale Anteil der
VIPergen Neuriten am Gesamtnetzwerk.
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—

VIP Neuritenanteil (%) |

Standardabweichung

(SD4)
NP 30,020 9,8259
NP + Anti-NGF 31,798 2,5264
NP + Anti-NT3 29,270 6,3623
NP + Anti-BDNF 31,169 10,147
NP + Anti-NGF/NT3/BDNF 43,439 22,286
CP 28,054 13,724
CP + Anti-NGF 32,389 9,5435
CP + Anti-NT3 32,130 6,6789
CP + Anti-BDNF 36,843 13,473
CP + Anti-NGF/NT3/BDNF 30,129 6,5180
PCa 19,716 10,101
PCa + Anti-NGF 22,797 15,237
PCa + Anti-NT3 13,247 6,8464
PCa + Anti-BDNF 20,708 8,9813
PCa + Anti-NGF/NT3/BDNF 16,007 11,713

Tab. 1: Zusammenfassung der prozentualen Anteile VIPerger Neuriten am Gesamtnetzwerk

Innerhalb dieser drei Gruppen wurden die Werte auf signifikante Unter-

schiede hin Uberprift, indem sie statistisch mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests

und einzelner Mann-Whitney-U-Tests untereinander verglichen wurden sind.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgelistet.

" Kruskal-Wallis-Test | Mann-Whitney- U-Test '

A NPvs.B,C,Dund E p=0,8129

B | NP vs. Anti-NGF > 0,05 p=0,7756
C NP vs. Anti-NT3 > 0,05 p=0,6889
D | NP vs. Anti-BDNF > 0,05 p=0,8639
E NP vs. Anti-NGF/NT3/BDNF > 0,05 p=0,3277
F | CPvs.G,H,lundJ p=0,6074

G CP vs. Anti-NGF > 0,05 p=0,3277
H | CP vs. Anti-NT3 > 0,05 p=0,2238
| | CP vs. Anti-BDNF > 0,05 p=0,1810
J | CP vs. Anti-NGF/NT3/BDNF > 0,05 p=0,5287
K | PCavs.L, M, Nund O p=0,6120

L  PCavs. Anti-NGF > 0,05 p=0,6070
M PCavs. Anti-NT3 > 0,05 p=0,2238
N | PCa vs. Anti-BDNF > 0,05 p=0,9546
O PCavs. Anti-NGF/NT3/BDNF > 0,05 p=0,5287

Tab. 2: Zusammenfassung der statistischen Tests fur die VIPerge Neuritendichte in Bezug auf die

Blockade neurotropher Faktoren.

53



Ergebnisse

Alle drei Pankreasentitaten verhielten sich in Bezug auf die VIPerge Neuri-
tendichte gleich. Unter der immunologischen Blockade der drei neurotrophen
Wachstumsfaktoren NGF, NT3 und BDNF war innerhalb der Gruppen kein Un-
terschied zu verzeichnen. Die Neuritendichte blieb also konstant. Dies kdonnte
ein Hinweis darauf sein, dass NGF, NT3 und BDNF keinen nennenswerten

Wachstumseinfluss auf VIPerge Neuriten ausiben.

4.10 Die Abwesenheit von BDNF fordert das Wachstum nitrerger
Neuriten

Im letzten Abschnitt der Versuchsreihe wurde der Effekt von neurotrophen Fak-
toren auf das Wachstum nitrerger Neuriten beleuchtet. Wie schon zuvor bei
VIP wurden die neurotrophen Faktoren NGF, NT3 und BDNF mit Hilfe von An-
tikdrpern blockiert und somit funktionslos gemacht. Daraufhin wurde die Neuri-

tendichte der Neuronennetzwerke bestimmt und statistisch analysiert.
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Abb. 31-33: Die Abwesenheit von BDNF fordert das Wachstum nitrerger Neuriten. Spinalganglien-
Neurone wurden mit Lysaten aus NP (Bild 1), CP (Bild 2) oder PCa (Bild 3) behandelt. Zusatzlich wurden
sie hoch mit Antikdrpern gegen die Wachstumsfaktoren NGF, BDNF und NT3 versetzt. Die verschiedenen
Patienten in jeder Entitat wurden in diesem Versuch zusammengepoolt (p). Gemessen und berechnet
wurde der prozentuale Anteil der VIPergen Neuriten am Gesamtnetzwerk.
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[ Probe (nNOS) | NNOS  Neuriten- | Standardabweichung
anteil (%) (SD4)

NP 67,239 5,1950
NP + Anti-NGF 73,021 5,4996
NP + Anti-NT3 68,228 7,9240
NP + Anti-BDNF 78,184 4,9759
NP + Anti-NGF/NT3/BDNF 76,389 8,5235
CP 75,148 5,3372
CP + Anti-NGF 81,757 8,4632
CP + Anti-NT3 68,805 8,6988
CP + Anti-BDNF 82,618 4,0203
CP + Anti-NGF/NT3/BDNF 83,876 3,1017
PCa 70,822 8,1868
PCa + Anti-NGF 78,417 9,1355
PCa + Anti-NT3 78,199 6,8965
PCa + Anti-BDNF 82,681 3,6976
PCa + Anti-NGF/NT3/BDNF 83,935 11,760

Tab. 3: Zusammenfassung der prozentualen Anteile nitrerger Neuriten am Gesamtnetzwerk ange-

geben mit ihrer Standardabweichung.

Nachdem die prozentualen Neuritenanteile ermittelt wurden, flossen die Mit-

telwerte im nachsten Schritt in die statistische Analyse ein. Dort wurden sie mit

Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests und des Mann-Whitney-U-Tests auf signifikante

Unterschiede hin untersucht. Die Ergebnisse der statistischen Prifung wurden

in der nachfolgenden Tabelle zusammengefasst.
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[ | Probe (nNOS) |

Kruskal-Wallis-Test

| Mann-Whitney-U-Test |

A NPvs.B,C,Dund E p=0,0269

B | NP vs. Anti-NGF > 0,05 p=0,0879
C NP vs. Anti-NT3 > 0,05 p=0,8639
i | NP vs. Anti-BDNF <0,05 p=0,0076
E | NP vs. Anti-NGF/NT3/BDNF > 0,05 p=0,0256
F CPvs.G,H,lundJ p=0,0073

G CP vs. Anti-NGF > 0,05 p=0,1135
H | CP vs. Anti-NT3 > 0,05 p=0,1810
| | CP vs. Anti-BDNF > 0,05 p=0,0176
J | CP vs. Anti-NGF/NT3/BDNF > 0,05 p=0,0120
K | PCavs.L, M, Nund O p=0,0281

L | PCavs. Anti-NGF > 0,05 p=0,0879
M PCavs. Anti-NT3 > 0,05 p=0,0663
N | PCa vs. Anti-BDNF > 0,05 p=0,0016
O PCayvs. Anti-NGF/NT3/BDNF > 0,05 p=0,0496

Tab. 4: Zusammenfassung der statistischen Auswertung der VIPergen Neuritendichte in Bezug auf
die Blockade neurotropher Faktoren.

Betrachtet man die Ergebnisse aller drei Pankreasentitaten parallel, fallt

auf, dass BDNF einen konstant-inhibierenden Effekt auf nitrerge Neuriten zu

haben scheint. Sowohl im NP, als auch bei der CP und beim PCa fuhrt die im-

munologische Blockade von BDNF zu einer erhéhten Dichte nitrerger Neuriten
(p < 0,05, siehe Abb. 31-33). Die Abwesenheit von BDNF scheint fur das
Wachstum nitrerger Neuriten férderlich zu sein. Im Umkehrschluss kénnte dies

bedeuten, dass BDNF das Wachstum nitrerger Neuriten hemmit.
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5 Diskussion

Bei der CP und beim PCa nehmen die Nerven im Pankreas nicht nur an
Durchmesser und Dichte zu, sondern die Qualitat ihrer Nervenfaserzusam-
mensetzung unterliegt ebenfalls einem Wandel. Dieser Vorgang wird ,Neural
Remodeling” genannt (Ceyhan et al., 2009b). Erste Aspekte dieser neuronalen
Umgestaltung wurden 2009 erstmals von Ceyhan et al. beschrieben. Der Fo-
kus der damaligen Untersuchung lag in erster Linie auf Nervenfasern des auto-
nomen Nervensystems. Dabei konnte gezeigt werden, dass die sympathische
Innervation sowohl bei der CP als auch beim PCa im Vergleich zum NP ab-
nimmt. Die parasympathische Innervation hingegen zeigte keine signifikanten
Unterschiede zwischen den drei Pankreasentitaten (Ceyhan et al., 2009b).

In dieser Studie sollte nun in Anlehnung an das Neural Remodeling weiter
untersucht werden, um weitere Details der pankreatischen Innervation bei der
CP und beim PCa aufzudecken, und um daraus eventuell Hinweise auf neue
Therapiemoglichkeiten zu gewinnen. Die Untersuchungen daflir fokussierten
sich auf zwei weitere Nervenfaserqualitaten: Zum einen die VIPergen Nerven-
fasern und zum anderen die nitrergen Nervenfasern. Beide Faserqualitaten
sind in pankreatischen Nerven prasent und wurden auf ihre Veranderungen bei
der CP und beim PCa bisher noch nicht untersucht (Salvioli et al., 2002). Die
Ergebnisse dieser Studie sollen die Definition des Neural Remodeling und den
dazugehdrigen Inhalt erganzen und vervollstandigen.

Ahnlich wie die parasympathischen Nervenfasern zuvor, verhielten sich in
dieser Studie auch die VIPergen Nervenfasern. Im Vergleich zum NP liel3 sich,
weder fur die CP noch fur das PCa ein signifikanter Unterschied zeigen. Be-
trachtet man diese Ergebnisse vor dem Hintergrund der erhdhten Nerven-
durchmesser und -dichte bei der CP und beim PCa, kommt es folglich zu ei-
nem absoluten Zuwachs der VIPergen Innervation. Der VIPerge
Innervationsanteil am Gesamtnerv bleibt somit konstant tber alle drei Pan-
kreasentitdten hinweg. Dieses Ergebnis zeigte sich zunéchst in vivo bei den
humanen Pankreasschnitten und konnte in einem zweiten Schritt durch das In-
vitro-Neuroplastizitats-Assay auch unter labortechnisch kontrollierten Bedin-

gungen reproduziert werden.
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Das vergleichbare Verhaltensmuster parasympathischer bzw. cholinerger
Nervenfasern und VIPerger Nervenfasern bildet einen interessanten Ansatz, da
fur exokrine Drisen — zu denen auch das Pankreas gehdrt — gezeigt werden
konnte, dass VIP auch in cholinergen Neuronen nachgewiesen werden kann.
Diese Neuronen sind fur Sekretion und Vasodilatation zustandig (Lundberg et
al., 1980). Beides sind Einflussbereiche sowohl von cholinergen Neuronen als
auch von VIPergen. Aus diesem Grund geht man in exokrinen Organen von
einem synergistischen Effekt beider Transmitter aus (Lundberg et al., 1980). Es
ist also nicht verwunderlich, dass die VIPergen und die cholinergen Nervenfa-
sern sich analog zu ihrer gleichenden, sekretorischen und vasodilatierenden
Funktion bei der CP und beim PCa ahnlich verhalten. In Bezug auf das Neural
Remodeling konnte man demnach die VIPergen Fasern mit den parasympathi-
schen zusammen kategorisieren.

Chen et al. fanden heraus, dass die Inhibition von nNOS die zielgerichtete
Migration von neuralen Stammzellen zu Tumorzellen férdert (C. Chen et al.,
2013). Da die Hypertrophie und die Dichtezunahme der Nerven beim PCa sehr
ausgepragt ist, fallt jeder Hinweis auf das Migrationsverhalten von Nerven- und
Tumorzellen besonders ins Gewicht. Der Verlust der nitrergen Innervation beim
PCa konnte demnach ein Forderer der pankreatischen Neuroplastizitat sein, da
die Herunterregulierung von nNOS das Einsprie3en von Nerven stimulieren
konnte. Dieser Ansatz wirde die Ergebnisse aus den humanen Pankreas-
schnitten unterstitzen.

Die pankreatische Neuritis gehort zu den wichtigen morphologischen Ver-
anderungen, die das Pankreas bei der CP durchmacht, da sie bei dieser ent-
zundlichen Erkrankung mit der Frequenz und Starke von abdominelle Schmer-
zen, sowie der Hypertrophie und Dichtezunahme der Nerven, assoziiert ist
(Ceyhan et al., 2009a). In dieser Studie konnte fur die CP gezeigt werden,
dass Immunzellen sich bevorzugt um Nerven mit erh6htem Anteil an VIPergen
und nitrergen Nervenfasern ansammelten. Dabei waren peri- und endoneural
infiltrierte Nerven gleichermal3en betroffen.

NO dient unter anderem als Vasodilatator und spielt damit eine wichtige
Rolle bei entziindlichen Prozessen, weil es in der Lage ist die Gefal3permeabili-
tat zu erhéhen und dadurch ein Odem zu bilden. Auch direkte Schaden kénnen
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durch NO hervorgerufen werden. In Geweben aus chronischen entzindlichen
Erkrankungen, wie Colitis Ulcerosa und Arthritis, konnte Peroxinitrit nachge-
wiesen werden, welches zu den reaktiven Stickstoffverbindungen gehért und in
der Lage ist z.B. Lipide zu oxidieren und damit einen zytotoxischen Charakter
aufweist (Kerwin et al., 1995). NO ist eine als Gas sehr diffusionsfahige, labile
und hoch reaktive Substanz (Rand et al., 1995). Es erscheint also durchaus
denkbar, dass nNOS Uber den Nerven hinaus eine Wirkung auf das umliegen-
de Gewebe entfalten kann. Der vasodilatierende Effekt mit der daraus folgen-
den erhdhten Gefal3permeabilitat kénnte es Immunzellen erleichtern im Bereich
von nitrergen Nerven die Gefal3e zu verlassen und ins perineuale Gewebe zu
migrieren. Die Formierung von Zellen des Immunsystems um Nerven mit er-
hohtem Gehalt von VIP gibt hingegen ein Ratsel auf, weil VIP in der Vergan-
genheit als antiinflammatorisch eingestuft wurde (Gonzalez-Rey et al., 2007,
Ran et al., 2015). Allerdings beschrankte sich die Forschung dabei auf VIP in
seiner hormonellen Funktion. Als Neurotransmitter in Bezug auf entzindliche
Prozesse und Erkrankungen wurde VIP noch nicht untersucht.

Interessanterweise waren Nerven mit erhghtem Anteil von VIP und nNOS
nicht nur anziehend auf Entziindungszellen bei der CP, sondern auch beim
PCa formierten sich Tumorzellen bevorzugt um diese Nerven. Dabei war vor
allem das perineurale Gewebe betroffen. Bei Nerven mit erhohtem Gehalt an
nitrergen Nervenfasern war auch das Endoneurium vermehrt infiltriert. NO ist in
der Lage den PI3K-AKT Signalweg zu aktivieren und Apoptose zu verhindern.
Dieser Signalweg fordert das Uberleben von Zellen. Dariiber hinaus spielt er
jedoch auch eine Rolle bei der Migration und Invasion von Tumorzellen, wie
z.B. auch von Pankreastumorzelllinien wie Panc-1 (Fujita et al., 2014). Die Ex-
pression von NOS korreliert mit dem Tumorstadium und dem Metastasierungs-
grad beim malignen Melanom. In Gliatumoren konnte zudem noch ein Zusam-
menhang zwischen der Expression von nNOS und Malignitat, sowie
Proliferationspotential hergestellt werden (Tanriover et al., 2008).

Demnach fordert NO also unter anderem das Wachstum und Uberleben
von Tumorzellen, aber vor allem auch die Fahigkeit zu migrieren und zu infilt-
rieren. Vor diesem Hintergrund erscheint die bevorzugte perineurale Invasion
von Nerven mit erhéhtem nNOS-Anteil folgerichtig. Dabei konnte nNOS ein
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entscheidender Mediator fir die neurale Invasion von Tumorzellen beim PCa
sein.

Der Schmerz zahlt zu den wichtigen Symptomen der CP und des PCa. Na-
hezu alle Patienten berichten im Verlauf der Erkrankungen tGber Schmerzen.
Da diese Schmerzen durch den direkten Schaden von Nerven entstehen, wer-
den sie als neuropathische Schmerzen klassifiziert und spezifiziert. Ceyhan et
al. spekulierten dartber, ob der Verlust der sympathischen Innervation nicht
von einem Zuwachs der nozizeptiven Innervation begleitet wird und somit zu
mehr Schmerzen fuhrt. Fir das Neuropeptid Substanz P, welches als proin-
flammatorischer Mediator und nozizeptiver Neurotransmitter gilt, konnte bei der
CP bereits ein Anstieg semiquantitativ gezeigt werden (Buchler et al., 1992;
Ceyhan et al., 2009b)

In dieser Studie nahmen wir nun unter anderem nitrerge Nervenfasern im
Pankreas unter die Lupe. Die Funktionen von nNOS in physiologischen und
pathologischen Prozessen sind gut untersucht. Unter anderem fiihrt die Uber-
produktion von nNOS und iINOS zu septischem Schock, Arthritis, Schmerz und
verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen (Mladenova et al., 2012).
Insbesondere in Bezug auf neuropathische Schmerzen und Nervenverletzun-
gen zeigte sich in Studien, dass nitrerge Nervenzellen eine tragende Rolle in
der Aufrechterhaltung der Schmerzen spielen. Nervenverletzungen fihrten zur
Vermehrung von nitrergen Nervenzellen, vor allem in den Spinalganglien. Zu-
satzlich zeigte sich auch eine erhéhte Genexpression und eine dadurch erhoh-
te Enzymaktivitdt von nNOS (Choi et al., 1996). Vor allem in Bezug auf die sy-
naptische Plastizitdt und die chronischen Schmerzen nimmt NO eine wichtige
Position ein, da es in der Lage ist den NMDA-Rezeptor zu modulieren und da-
mit die Prozessierung von Schmerzen sowohl auf peripherer als auch auf zent-
raler Ebene zu beeinflussen (Meller et al., 1993). Zudem wird der NMDA-
Rezeptor mit der Hyperalgesie in Verbindung gebracht, die auch bei der CP
beschrieben wird (Buscher et al., 2006; Meller et al., 1993). Die Aktivierung des
NMDA-Rezeptor durch NO fihrt des Weiteren zu einer zentralen Sensibilisie-
rung, welche vor allem mit neuropathischen und inflammatorischen Schmerzen

in Verbindung gebracht wird. Die zentrale Sensibilisierung wird dabei als Ver-
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starkung von neuronalen Signalen im zentralen Nervensystem, welche zu einer
Hypersensibilisierung fuhrt, definiert (Meller et al., 1993).

Auf Ruckenmarksebene tragt nNOS durch die Produktion von NO speziell
dazu bei, dass z.B. die thermische Hyperalgesie nach einer Spinalnervilasion
aufrechtgehalten wird (Chu et al., 2005; Guan et al., 2007). Injizierte man den
hochselektiven nNOS-Inhibitor N®-propyl-L-Arginin intrathekal, kam es zu ei-
nem fast kompletten Verschwinden der thermischen und mechanischen Hyper-
sensibilitdt. Bei diesem Modell wurden vier Wochen alten, mannlichen ddY-
Mausen der dorsale Anteil des rechten Nervus ischiadicus bis zur Hélfte ligiert.
Siebe Tage spater wurde die thermische und mechanische Hypersensitivitat
analysiert. Mause mit thermischer und mechanischer Hypersensitivitat wurde
dann intrathekal mit nNOS-Inhibitoren behandelt und wieder analysiert (Tanabe
et al., 2009).

Aber auch nicht-selektive nNOS-Inhibitoren und nNOS-Knockoutmause
zeigten in Studien an Modellen fur neuropathischen Schmerz deutlich weniger
Schmerzen als ihre Kontrollgruppen. nNOS scheint demnach vor allem die Auf-
rechterhaltung von neuropathischen Schmerzen zu unterstttzen. Insbesondere
nitrerge Neurone in den Spinalganglien wird dabei eine entscheidende Position
zugeschrieben(Chu et al., 2005; Woolf, 2011).

In dieser Studie zeigte sich, dass Patienten mit CP und starken Schmerzen
vermehrt Nerven mit erhéhtem Anteil von nNOS-positven Nervenfasern im
Pankreas besalRen. Dieses Ergebnis zeigt zum ersten Mal den Zusammenhang
zwischen einer erhohten Nervenfaserqualitdt mit Schmerzsensation in der CP.
Dadurch kdnnte nNOS eine wichtige Rolle bei der Entstehung - aber vor allem
bei der Aufrechterhaltung - von Schmerzen in der CP spielen. Da nNOS-
Inhibitoren im Tiermodell bereits ein deutlich analgetischer Effekt nachgewie-
sen werden konnte, ware durch den Nachweis von erhéhter nNOS-Aktivitat im
Menschen ein therapeutischer Ansatz fur diese Substanzen denkbar. Die Gabe
von NOS-Inhibitoren und speziell auch nNOS-Inhibitoren ist derzeit Gegen-
stand intensiver Forschung. Beispielsweise existieren bereits mehrere Studien
an Menschen zu Migrane (Olesen et al.,, 2011). Sollten in Zukunft selektive
NNOS-Inhibitoren fir den Menschen ein gunstiges Nebenwirkungsprofil aufwei-
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sen, ware ein therapeutischer Einsatz solcher Medikamente zur Analgesie flur
Patienten mit schmerzhafter CP durchaus denkbar.

Im letzten Teil dieser Studie erfolgte die Untersuchung der Neuritendichte
VIPerger und nitrerger Neuriten in vitro unter der Blockade verschiedener neu-
rotropher Faktoren. Dabei fiel vor allem die Blockade von BDNF auf, da diese
Uber alle drei untersuchten Pankreasentitdten hinweg den gleichen Effekt auf
nitrerge Neuriten zeigte. Blockierte man BDNF mittels Antikorper, flihrte dies zu
einem vermehrten Wachstum von nitrergen Neuriten sowohl beim NP als auch
bei der CP und beim PCa. Insbesondere das analoge Verhalten der nitrergen
Neuriten unter BDNF-Blockade bei allen drei Pankreasentitdten vermittelt den
Eindruck, dass BDNF einen hemmenden Effekt auf nNOS besitzt.

Der Zusammenhang zwischen BDNF und nNOS ist Gegenstand der For-
schung, und in der Literatur wurden bereits verschiedene Aspekte Uber die In-
teraktion beider Proteine aufgedeckt. Zum Beispiel scheint NO in der Lage zu
sein die Sekretion von BDNF in kultivierten Neuronen des Hippocampus rapide
herunter zu regulieren. Der cGMP-Signalweg, in den auch NO eingreift, scheint
dabei die zentrale Rolle zu spielen (Canossa et al., 2002). In einer weiteren
Studie wurde im Tiermodell gezeigt, dass die Behandlung mit BDNF zu einer
erhohten Aktivitat von NOS fuhrte, was wiederum dem neuroprotektiven Cha-
rakter von BDNF entgegenwirkte. Verabreichte man dann den NOS-Inhibitor
N®-nitro-L-argininemethylester (L-NAME), potenzierte sich der protektive Effekt
erneut. Speziell das Isoenzym nNOS trug neben iINOS zu diesem Regulie-
rungsprozess bei (Klocker et al., 1998; Klocker et al., 1999). BDNF und NOS-
Inhibitoren scheinen also einen synergistischen Effekt zu haben (Zhang et al.,
2005). Auf spinaler Ebene zeigte sich wiederum der neuroprotektive Effekt von
BDNF, indem es die Expression von NOS hemmte und dadurch das Uberleben
von spinalen Motorneuronen nach einer Nervenwurzelverletzung in der Ratte
forderte. Die Verletzung hatte unter physiologischen Bedingungen zu seinem
Anstieg von NOS fuhren mussen und infolgedessen zum Zelltod. BDNF blo-
ckierte dabei aber diesen Anstieg vollends und sicherte somit das Uberleben
der Zelle (Novikov et al., 1995).

In dieser Studie fuhrte die Abwesenheit von BDNF zum Wachstum nitrerger
Neuriten aus murinen Spinanganglien. Eine erhdhte Dichte nitrerger Nervenfa-
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sern zeigte sich wiederum bei Patienten mit CP und starken Schmerzen. Dem-
nach konnten BDNF und NOS-Inhibitoren auf verschiedenen Ebenen dem
Wachstum und Uberleben nitrerger Nervenfasern entgegenwirken und somit zu
der Linderung von Schmerzen fihren.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass diese Studie den Begriff des
Neural Remodeling weiter erganzt und die Innervation des Pankreas bei der
CP und beim PCa weiter entschlisselt hat. Insbesondere der Zusammenhang
von starken Schmerzen mit einem erhdhten Anteil von nitrergen Nervenfasern
in der CP gibt uns einen entscheidenden Ansatzpunkt fir weitere Forschung
und Projekte hinsichtlich der Entwicklung eines neuen Therapiekonzeptes fir
die Linderung von Schmerzen in der CP. Selektive nNOS-Inhibitoren kénnten
in Zukunft als Koanalgetika fur diese Zwecke zum Einsatz kommen.
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6 Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Die Nerven bei der CP und beim PCa unterliegen sowohl der pankreatischen
Neuroplastizitat, als auch einem Neural Remodeling. Sie werden nicht nur gro-
Ber und dichter, sondern sie verandern auch ihre qualitative Nervenfaserzu-
sammensetzung. Es kommt zu einem Verlust sympathischer Nervenfasern.
Des Weiteren berichten Patientengruppen beider Erkrankungen haufig tber
Schmerzen. Wie diese Umgestaltungen in Bezug auf VIPerge und nitrerge Fa-
sern aussieht, in welchem Zusammenhang sie mit Neuritis, neuraler Invasion
und Schmerz stehen und welchen Einfluss Neurotrophine darauf haben, waren
der Gegenstand dieser Arbeit.

VIPerge und nitrerge Nervenfasern wurden in Gewebeschnitten von Patien-
ten mit NP (n=10), CP (n=23) und PCa (n=18) immunhistochemisch identifi-
ziert, quantifiziert, und dann mit Neuritis, neuraler Invasion und Schmerz korre-
liert. In einem zweiten Experiment wurde die Neuritendichte von
Neuronennetzwerken gemessen, die mit Lysaten von Patienten mit NP, CP
und PCa versetzt waren. Im Anschluss wurden diese Ergebnisse mit Netzwer-
ken, in denen die Neurotrophine NGF, NT3 und BDNF mittels spezifischer An-
tikorper blockiert waren, verglichen.

Die nitrerge Innervation nahm beim PCa signifikant ab, wéhrend die VIPer-
ge konstant blieb. In der CP blieben beide konstant. Vor dem Hintergrund der
pankreatischen Neuroplastizitat, kam es jedoch zu einer absoluten Zunahme
von VIPergen Fasern bei der CP und beim PCa, sowie von nitrergen Fasern in
der CP. In Bezug auf die pankreatische Neurits formierten sich Leukozyten in
der CP bevorzugt um Nerven mit héherem Gehalt an VIP und nNOS. Beim
PCa wiesen Tumorzellen eine erhohte perineurale Affinitat zu Nerven mit er-
hohtem Anteil an VIPergen und nitrergen Fasern auf. Patienten mit CP und
starken Schmerzen zeigten einen signifikanten Anstieg an nitrergen Nervenfa-
sern. Auf das Wachstum von VIPergen Neuriten schienen die Neurotrophine
keinen Einfluss zu nehmen. Wurde BDNF jedoch blockiert, nahmen nitrerge
Neuriten in allen drei untersuchten Pankreasentitaten an Dichte zu.

BDNF verhalt sich in-vitro unter pankreatischen Bedingungen antagonis-

tisch zu nNOS, denn seine Abwesenheit fordert das Wachstum nitrerger Neuri-
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ten. Der Begriff des ,Neural Remodeling” beinhaltet damit in der CP einen kon-
stanten Anteil nitrerger und VIPerger Nervenfasern, die eine besondere Affinitat
fur inflammatorische Zellen aufweisen. Dabei kénnten nitrerge Nervenfasern
der Hauptvermittler von Schmerzen in der CP sein. Basierend auf unseren Er-
gebnissen kann nNOS-Inhibition eine neue Form der analgetischen Therapie in
der CP darstellen.
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