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1. Einleitung

1.1 Das Pankreaskarzinom

Das duktale Adenokarzinom (PCa) ist mit iber 80% der haufigste im Pankreas vorkommende Tumor
(Morohoshi, Held et al. 1983, Warshaw and Fernandez-del Castillo 1992, Ghaneh, Costello et al. 2008).
Mit einer Inzidenz von knapp 44.000 Fallen rangierte das Pankreaskarzinom im Jahr 2012 hinter Leu-
kamien auf Platz 10 der haufigsten Krebsneuerkrankungen in den USA (Siegel, Naishadham et al. 2012).
Der Anzahl an Neuerkrankungen steht mit ca. 38.000 eine nur etwas geringere Anzahl an Todesféllen
gegenuber. Damit reiht sich die Erkrankung hinter Lungen-/Bronchus-, Prostata-, Brust- und Dick-/End-
darmkarzinomen an 4. Stelle der durch Tumore verursachten Todesursachen ein. Im Gegensatz zu deren
Mortalitaten, welche tber die Jahre gesehen riicklaufig sind, konnte beim Pankreaskarzinom bislang
kein Durchbruch mit einem entsprechenden Rickgang der Mortalitdt erzielt werden (Siegel,

Naishadham et al. 2012).

Als Risikofaktoren fur die Entstehung des Karzinoms konnten in diversen Studien bislang er-
hohtes Lebensalter, Rauchen (Fuchs, Colditz et al. 1996, Coughlin, Calle et al. 2000), ein erhdhter Body-
Mass-Index (Michaud, Giovannucci et al. 2001, Berrington de Gonzalez, Sweetland et al. 2003), Dia-
betes mellitus (Everhart and Wright 1995, Gapstur, Gann et al. 2000, Chari, Leibson et al. 2005) sowie
chronische (Howes and Neoptolemos 2002, Malka, Hammel et al. 2002) und hereditare (Howes, Lerch
et al. 2004) Pankreatitis identifiziert werden. Ebenso gehen Mutationen in den Tumorsuppressorgenen
INK4A, BRCA2 und LKB1, dem DNA-Mismatch-Repair-Gen MLH1 und dem kationischen Trypsino-
gen-Gen PRSS1 (Whitcomb, Gorry et al. 1996, Jaffee, Hruban et al. 2002, Hezel, Kimmelman et al.

2006) mit einem erhohten Risiko einher, an einem Pankreaskarzinom zu erkranken.

Mit 65% sind die Tumore mehrheitlich im Pankreaskopf lokalisiert. Tumore im Pankreaskérper
(15%), im Pankreasschwanz (10%) oder ein multifokales Auftreten (10%) sind dagegen seltener anzu-
treffen (Ghaneh, Costello et al. 2008). Prognostisch haben die Neoplasien des Pankreaskopfes etwas

bessere Aussichten, da diese eine ndhere Beziehung zu den Gallenwegen aufweisen und frither durch



Schmerzen im Ricken- oder Bauchbereich oder durch eine obstruktive Klinik wie schmerzlose Gelb-
sucht oder akute Pankreatitis in Erscheinung treten (Li, Xie et al. 2004, Ghaneh, Costello et al. 2008).
Die Geschwulste des Pankreaskérpers und des Pankreasschwanzes hingegen présentieren sich auf
Grund ihrer Symptomlosigkeit erst in einem relativ spaten, meist schon sehr fortgeschrittenen Stadium

mit einer infausten Prognose (Ghaneh, Costello et al. 2008).

Die 5-Jahres-Uberlebensrate betrug 2012 im Durchschnitt nur 6% (Siegel, Naishadham et al.
2012). Bei genauer Betrachtung der Falldaten fallt auf, dass eine extrem hohe Anzahl an Karzinomen
erst dann diagnostiziert wird, wenn sie entweder bereits metastasiert (53%) oder regional weit fortge-
schritten (27%) sind. Lediglich 8% aller Tumore der Bauchspeicheldruse fallen in einem lokalen, kon-
trollierbaren Stadium auf und weisen eine entsprechend giinstigere Prognose im Langzeitiiberleben auf
(Siegel, Naishadham et al. 2012). Der Vergleich der 5-Jahres-Uberlebensraten der frilhen Stadien der
Erkrankung (22%) mit denen der lokal fortgeschrittenen Stadien (9%) oder von bereits metastasierten
Tumoren (2%) zeigt, welchen Stellenwert eine effiziente Friiherkennung in der Prognose der Erkran-
kung einnimmt. Hierbei hat sich unter den nicht-invasiven Untersuchungstechniken die Kontrastmittel
unterstiitzte computertomographische (CT)-Bildgebung im klinischen Alltag gegeniber anderen Unter-
suchungsmethoden wie der endoskopischen retrograden Cholangiopankreatographie (ERCP) durchge-
setzt (Nishiharu, Yamashita et al. 1999, Catalano, Laghi et al. 2003, Minniti, Bruno et al. 2003, Li, Xie
et al. 2004, Ghaneh, Costello et al. 2008). Zusatzlich zu einer hohen Sensitivitdt und Spezifitat bei der
Entdeckung des Tumors (Catalano, Laghi et al. 2003, Minniti, Bruno et al. 2003) liefert die CT darlber
hinaus eine gute Einschédtzung der Resektabilitat (Nishiharu, Yamashita et al. 1999, Catalano, Laghi et
al. 2003, Minniti, Bruno et al. 2003, Phoa, Tilleman et al. 2005, Dewitt, Devereaux et al. 2006). Eine
bessere Erkennung, insbesondere von unklaren oder kleineren Raumforderungen, liefert der endoskopi-
sche Ultraschall (EUS), welcher tber den Aspekt der Bildgebung hinaus bei Bedarf auch fir den Gewinn
von Gewebeproben durch Feinnadelaspiration (FNA) erweitert werden kann und diesbeziglich dem rein
bildgebenden Charakter einer Kontrastmittel gestiitzten CT (berlegen ist (Di Stasi, Lencioni et al. 1998,
Gress, Gottlieb et al. 2001, Agarwal, Abu-Hamda et al. 2004, Dewitt, Devereaux et al. 2006). Die en-
doskopische retrograde Cholangiopankreatographie (ERCP) hat inzwischen als diagnostische Bildge-

bung auf Grund der Weiterentwicklung von EUS und der Magnetresonanz-Cholangiopankreatographie
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(MRCP) an Stellenwert verloren und sollte nur noch im Rahmen von Gewebegewinnung und zur Ent-
lastung eines Verschlussikterus durch Stents eingesetzt werden (Ghaneh, Costello et al. 2008). Zusatz-
lich zur bildgebenden Diagnostik steht mit dem Carbohydrate-Antigen (CA) 19-9 ein Tumormarker mit
einer mittleren Sensitivitat von 79% und einer mittleren Spezifitat von 82% zur Diagnostik wie auch zur
Verlaufskontrolle zur Verfugung (Warshaw and Fernandez-del Castillo 1992, Goonetilleke and

Siriwardena 2007, Ghaneh, Costello et al. 2008).

Entscheidend fr eine giinstige Prognose ist neben der addquaten Friiherkennung auch die voll-
stdndige Entfernung des Tumors (Wagner, Redaelli et al. 2004, Riediger, Makowiec et al. 2006). Vor
allem die Abwesenheit einer Tumorinfiltration in die obere Mesenterialarterie, in den Coeliacalplexus
sowie das Nichtvorhandensein von Fernmetastasen sind fiir eine kurative, operative Entfernung aus-
schlaggebend (Alexakis, Halloran et al. 2004, Li, Xie et al. 2004, Ghaneh, Costello et al. 2008, Loos,
Kleeff et al. 2008). Dagegen stellt eine Infiltration des oberen Mesenterialvenen-/ Konfluenzbereichs
keine Kontraindikation fur eine operative Therapie dar (Alexakis, Halloran et al. 2004, Tseng, Raut et
al. 2004, Loos, Kleeff et al. 2008). Insgesamt kommt eine Operation nur fur eine Minderheit von Pati-

enten (10-20%) in Frage (Sener, Fremgen et al. 1999, Li, Xie et al. 2004, Loos, Kleeff et al. 2008).

Operationstechnisch wird bei der Entfernung des Tumors heutzutage meist die Pylorus erhal-
tende, partielle Pankreatikoduodenektomie nach Kausch-Whipple durchgefiihrt (Lin and Lin 1999,
Seiler, Wagner et al. 2000, Tran, Smeenk et al. 2004, Seiler, Wagner et al. 2005). Ziel des Eingriffes ist
es, den Tumor vollstandig mit einem ausreichenden Abstand zum gesunden Gewebe (R0-Resektion) zu
entfernen, da dies essentiell flr eine glinstige Prognose des Patienten ist (Wagner, Redaelli et al. 2004,
Riediger, Makowiec et al. 2006). Radikalere Operationstechniken, wie etwa eine vollstdndige Entfer-
nung der Bauchspeicheldriise oder eine radikale Entfernung von Lymphknoten, verbessern nicht die
Mortalitét der Patienten. Bei einem Vergleich der radikaleren Operationstechniken mit weniger radika-
leren fallt dagegen auf, dass vor allem die radikaleren Operationen mit einer erhthten Morbiditatsrate
vergesellschaftet sind (Pedrazzoli, DiCarlo et al. 1998, Alexakis, Halloran et al. 2004, Farnell, Pearson

et al. 2005).



Aber nicht nur aus chirurgischer Sicht ist die Behandlung des PCa eine anspruchsvolle He-raus-
forderung. Die breite Resistenz gegentber konventionellen Chemotherapeutika und gegentiber der
Strahlentherapie vermindert ebenfalls die postoperative Prognose (Shore, Raraty et al. 2003) und sorgt
fiir die ungewohnlich hohe Mortalitat dieser Erkrankung. In der adjuvanten Therapie hat sich wegen des
gunstigeren Nebenwirkungsprofils und der Verldngerung der Lebenszeit Gemcitabine gegeniber Flu-
orouracil durchgesetzt (Burris, Moore et al. 1997, Shore, Raraty et al. 2003, Oettle, Post et al. 2007).
Die Durchftihrung einer Chemoradiotherapie scheint dagegen keinen Vorteil auf die Gesamttiberlebens-
zeit zu haben (Neoptolemos, Dunn et al. 2001, Neoptolemos, Stocken et al. 2004). Bei der Mehrzahl der
Tumore, die entweder lokal soweit fortgeschritten sind, dass man sie nicht mehr operieren kann, oder
bereits Tochtergeschwillste ausgebildet haben, wird eine kombinierte Chemotherapie aus Gemcitabine
und Capecitabine oder einem platinhaltigen Chemotherapeutikum zusétzlich zu symptomlindernden

Therapien angewandt (Ying, Zhu et al. 2012).

Neuere Studien von Conroy et al. zeigen, dass in der palliativen Situation eine Chemotherapie
nach dem FOLFIRINOX (Fluoruracil, Leucovorin, Iriniotecan und Oxaliplatin)-Schema im Vergleich
zum konventionellen Gemcitabine-Schema hinsichtlich der Uberlebensdauer vorteilhafter ist (Conroy,
Desseigne et al. 2011, Ying, Zhu et al. 2012). Dieses Schema wird derzeit vor allem bei initial lokal
fortgeschrittenen Tumoren oder bei Krebspatienten als 3rd-line Chemotherapie in einer palliativen Ab-

sicht gegeben.

Neben der fachgerechten Behandlung der Grunderkrankung spielen die Versorgung und Be-
handlung der durch den Tumor verursachten Beeintrachtigungen der Lebensqualitét in der weiteren Pa-
tientenversorgung eine enorme Rolle. Im Vordergrund stehen Gewichtsverlust und Schmerzen. Zur Be-
herrschung der Tumorschmerzen ist oft eine hoch dosierte Opioideinnahme erforderlich. Die Durchfiih-
rung eines Plexus-Coeliacus-Blockes kann bei der Schmerzbekdmpfung unterstiitzend wirken, ohne je-
doch die Lebensqualitit oder die Uberlebenszeit signifikant zu verbessern (Brown, Bulley et al. 1987,

Wong, Schroeder et al. 2004).

Gerade bei Raumforderungen im Kopf der Bauchspeicheldriise kommt es nicht selten zu Ein-

engungen oder Verschliissen des Pankreas- oder Gallenganges (Li, Xie et al. 2004, Ghaneh, Costello et
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al. 2008). Bei Verschlussen oder Verengungen der Gallen- und Pankreaswege, welche charakteristisch
fur Tumorlokalisationen im Pankreaskopf sind, kénnen durch den entsprechenden Sekretanstau schwere
Beeintréchtigungen des Patientenalltags entstehen. Um entsprechende Einengungen oder gar Ver-
schliisse zu Uberbriucken, hat sich die Einlage von Metall- oder Plastikstents in Abhangigkeit von der
Patientenkonstitution und Tumorausbreitung via ERCP bewdhrt (Prat, Chapat et al. 1998, Maire,

Hammel et al. 2006, Ghaneh, Costello et al. 2008).

1.2 Chronische Pankreatitis

Klassischerweise unterscheidet man zwischen akuten und chronischen Entziindungen der Bauchspei-
cheldriise. Den Unterschied machen vor allem ihre mogliche Reversibilitat und die verschiedenen Ati-
ologien aus. Wahrend Schadigungen des Parenchyms bei der akuten Form vollstandig ausgeheilt werden
kénnen (Odaira, Berger et al. 1986, Sarles, Bernard et al. 1989, Gupta and Toskes 2005, Braganza, Lee
et al. 2011), ist die chronische Pankreatitis (CP) durch einen irreversiblen Gewebeverlust mit einem
bindegewebigen Umbau des ganzen Pankreasparenchmys charakterisiert (Sarles, Bernard et al. 1989,
Gupta and Toskes 2005, Braganza, Lee et al. 2011). Neuere Thesen (Whitcomb 2004, Braganza, Lee et
al. 2011) gehen von einem Krankheitsspektrum von akuter Pankreatitis (ber rezidivierende akute Pan-

kreatitiden bis hin zur CP aus.

Den Hauptrisikofaktor fiir die Entwicklung einer chronischen Bauchspeicheldrisenentziindung
bildet die regelmaRige Einnahme von Alkohol (Pezzilli 2009, Yadav, Hawes et al. 2009). So weist in
Industrielandern ein GroRteil der Patienten mit CP einen uberdurchschnittlich hohen Alkoholkonsum
auf (Dufour and Adamson 2003, Pezzilli 2009). Die Tatsache, dass jedoch nur eine geringe Anzahl von
Patienten mit Alkoholabusus eine CP entwickelt, legt den Verdacht nahe, dass dem Alkoholmissbrauch
eine Schlusselposition zukommt, dass jedoch auch andere Faktoren eine bedeutsame Rolle spielen
(Dufour and Adamson 2003, Braganza, Lee et al. 2011). Weitere Risikofaktoren, die im Zusammenhang
mit Pankreatitis beobachtet wurden, sind Rauchen (Yadav, Hawes et al. 2009, Yadav and Whitcomb
2010), Hyperparathyreoidismus (Bai, Giefer et al. 2012), diverse Infektionen (Braganza, Lee etal. 2011)

sowie Mutationen im Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) (Cohn 2005), im
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kationischen Trypsinogen (protease-serine-1 gene, PRSS-1) (Whitcomb, Gorry et al. 1996) und im Se-
rine Protease Inhibitor und Kazal type 1 (SPINK-1)-Gen. Aber auch Obstruktionen des Gallen- und
Pankreasganges durch Narben, posttraumatische Strikturen oder Tumore kdnnen Ausgangspunkt einer
chronischen Inflammation darstellen (Sarles 1986, Sarles, Bernard et al. 1989, Braganza, Lee et al.

2011).

Pathophysiologisch spielen insbesondere zwei Faktoren eine dominante Rolle:

Zum einen werden Funktion und Sekretion der Azinuszellen gestort. Freie Sauerstoffradikale
(ROS) induzieren die Produktion und Absonderung von Chemokinen und Cytokinen und verstirken
damit die bestehende Entziindung (Dabrowski, Boguslowicz et al. 2000, Pandol and Raraty 2007,
Gaisano and Gorelick 2009, Leung and Chan 2009, Braganza, Lee et al. 2011). Zusatzlich kommt es zu
einer intrazelluléren Aktivierung von Proteasen sowie zu einer pathologischen basolateralen Sekretion
(Gaisano and Gorelick 2009, Braganza, Lee et al. 2011), bei welcher die physiologische apikale Sekre-

tion gemindert ist (Gaisano and Gorelick 2009, Braganza, Lee et al. 2011).

Des Weiteren ist die Zusammensetzung des Pankreassekrets verandert, so dass vermehrt Prote-
ine ausgefallt werden und somit Vorlaufer von Konkrementen gebildet werden (Sarles 1986, Sarles,
Bernard et al. 1989). Bei Untersuchungen des Pankreassekrets konnte gezeigt werden, dass die Kon-
zentration von Enzymen und Kalzium zunimmt, wohingegen die Menge an Serine Protease Inhibitor
und Kazal type 1 (SPINK-1), Bicarbonat und Citrat abnimmt (Sarles 1986, Sarles, Bernard et al. 1989,
Braganza, Lee et al. 2011). Daneben tauchen auf Grund von radikalen Sauerstoffspezien das Pankreati-
tis-Assoziierte-Protein [PAP]/reglll und das Pankreas-Stone-Protein (PSP) auf (Sarles 1986, Sarles,

Bernard et al. 1989, Braganza, Lee et al. 2011).

Zur Pathogenese der CP existieren mehrere Hypothesen. So sieht ein Erklarungsversuch die im
Bauchspeicheldriisengang vorkommenden kalzifizierten Proteinausféallungen, bestehend aus Pankreati-
tis-Assoziierten-Protein [PAP]/reglll und dem Pankreas-Stone-Protein (PSP) als Ursache der Erkran-

kung (Sarles 1986, Sarles, Bernard et al. 1989).
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Andere wissenschaftliche Erklarungen fur die Entstehung der CP fokussieren sich auf die Azi-
nuszellen der Bauchspeicheldriise. Die bei Alkoholmetabolismus anfallenden Fettséureethylester stehen
im Verdacht, durch Stérungen der Kalziumhomd@ostase in Azinuszellen eine Bauchspeicheldriisenent-
zindung auslésen zu kénnen (Pandol and Raraty 2007). Entsprechend ihrer Atiologie kann man die CP
in eine alkoholische, eine toxische, eine idiopathische/tropische, eine autoimmune und eine hereditare
Form unterteilen (Gupta and Toskes 2005, Pezzilli 2009, Braganza, Lee et al. 2011). Da flr diese Dis-
sertation nur Gewebeproben von Patienten mit CP alkoholischer Genese untersucht wurden, wird im

Folgenden kurz auf die alkoholische CP eingegangen.

Die Mehrheit der Patienten mit CP weist in ihrer Krankheitsgeschichte einen exzessiven Alko-
holkonsum auf (Dufour and Adamson 2003, Pezzilli 2009). Den Altersgipfel der Krankheit stellen dabei
Menschen im 4. Lebensjahrzehnt dar (Mullhaupt, Truninger et al. 2005). Charakteristisch fir die alko-
holinduzierte CP sind kalzifizierte Ablagerungen in den Géngen der Bauchspeicheldriise (Sarles,
Bernard et al. 1989). Typische Symptome der Patienten sind Schmerzen, Diabetes und Stérungen der
enzymatischen Spaltung der Nahrung in Form von Fettstuhlgangen (Witt, Apte et al. 2007, Braganza,

Lee et al. 2011).

Schmerzen treten friih bei diesem Krankheitsbild auf und stellen das Leitsymptom der Krankheit
dar. Damit es im Verlauf der Erkrankung zur Einschrankung der Fettverdauung und konsekutiven Fett-
stiihlen kommt, mussen jedoch tiber 90% der enzymbildenden Azinuszellen zerstort sein (Braganza, Lee
et al. 2011). Mit der chronischen Bauchspeicheldriisenentziindung geht zudem ein erhéhtes Risiko

(<5%) fiir die Ausbildung eines Karzinoms einher (Malka, Hammel et al. 2002).

Uber lange Zeit stellte die endoskopische retrograde Cholangiopankreatographie (ERCP) die
Methode dar, um mit mdglichst hoher Genauigkeit eine CP zu diagnostizieren (Gupta and Toskes 2005).
Wegen des nicht zu vernachldssigenden Risikos, mittels einer ERCP selbst eine Pankreatitis hervorzu-
rufen, ist diese als rein bildgebendes Mittel in den Hintergrund geraten und wird zunehmend durch die
Magnetresonanz-Cholangiopankreatographie (MRCP) (Tamura, Ishibashi et al. 2006), durch den endo-
skopischen Ultraschall (EUS) (Kahl, Glasbrenner et al. 2002) und den Sekretin-Stimulations-Test ersetzt

(Somogyi, Ross et al. 2003).
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Die Haupttherapie der Krankheit richtet sich vor allem nach dem Beschwerdebild des Patienten
und ist primér von symptomatischem Charakter. So werden Ausfalle der an Protein- und Fettverdauung
beteiligten Enzyme durch eine entsprechende Enzymsubstitution korrigiert und somit therapiert (Gupta
and Toskes 2005, Witt, Apte et al. 2007, Braganza, Lee et al. 2011). Blutzuckerentgleisungen wegen
Diabetes mellitus, die durch Gewebezerstérung hervorgerufen wurde, werden mittels Insulintherapie
behandelt (Witt, Apte et al. 2007, Braganza, Lee et al. 2011). Die Behandlung der Schmerzen gestaltet
sich jedoch deutlich schwieriger. Basistherapie ist hierbei eine adaquate Einstellung mittels Analgetika
nach dem WHO-Schema (Braganza, Lee et al. 2011). Darauf aufbauend stehen invasive Methoden, wie
die chirurgische, durch CT oder Ultraschall gesteuerte Punktion und Entlastung von Pseudozysten ohne
Verbindungen zu den Pankreasgéngen, zur Verfiigung (Rosso, Alexakis et al. 2003). Bei Gangobstruk-
tionen, Strikturen und Steinen innerhalb des Pankreasganges haben sich die ERCP (Rosso, Alexakis et
al. 2003) und bei groReren Gangerweiterungen die laterale Pankreatikojejunostomie (Friess, Berberat et

al. 2002) zur Ursachenbeseitigung, Entlastung und Minderung der Schmerzen bewéhrt.
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1.3 Pankreatische Neuropathie und Schmerzen
Schmerzen stellen sowohl beim PCa des Pankreas (Li, Xie et al. 2004, Ghaneh, Costello et al. 2008) wie

auch bei der chronischen Entziindung der Bauchspeicheldriise (Witt, Apte et al. 2007, Braganza, Lee et
al. 2011) das Hauptsymptom dar. Im Gegensatz zu nozizeptivem Schmerz kommt es hierbei jedoch
nicht nur zu einer Aktivierung von Nozizeptoren im Pankreas durch Stimulantien und einer konsekuti-
ven Weiterleitung des Aktionspotentials Uber das Riickenmark zum Gehirn (Scholz & Woolf, 2007).
Beim pankreatischen Schmerz handelt es sich stattdessen um einen zum Teil neuropathischen Schmerz,
welcher durch die Abwesenheit von typischerweise zu Schmerzen fuhrenden Agenzien und durch eine
direkte axonale Schadigung im Zusammenspiel mit einer Vielzahl von anderen Zellen, wie etwa
Schwann’sche Zellen, Immunzellen und Gliazellen des zentralen Nervensystems, charakterisiert wird

(Scholz and Woolf 2007, Treede, Jensen et al. 2008).

Chronische Pankreatitiden und PCa gehen mit spezifischen, histologischen Veranderungen der
Nerven einher, die in direkten Zusammenhang mit dem Auftreten von abdominalen Schmerzen gebracht
wurden. Im Vordergrund stehen insbesondere die die Nerven umgebenden Entziindungszellinfiltrate,
die auch als pankreatische Neuritis bezeichnet werden, und die Zunahme der Nervendichte und des

Nervendurchmessers innerhalb der Bauchspeicheldrise.

1.3.1  Pankreatische Neuritis und Schmerz im duktalen Adenokarzinom und in der chronischen
Pankreatitis
Den ersten Zusammenhang zwischen Schmerzen und Nerven umgebenden Entziindungszellen stellten
1985 Keith et al. her (Keith, Keshavjee et al. 1985). In einer verblindeten Studie wurden Gewebeprapa-
rate von 50 Patienten mit CP analysiert. Hierbei konnte neben einem positiven Zusammenhang zwischen
Schmerzen und Verkalkungen auch eine Korrelation zwischen der prozentualen Haufigkeit von eosino-
philen Granulozyten bei der Zellinfiltration von intrapankreatischen Nerven und dem Auftreten von
abdominalen Schmerzen festgestellt werden (Keith, Keshavjee et al. 1985). Im Gegensatz dazu wurde
weder ein Zusammenhang zwischen Schmerzen und perineuraler Entziindung noch zwischen Schmer-

zen und Grad der Fibrosierung nachgewiesen (Keith, Keshavjee et al. 1985).
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1988 konnten Bockman et al. diese Ergebnisse auf ultrastruktureller Ebene bestétigen
(Bockman, Buchler et al. 1988). Mittels Elektronenmikroskop wurde Gewebe von Patienten mit chro-
nischer Bauchspeicheldriisenentziindung untersucht. Dabei wurden zwei fiir die spatere Forschung
wichtige Beobachtungen gemacht. Zum einen sind bei Patienten mit chronischer Entzindung Anzahl
und Durchmesser der Nerven innerhalb des Pankreas deutlich erhoht, wobei die von einzelnen Nerven
innervierte Gewebsmenge abnimmt (Bockman, Buchler et al. 1988, Friess, Shrikhande et al. 2002,
Ceyhan, Bergmann et al. 2009). Zum anderen wird das Perineurium durch die Entzindung geschédigt.
Die daraus resultierend frei liegenden Axone sind den Noxen und Stimuli aus dem umliegenden Gewebe
frei ausgesetzt und sind in ihrer neuronalen Homdgostase gestort (Bockman, Buchler et al. 1988). In
spateren histologischen Untersuchungen konnte von Ceyhan et al. gezeigt werden, dass die pankreati-
sche Neuritis nicht nur spezifisch fur die CP ist, sondern auch im Gewebe von Patienten mit PCa zu
finden ist. Wie auch bei Patienten mit CP korreliert hierbei das Auftreten von perineuralen Entziindungs-

zellen mit dem Auftreten von abdominalen Schmerzen (Ceyhan, Bergmann, et al., 2009).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass beim PCa und bei CP Nerven durch Entziindungszellen

geschadigt werden und es gleichzeitig zu einem Umbau des Nervengeflechts kommt.

Auf solche aktive Umbaureaktionen deuten auch die Zunahme der Nervendichte und die Hoch-
regulation des Growth-associated-Proteins 43 (GAP-43) hin, die insbesondere in hypertrophen Nerven
und in Nerven mit perineuraler Neuritis stark ausgeprégt sind (Fink, Di Sebastiano et al. 1994). Eine
entsprechende Hochregulation des GAP-43 korreliert ebenso wie die Infiltration von Immunzellen in
Nerven mit dem Schweregrad der Schmerzen, das heillt umso stérker die neuronale Aktivitét ist, desto
groBer ist die neuronalen Umbauprozesse. Betrachtet man in diesem Zusammenhang die pankreatische
Neuritis, so zeigt sich, dass nicht nur die alleinige Existenz der pankreatischen Neuritis das Ausmal der
Schmerzen bestimmt, sondern auch dessen Schweregrad. Patienten mit der schweren endoneuralen Neu-
ritis weisen oft ein schmerzhafteres Krankheitsbild auf als Patienten mit einer vorwiegend perineuralen

Neuritis (Ceyhan, Deucker et al. 2009, Ceyhan, Demir et al. 2010).

Neben den bei der Entziindung freigesetzten Zytokinen kommt auch der Axonschadigung eine

grol3e Rolle bei der Schmerzempfindung zu. So wird bei einer Axonschadigung Neuregulin freigesetzt.
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Dieses bindet sich an Schwann’sche Zellen und sorgt tiber einen Tyrosinkinase-Rezeptor (ERBB2) fir
eine Steigerung der Proliferation (Carroll, Miller et al. 1997). Dies steigert die Proliferation der Zellen
und sorgt dafiir, dass die Schwann’sche Zellen Botenstoffe wie Nerve-Growth-Factor (NGF) und Glial-
Cell-Line-Derived-Neurotrophic-Factor (GDNF), welche das Schmerzempfinden tber die Bindung an
Nozirezeptoren beeinflussen kénnen, sezernieren (Malin, Molliver et al. 2006). NGF spielt hinsichtlich
der neuralen Entziindung der CP eine groRe Rolle; es nimmt bei vielen entziindlichen Erkrankungen von
Organen eine dominante Position ein. Gewebespiegel kdnnen schnell durch Entziindungsmediatoren,
beispielsweise TGF alpha und IL-1 beta, erh6ht werden (Aloe, Tuveri et al. 1992, McMahon 1996).
Ursprungszellen von NGF sind groRtenteils Entziindungszellen wie Lymphozyten (Aloe, Tuveri et al.
1992), Makrophagen (Brown, Perry et al. 1991) und Mastzellen (Leon, Buriani et al. 1994). NGF selbst
besitzt eine Zytokin &hnliche Funktion und kann dadurch die Funktion von B-Lymphozyten, Mastzellen
und Makrophagen beeinflussen. Dariiber hinaus kann es sich durch den TrkA-Rezeptor an sympathische
und sensorische Nerven binden und nimmt so Einfluss auf die Innervation der Entziindung (McMahon
1996). So konnte bereits von Zhu et al. gezeigt werden, dass NGF durch die Regulation des pro-nozi-
zeptiven Rezeptors TPRV1 direkt Einfluss auf die Schmerzentstehung und -wahrnehmung nimmt (Zhu,
Colak et al. 2011). In einem Tierversuch mit CP konnte von Zhu et al. gezeigt werden, dass es bei Tieren
mit CP und NGF-Blockade zu einer deutlicheren Herabsetzung der Schmerzreaktionen mit gleichzeiti-
ger verminderter Expression von TPRV1-Rezeptoren kommt als bei Tieren ohne NGF-Blockade (Zhu,

Colak et al. 2011).

Eine besondere Position unter den Chemokinen nehmen Fractalkine (CX3CL1) und sein Rezep-
tor (CX3CR1) ein. CX3CR1 wird sowohl auf zytotoxischen T-Zellen, natiirlichen Killerzellen und Mak-
rophagen (Bazan, Bacon et al. 1997, Umehara, Bloom et al. 2004) wie auch auf Spinalganglien (SG),
auf Mikroglia des Riickenmarks, auf Satellitzellen und auf embryonalen Neuronen (Bazan, Bacon et al.
1997, Yoneda, Imai et al. 2000) exprimiert. Fractalkine kann die Migration und die Extravasion von
zytotoxischen T-Zellen, natirlichen Killerzellen und Makrophagen in entzlindliches Gewebe induzie-
ren, indem es sich als Botenstoff an den CX3CR1-Rezeptor bindet (Deiva, Geeraerts et al. 2004, Verge,

Milligan et al. 2004) und fiir Leukozyten zudem als Adhéasionsmolekil dienen kann (Imai, Hieshima et
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al. 1997, Goda, Imai et al. 2000). In Geweben von Asthmatikern konnte darlber hinaus ein Zusammen-
hang zwischen der Rekrutierung von Mastzellen und von glatten Muskelzellen sezerniertem CXCL1
nachgewiesen werden (El-Shazly, Berger et al. 2006). Bei der CP haben CX3CL1 und CX3CR1 auf
Grund der gezielten Rekrutierung von Lymphozyten und Makrophagen sowie wegen der Korrelation
zwischen Expressionsstarke und Schmerzen an Bedeutung gewonnen. Dariiber hinaus konnten Ceyhan
et al. mit ihrer Studie einen moglichen pathogenetischen Ansatz flr die Entstehung der pankreatischen
Neuritis vorstellen. Denn hier konnten zum ersten Mal nachgewiesen werden, dass eine neuronale Uber-
expression von Fractalkine eine gezielte Rekrutierung von Entziindungszellen beglinstigt und somit die
Entstehung der pankreatischen Neuritis einleitet (Ceyhan, Deucker et al. 2009). In dieser Studie konnte
auch nachgewiesen werden, dass CP-Patienten mit einer endoneuralen Neuritis verglichen mit Patienten

mit einer verminderten endoneuralen Infiltration an einer starkeren Schmerzsymptomatik leiden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die pankreatische Neuritis durch die Schadigung von
peripheren, intrapankreatischen Nerven und durch die gleichzeitige Zytokin und Chemokin vermittelte

Sensibilisierung an der Schmerzentstehung und -wahrnehmung beteiligt ist.

1.3.2 Pankreatische Neuroplastizitat und Schmerz im duktalen Adenokarzinom und in der
chronischen Pankreatitis
Neben der pankreatischen Neuritis dominiert noch eine andere morphologische Besonderheit der Ner-
ven das histologische Bild der CP und des PCa. Bereits 1988 konnte von Bockman et al. durch elektro-
nenmikroskopische Aufnahmen festgestellt werden, dass es in Geweben von Patienten mit CP zu einer
immensen Zunahme der Nervendurchmesser und der Nervenanzahl kommt — die so genannte Neuro-
plastizitat (Bockman, Buchler et al. 1988). Andere benigne und maligne Erkrankungen der Bauchspei-
cheldriise, wie intraduktal papillar muzindse Neoplasien (IPMN), serése und muzindse Cystadenome,
neuroendokrine Tumore und Papillenkarzinome, weisen meistens eine normale Nervenstruktur auf und
erreichen dabei bei Weitem nicht das AusmaR der nervalen Veranderungen wie beim PCa oder der CP
(Ceyhan, Bergmann et al. 2009). Das AusmaR dieser neuronalen Hypertrophie korreliert nicht nur mit

dem Auftreten von abdominalen Schmerzen in der CP und im PCa, sondern auch mit der Invasion von

17



Tumorzellen in intrapankreatische Nerven (Ceyhan, Bergmann et al. 2009). Auffallig in diesem Zusam-
menhang ist die Hochregulation von Artemin, NGF und GAP-43. GAP-43 kommt in besonders hohen
Konzentrationen in Geweben von Patienten mit CP und PCa vor (Ceyhan, Bergmann et al. 2009, Demir,
Ceyhan et al. 2010). Die Expression von GAP-43 spiegelt sich dabei im Beschwerdebild von Patienten
wider. So leiden Patienten mit hohen Gewebespiegeln haufiger an abdominalen Schmerzen als Patienten
mit niedrigerer Expression (Di Sebastiano, Fink et al. 1997). Auffallend ist, dass sich die Zunahme des
Nervengeflechts nicht nur auf das pathologisch veranderte Gewebe beschrénkt. Durch Untersuchungen
des an krankhaft verandertes Gewebe grenzenden, gesunden Gewebes konnte gezeigt werden, dass es
dort ebenfalls zu einer Hochregulation von Artemin und NGF mit gleichzeitiger Zunahme der Nerven-

dichte kommt (Ceyhan, Schafer et al. 2010).

Eine Zunahme der intrapankreatischen Nerven findet in besonderem MaRe nur in Geweben mit
CP und PCa statt. Gleichzeitig korrelieren das Auftreten und die Zunahme des Nervengeflechts mit dem
Auftreten von abdominalen Schmerzen. Die Zunahme der Nervendichte beschrénkt sich zudem nicht
auf das pathologisch veranderte Gewebe, sondern kann auch im gesunden Gewebe, welches direkt an

das krankhaft veranderte grenzt, festgestellt werden.

1.3.3 Neurale Invasion und Schmerzen

Eine wichtige Position in der Symptomatik und in der langzeitigen Prognose des PCa der Bauchspei-
cheldriise nehmen die charakteristischen abdominalen Schmerzen ein. So korreliert das Auftreten von
abdominalen Schmerzen beim PCa mit der GroRe des Primartumors, mit der Invasion von Tumorzellen
in intrapankreatische Nerven sowie mit der Tumorinfiltration in die vordere Bauchspeicheldriisenkapsel
und dem Ausbilden von Lymphknotenmetastasen (Okusaka, Okada et al. 2001). Ahnliches gilt auch fiir
die Schmerzintensitat. Patienten, bei welchen der Tumor bereits in die vordere Kapsel eingewachsen ist,
die bereits Lymphknotenmetastasen ausgebildet haben oder sich in fortgeschrittenen Tumorstadien be-
finden, leiden an starkeren Schmerzen als Patienten ohne diese Merkmale (Okusaka, Okada et al. 2001).

Dartiber hinaus konnten mehrere Studien zeigen, dass Schmerzen nicht nur einen Hinweis auf die Re-
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sektabilitat geben, sondern dass PCa-Patienten mit milden Schmerzen eine lingere Uberlebenszeit ha-
ben als Patienten mit ausgepragten abdominalen Schmerzen (Okusaka, Okada et al. 2001, Ceyhan,

Bergmann et al. 2009, Demir, Friess et al. 2012).

Eine Interaktion von Tumorzellen und Nerven wurde erstmals 1994 durch den Anatomen Dale
Bockman beschrieben. In elektronenmikroskopisch durchgefiihrten Untersuchungen der Gewebeproben
von Patienten mit Bauchspeicheldriisenkrebs konnte er zeigen, dass Tumorzellen die Integritat von Ner-
ven verletzen, diese direkt invadieren und sie schédigen (Bockman, Buchler et al. 1994). Hinsichtlich
der Schmerzintensitét spielt nicht nur die Haufigkeit der Nerveninvasion von Tumorzellen eine ent-
scheidende Rolle, sondern ob die Invasion perineural oder gar endoneural erfolgt. Dieser unterschiedli-
che Schweregrad der neuralen Invasion spiegelt sich auch in der Schmerzintensitat der Patienten wider.
So empfinden Patienten, bei denen Krebszellen nur bis zum Epi- oder Perineurium invadieren, oft ge-
ringere Schmerzen als Patienten mit einer schweren endoneuralen Tumorinfiltration (Ceyhan,

Bergmann et al. 2009).

Zwei neurotrophische Faktoren, die bei der Nerv-Tumor-Interaktion im PCa der Bauchspeichel-
druse eine Schlisselrolle spielen zu scheinen, sind Artemin und der NGF sowie dessen Rezeptoren
GFRo3 bzw. TrkA. Zhu et al. konnten zeigen, dass die mMRNA-Konzentrationen von NGF-Zugabe in
Tumoren von Patienten mit starkeren Schmerzen erhoht sind. NGF wird von Tumorzellen gebildet, wo-
hingegen der Rezeptor hauptsachlich vom Perineurium exprimiert wird. Eine Steigerung der mRNA-
Level von NGF und TrkA findet vor allem in Nerven mit perineuraler Invasion statt (Zhu, Friess et al.
1999). Aber nicht nur auf die Invasion von Nervenzellen haben NGF und TrkA Einfluss; unter NGF

und TrkA kommt es auch zu einer Proliferationssteigerung von Tumorzellen (Zhu, Kleeff et al. 2002).

Genau wie NGF wird auch Artemin in PCa tberexprimiert. Dadurch kommt es zu einer deutli-
chen Zunahme der Nervendichte im Tumor und im umliegenden Gewebe (Ceyhan, Schafer et al. 2010).
AulBerdem konnen erhthte Konzentrationen von Artemin auch die Invasionsfahigkeit von Tumorzellen

bis auf das Funffache erhéhen (Ceyhan, Giese et al. 2006).
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Einen ebenfalls nicht zu unterschatzenden Stellenwert nimmt die neurale Invasion sowohl hin-
sichtlich der Lokalrezidivrate als auch hinsichtlich der Disease-free-Survival-Zeit und des Gesamtiiber-
lebens ein. So ist das Gesamtiiberleben wie auch die Zeit bis zum Wiederauftreten des Tumors bei Pa-
tienten mit neuraler Tumorinvasion verglichen mit Patienten ohne Tumorinfiltration signifikant verkiirzt
(Chatterjee, Katz et al. 2012). Dabei wirken sich nicht nur das VVorhandensein, sondern auch die Inten-
sitat der Nerveninfiltration beziiglich der Verkiirzung der Uberlebens- und Rezidivzeit aus. Patienten,
bei denen Tumorzellen in die Nerven hineinmigrieren und -wachsen, zeigen eine schlechtere Prognose
als Patienten, bei denen Tumorzellen nur die Nervenscheide infiltrieren (Chatterjee, Katz et al. 2012).
Auffallig ist die Zunahme der abdominalen Schmerzcharakteristik bei Zunahme der Durchbrechung der

Nervenintegritat durch Tumorzellen (Ceyhan, Bergmann et al. 2009).

Die durch den Patienten empfundenen Schmerzen spiegeln nicht allein die Zunahme der Tu-
morzellaggressivitat wider. Es steigen auch mit Zunahme der Infiltrations- und Invasionsfahigkeit der
Tumorzellen der Starkegrad der desmoplastischen Reaktion (die fibrotische Umbaureaktion des Pan-
kreasgewebes auf Tumorzellen) im Pankreasgewebe und das AusmaR der neuralen Invasion (Ceyhan,

Bergmann et al. 2009).
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2. Ziel der Studie

Das Phanomen der pankreatischen Neuritis wurde bereits 1988 von Keith et al. in der CP bzw.
2009 von Ceyhan et al. im PCa beschrieben und mit dem Auftreten von pankreatischer Neuroplastizitét
und abdominalen Schmerzen in Verbindung gebracht (Keith, Keshavjee et al. 1985, Ceyhan, Bergmann
et al. 2009). Bislang brachte eine Untersuchung von Geweben von Patienten mit gesunder Bauchspei-
cheldriise, mit CP und mit PCa die Erkenntnis, dass es sich bei den Entziindungszellinfiltraten in CP
und PCa um vorwiegend CD8+ Lymphozyten handelt (Emmrich, Weber et al. 1998). Eine genaue Iden-
tifizierung der an der neuralen Entzindung beteiligten Immunzelltypen bei CP und PCa sowie die Ana-
lyse der Verteilung bei Patienten mit und ohne Schmerzen wurden jedoch noch nicht vorgenommen.
Eine Identifizierung der an der pankreatischen Neuritis beteiligten Entzlindungszellen in Abhangigkeit
zum Vorhandensein von Schmerzen wirde eine mogliche therapeutische Option bieten, relevante Ent-
ziindungszellen gezielt durch Pharmaka zu behandeln und dadurch die Schmerzsymptomatik zu mil-

dern.

Daher war es das Hauptziel der vorliegenden Doktorarbeit,

1. die perineuralen Entziindungszellen in der CP und im PCa zu identifizieren,

2. die Verteilung der einzelnen Immunzellklassen in Abhéngigkeit zum Auftreten von abdo-
minalen Schmerzen zu analysieren,

3. eine Phanotyp-Analyse der fiir die Schmerzentstehung relevanten Zellen sowie deren Ver-
teilung in Patienten mit und ohne Schmerzen vorzunehmen und

4. mdgliche an der Schmerzentstehung- und wahrnehmung beteiligte Rezeptoren zu untersu-

chen.

In einem ersten Versuch wurden fiir die Charakterisierung von perineuralen Entziindungszellen Gewe-

bepréparate von 20 Patienten mit CP und 20 Patienten mit PCa immunhistologisch gegen

PGP9.5 als Marker fiir Nerven,

CD45 als pan-leukozytdrem Marker,
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CD8 als Marker fiir zytotoxische T-Lymphozyten,

CD68 als Marker fiir Makrophagen,

Tryptase als Marker fur Mastzellen,

CD4 fur T-Helferzellen,

CD20 firr B-Zellen,

PRG-2 fiir eosinophile Granulozyten und

NCL-PC als Plasmazellmarker

geféarbt. Nach Identifikation der Entziindungszellen wurden die Patienten anhand der Existenz von ab-
dominalen Schmerzen in zwei Gruppen (mit Schmerzsymptomatik/ohne Schmerzen) unterteilt und die

Verteilung der oben aufgefiihrten Immunzellgruppen untersucht.

Da die Mastzellen hierbei eine herausragende Rolle einnahmen, wurde deren Phé&notyp in einer zweiten
Versuchsreihe in 16 normalen Pankreasgeweben und je 20 Gewebepréparate von Patienten mit CP und
PCa bestimmt. AnschlieBend erfolgte die Unterteilung der Patienten in zwei Gruppen analog wie bei

der Charakterisierung der Entziindungszellen.

Dariiber hinaus wurde anhand der Rezeptoren der Protease-Aktivierten-Rezeptoren Typ 1 und Typ 2
(PAR-1 und PAR-2) die Expression von fur die Schmerzentstehung und —wahrnehmung relevanten Re-
zeptoren Uberpruft. Hierzu wurde die Expression auf mMRNA durch quantitative Real-Time-PCR und auf
Proteinebene durch immunhistochemische Farbungen in gesundem Gewebe (n=16), Gewebe von Pati-
enten mit CP (=20) und PCa (=20) analysiert und miteinander verglichen. Nach der Kontrolle der Ex-
pression in gesunden und pathologischen Praparaten wurden die Gewebe von Patienten mit CP und PCa
erneut anhand der Schmerzsymptomatik in zwei Gruppen unterteilt und die Expression anhand des

Schmerzbildes verglichen.
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3. Material und Methoden

3.1 Reagenzien

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

det:
Alexa Fluor® 488 Antikorper (Invitrogen, Deutschland)
Alexa Fluor® 594 Antikorper (Invitrogen, Deutschland)
Agua destillata, Braun (Melsung, Deutschland)
Anti-Kaninchen-HRP-Antikorper, Dako Deutschland GmbH (Hamburg, Deutschland)
Anti-Maus-HRP-Antikdrper, Dako Deutschland GmbH (Hamburg, Deutschland)
BSA, Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Chloroform, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
CSA-Kit, Dako Deutschland GmbH (Hamburg, Deutschland)

cDNA-Synthesis-Kit, Roche (Mannheim, Deutschland)
Ethanol, Merck (Darmstadt, Deutschland)

HCI, Klinikum rechts der Isar (Minchen, Deutschland)

Hydrogenperoxide 30%, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Isopropanol, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Methanol, Merck (Darmstadt, Deutschland)

Natriumchlorid (NaCl), Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Roticlear, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

LightCycler-480 SYBR Green | Master Kit, Roche (Mannheim, Deutschland)
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Tris, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Trizol Reagent, Ambion, Invitrogen (Darmstadt, Deutschland)

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

3.2 Antikorper

Antikdrper Spezies Typ Verdinnung Firma
Anti-PGP 9.5 Maus Monoklonaler 1:1000 Dako, Hamburg,
Antikorper Deutschland
Anti-CD45 Kaninchen Polyklonaler 1:500 Antibodies Onling,
Antikorper Aachen, Deutschland
Anti-CD8 Kaninchen Polyklonaler 1:60 Diagnostic BioSys-
Antikorper tems, CA, USA
Anti-CD4 Kaninchen Polyklonaler 1:60 Monosan,
Antikorper Uden, Niederlande
Anti-CD68 Maus Monoklonaler 1:60 Diagnostic BiosSys-
Antikorper tems, CA, USA
Anti-CD20 Maus Monoklonaler 1:500 Novocastra/Leica,
Antikorper Wetzlar, Deutschland
Anti-PRG2 Kaninchen Polyklonaler 1:500 Sigma-Alderich,
Antikorper Minchen, Deutschland
Anti-NCL-PC Maus Monoklonaler 1:16000 Novocastra/Leica,
Antikorper Wetzlar, Deutschland
Anti-Mastzellen- Kaninchen Monoklonaler 1:800 Abcam,

Tryptase

Antikorper

Cambridge, UK
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Antikorper Spezies Typ Verdunnung Firma
Anti-Mastzellen- Ziege Polyklonaler 1:200 Acris Antibodies,
Chymase Antikorper Herford, Deutschland
Anti-Par-1 Maus Monoklonaler 1:100 Santa Cruz Biotech,
Antikorper Deutschland
Anti-Par-2 Kaninchen Polyklonaler 1:4000 LifeSpan/Biozol,
Antikorper Eching, Deutschland
3.3 Gerate

o Keyence Biorevo BZ-9000 System (Keyence, Neu-Isenburg, Deutschland)

e Real-Time LightCycler® 480, Roche (Basel, Schweiz)

e Mikrowelle: Sharp (Osaka, Japan)

¢ Nanodrop: Nanodrop 2000, Thermo Scientific (Dreieich, Deutschland)

e PCR Maschine: Mastercycler, Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, Deutschland)

e Sartorius Dismembrator S (G6ttingen, Deutschland)

o Vortexer: IKA Works, INC., MS 1 Minishaker (Wimington, Vereinigte Staaten von Amerika)

e Zentrifuge: Centrifuge 5810 R, Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, Deutschland)

3.4 Patienten und Gewebe

Das Pankreasgewebe fir die immunhistochemischen Untersuchungen wurde von Patienten, bei denen
auf Grund eines PCa des Pankreaskopfs (n = 20; 8 mannliche Patienten, 12 weibliche Patientinnen,
medianes Alter: 66 Jahre) oder einer CP (n = 20; 13 ménnliche Patienten, 7 weibliche Patientinnen,
medianes Alter: 51 Jahre) der Pankreaskopf entfernt werden musste, entnommen. GemaR der internati-
onalen Tumorklassifikation der UICC (2009) hatten alle diese Patienten ein Karzinom vom Stadium I1b.

Die chronische Bauspeicheldriisenentziindung war in allen Fallen alkoholischer Genese. Gesundes Pan-
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kreasgewebe stammte aus Spenderorganen, bei welchen aus diversen Griinden keine Organspende er-
folgen konnte. Alle Patienten wurden (ber die Entnahme von Gewebe zu Forschungszwecken aufgeklart
und willigten hierzu ein. Die Durchfiihrung der Gewebesammlung wurde von der Ethikkommission der

Technischen Universitat Munchen und der Universitat Heidelberg tberprift und genehmigt.

Entnommenes Pankreasgewebe wurde sofort nach Entnahme in 4%igem Paraformaldehyd fi-

xiert und in einem automatisierten System in Paraffin eingebettet.

3.5 Abdominale Schmerzen

Bei allen oben genannten Patienten mit CP oder PCa wurde prospektiv vor Durchfiihrung der Operation
ein individueller Schmerzscore aus der Schwere und Haufigkeit der Schmerzen ermittelt. Die Schmerz-
stérke wurde in drei Stufen unterteilt: Patienten ohne Schmerzen wurde der Wert 0, Patienten mit leich-
ten Schmerzen der Wert 1, denjenigen mit moderaten Schmerzen der Wert 2 und denen mit starken
Schmerzen der Wert 3 zugewiesen. Entsprechend der Frequenz wurden die Patienten in 3 Gruppen un-
terteilt. Der Wert 1 steht fir monatliche, der Wert 2 fur wochentliche und der Wert 3 fiir tagliche
Schmerzen. Die Werte aus Schmerzintensitat und Frequenz wurden dann zur Erfassung des individuel-
len Schmerzscores miteinander multipliziert. Mittels dieser Endwerte wurden die Patienten letztlich in
drei Gruppen unterteilt: Pain I (0) steht dabei fur keine, Pain Il (1-3) fir milde und Pain 11l (4-9) fir

einen moderaten bis starken Schmerzcharakter.

3.6 Immunhistologie und Doppel-Immunfluoreszenz-Farbung

Konsekutive, in Paraffin eingebettete, 3um dicke Gewebeschnitte von Patienten mit CP, PCa und ge-
sundem Pankreas wurden mit dem nervenspezifischen Protein PGP 9,5 und immunzellspezifischen Mar-
kern gefarbt. Der Oberflachenmarker Cluster of Differentiation 45 (CD45) wurde fir die Erfassung aller
Immunzellen genutzt. CD8 diente der Erfassung der zytotoxischen T-Lymphozyten, CD4 der Erfassung

der T-Helfer-Zellen, CD20 der der B-Lymphozyten; CD68 wurde fiir Makrophagen, NCL-PC fir Plas-

26



mazellen, PRG 2 fiir eosinophile Granulozyten, Tryptase und Chymase fir die Identifizierung von Mast-
zellen benutzt. Zusétzlich wurden konsekutive Schnitte fiir die immunologische Férbung der Protease-

Aktivierten-Rezeptoren Typ 1 (PAR-1) und Typ 2 (PAR-2) angefertigt.

Fur die immunhistologische Farbung wurden die Gewebeschnitte zuerst in Roticlear entparaffi-
nisiert und anschlielend in einer absteigenden Alkoholreihe rehydratisiert. Nach der Rehydratisierung
wurden die Gewebepraparate 10 Minuten in Citratpuffer gekocht und danach 15 Minuten bei Raumtem-
peratur abgekuhlt. Im Anschluss wurden die Gewebeschnitte zuerst 5 Minuten in Triton-X100 und da-
nach ebenfalls 5 Minuten in 3%-igem Wasserstoffperoxid inkubiert. Danach erfolgte die Blockade von
unspezifischen Bindungsstellen mit Ziegenserum. Da der Antikorper flir die Mastzellchymase ebenfalls
in Ziegen hergestellt wurde, wurde fur die Doppelfarbung der Mastzelltryptase/Chymase eine 5%-ige
BSA-L6sung verwendet. Entsprechend den oben angegebenen Konzentrationen (Tabelle 1) wurden die
Schnitte nach der Blockade der unspezifischen Bindungsstellen (iber Nacht in einer sogenannten Wet-
Box bei 4°C inkubiert. Als Negativkontrolle wurden unspezifische Antikérper derselben Immunklasse
derselben Spezies verwendet. Eine Verdiunnung der primaren Antikorper wurde mit Ausnahme der
Mastzelltryptase/Chymase-Antikdrper, die mit 5%-iger BSA-Ldsung erfolgte, in normalem Ziegense-
rum durchgefiihrt. Eine Detektion der Antikorper wurde mit dem DAKO Envision System-HRP (Ham-
burg, Deutschland) oder im Fall der Chymase-Tryptase Immunfluoreszenz Doppelfarbung der Mastzel-
len mit Alexa Fluor® 488 (Chymase) und 594 (Tryptase) Antikdrper (Invitrogen, Deutschland) vorge-
nommen. Die PAR-2 Rezeptor-Immunfarbung erfolgte mit dem Catalyzed-Signal-Amplification (CSA)

Kit der Firma DAKO.

Als chromogenes Reagenz wurden DAB und bei der Immunfluoreszenz DAPI verwendet. Die
digitale Untersuchung und Aufnahme der Gewebeschnitte erfolgte mit dem Keyence Biorevo BZ-9000

System (Keyence, Neu-Isenburg, Deutschland).
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3.7 Quantitative Analyse der Immunzellenverteilung

Die pankreatische Neuritis wird definiert als eine Anh&ufung von Immunzellen um einen Nerv,
welche keine erkennbare direkte Verbindung zum Immunzellinfiltrat im Restgewebe aufweist. Die Im-
munzellen stehen dabei in direktem Kontakt zum Perineurium oder Endoneurium der Nerven und sind
klar von den Gbrigen Immunzellen, welche das Ubrige erkrankte Gewebe infiltrieren, abgrenzbar. Die
Quantifizierung dieser Immunzellen erfolgte mit der ImageJ Software (ImageJ 1.36b, Wayne Rasband).
Hierzu wurden in der PGP 9.5.-Immunférbung pro Patient zwischen 3 und 5 Nerven mit Neuritis gesucht
und abfotografiert. Um die Menge der Immunzellen zu quantifizieren, wurde das Bild zuerst von einem
RGB-Bild zu einem 8-Bit-Bild umformatiert. Anschlielend wurden mit der Threshold-Funktion der
Software und einem zuvor eingestellten Threshold, welcher ausschliellich die durch die Immunreaktion
gefarbten Zellen erfasste, automatisch die absolute und die relative (Prozent) Flache an Immunreaktion
erfasst. Um das Ausmal der einzelnen Immunsubtypten zu bestimmen, wurde zuerst die absolute FI&-
che, welche durch die Immunreaktion fur CD4, CD8, CD20, CD68, NCL-PC, PRG2, Tryptase und
Chymase gemessen wurde, bestimmt und danach mit der Flache des Pan-Leukozyten-Markers CD45
relativiert. Der sich daraus ergebende Prozentwert spiegelt die Verteilung der Immunzellenklassen der
an der Neuritis beteiligten Immunzellen wider. Sowohl die einzelnen Bildaufnahmen wie auch die da-
rauf folgende quantitative Auswertung erfolgten verblindet zu den klinischen und immunhistologischen

Daten.

3.8 Real-Time LightCycler® Quantitative-Polymerase-Chain-Reaction (QRT-

PCR)

RNA aus PCa und aus Gewebe von Patienten mit CP wurde mit Hilfe von Trizol extrahiert. Dabei
wurde das Standardprotokoll des Herstellers genau eingehalten. Auf 1 ml Trizol kam ein 50-100 mg
schweres Gewebestlick. Dieses wurde mithilfe eines Homogenisators (Sartorius Dismembrator S) zer-
kleinert. Die Gewebeproben kdnnen entweder bei -80 °C eingefroren oder sofort verarbeitet werden.
Zu Beginn der RNA-Extraktion mit Trizol wurde die homogenisierte Probe fiir 5 min bei Raumtempe-

ratur inkubiert. Anschlieend wurden 200 ul Chloroform zugefugt, ca. 15 s geschittelt und fir 2-3 min
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bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde das Lysat zur Phasenseparation 15 min. bei 4 °C mit
12.000 rpm zentrifugiert. Die obere, wassrige Phase, in der sich die RNA befand, wurde in ein steriles
1,5 ml ReaktionsgefaR abpipettiert, die organische Phase, in der DNA und Proteine enthalten waren,
wurde verworfen. Zur Fallung der RNA wurde die wéssrige Phase mit 500 pul 100%igem Isopropanol
versetzt und danach 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Um die ausgefallene RNA sichtbar zu ma-
chen, wurde das ReaktionsgefaB im Anschluss fiir 10 min bei 12.000 rpm zentrifugiert und der Uber-
stand dekantiert. Das RNA-Pellet wurde nun mit 1 ml 75%igem Ethanol gewaschen und daraufhin
wieder fir 5 min bei 7.500 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut dekantiert und das Pellet fiir
ca. 5- 10 min an der Luft getrocknet. Anschlielend wurde die RNA in 30 ul RNase-freiem Wasser ge-
lost. Zuletzt wurde das Reaktionsgefals mit der extrahierten RNA flir 10 min auf 55-60 °C aufgeheizt.
Nach dieser Extraktion wurden die Konzentration und die Reinheit der entstandenen RNA am Nano-
drop gemessen. Aus Patientengewebe gewonnene mRNA wurde vor dem Umschreiben in die cDNA
mit DNase-Verdau vorbehandelt, um die restliche DNase gréRtenteils zu eliminieren. Nachdem der
DNase-Verdau gestoppt worden war, erfolgte nach der Anweisung des Herstellers die Umschreibung
der isolierten RNA in cDNA mit cDNA-Synthesis-Kit (Roche, Mannheim, Deutschland).

Um eine unterschiedliche Expression von PAR-1 und PAR-2 Rezeptoren bei Patienten mit CP,
PCa und bei gesunden Patienten zu analysieren, wurde zuerst pro Versuch ein Mittelwert aus Duplikaten
von 6 Patienten pro Gruppe ermittelt. Insgesamt wurde der Versuch 3-mal mit unterschiedlichen Pati-
entenproben durchgefiihrt, so dass am Ende 18 Proben pro Gruppe zur Auswertung der Expression von
PAR-1 und PAR-2 Rezeptoren verfligbar waren. Fiir die Fragestellung, inwiefern PAR-1 und PAR-2
Rezeptoren bei der Entstehung und Empfindung von Schmerzen beteiligt sind, wurden mRNA-Patien-
tenproben in drei unterschiedliche Gruppen eingeteilt. Gruppe 1 bestand aus Patienten mit CP bzw. PCa
ohne Schmerzen, Gruppe 2 aus Patienten mit leichten Schmerzen und Gruppe drei beinhaltete Patienten
mit moderaten und starken Schmerzen. Entsprechend der Analyse der Gewebe wurde auch hier ein Mit-
telwert aus einem Duplikat pro Patient gebildet.

Von allen Patientenproben wurden die Expression des Protease-Aktivierten-Rezeptors Typ 1
(PAR-1, GeneBank, GenelD:2149), des Protease-Aktivierten-Rezeptors Typ 2 (PAR-2, GeneBank, Ge-
nelD:2150) sowie die Expression des Referenz-Housekeeping-Gens Cyclophilin-B (CypB, GeneBank,
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GenelD:5479) mittels des Roche LightCycler-480-Real-Time PCR Systems und LightCycler-480
SYBR Green | Master Kit gemessen. Die Auswertung der Expression erfolgte anschlieBend nach der
Pfaffl-Methode. Demnach korreliert nach Effizienzkorrektur der unterschiedlichen Primer die relative
Expression von PAR-1 und PAR-2 mit der durchschnittlichen Abweichung der Crossing Points der Pro-

ben, welche zuvor auf das Referenz-Housekeeping-Gen normalisiert wurden.

3.9 Bestimmung und Auswertung der neuralen Immunreaktivitat von PAR-1 und
PAR-2

Die immunologische Reaktivitat der PAR-1 und PAR-2 Expression wurde auf jedem Gewebeslide mit
der ImagelJ-basierten Colorimetrie bestimmt. Hierzu wurden alle Bilder vom RBG-Format auf ein 8-
Bit-Format umformatiert. Im Anschluss daran wurde die prozentual gefarbte Flache in jedem Nerv er-
mittelt, indem fir jede Immunférbung ein von der Immunreaktivitit von PAR-1 bzw. PAR-2 abhéngiger
Threshold bestimmt und die Auswertung auf die Nerven eingeschrankt wurde. Um die Expression von
PAR-1 und PAR-2 bei gesunden Patienten, Patienten mit CP und Patienten mit PCa vergleichen zu
kdnnen, wurde ein Mittelwert der Immunreaktivitat aller Nerven mit Neuritis eines Patienten gebildet,
um die durchschnittliche Immunreaktivitét jedes einzelnen Patienten zu erhalten.

Um die Expression von PAR-1 und PAR-2 in den unterschiedlichen Geweben vergleichen zu
kénnen, wurden Patienten mit gesunder Bauchspeicheldriise mit Patienten mit CP oder mit PCa vergli-
chen.

Fur die Analyse der Rezeptorenexpression in Abhéngigkeit des Vorhandenseins oder der Ab-
wesenheit von abdominalen Schmerzen wurden Patienten mit CP bzw. mit PCa in Gruppen mit und

ohne Schmerzsymptomatik unterteilt.

3.10 Statistische Auswertung und Analyse

Statistische Analysen und Auswertungen wurden mit der Software Graphpad Prism 5 (La Jolla, CA,

USA) vorgenommen. Auf Grund von multiplen Vergleichen und wegen der wechselseitigen Abhangig-
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keit der gemessenen Zelluntergruppenareale und der Prozentangaben innerhalb einer gegebenen Neuri-
tis-Population wurde erst der Friedman’s-Test gefolgt vom Dunn’s-post-hoc-Test zur Errechnung einer
statistischen Wahrscheinlichkeit aufgefihrt. Hierbei wurde der Test inshesondere fur die Analyse und
den Vergleich der Immunreaktivitat der verschiedenen Immunzellpopulationen und ebenso fiir den Ver-
gleich und die Analyse der relativen, also prozentualen Verteilungen innerhalb der einzelnen Neuritiden
herangezogen. Fir den Vergleich der unterschiedlichen Expressionen von PAR-1 und PAR-2 innerhalb
der Proben von Patienten mit entweder gesundem Gewebe, CP oder PCa wurde der Kruskal-Wallis-Test
in Verbindung mit dem Dunn’s-post-hoc-Test verwendet.

Fur einen adaquaten Vergleich der Immunreaktivitat der einzelnen Immunzellsubklassen und
fur die Immunreaktivitdt von PAR-1 und PAR-2 innerhalb der entziindeten Nerven von Patienten mit
und ohne Schmerzen, wurde der Mann-Whitney-U-Test ausgewahlt. Zusatzlich wurde zur Uberpriifung
und Bestétigung des Ergebnisses zwischen den beiden Gruppen der t-Test fiir ungepaarte Stichproben
durchgefihrt.

Fur eine Analyse und Uberpriifung der unterschiedlichen Mastzellpopulationen beziiglich der
Frequenz der Tryptase- und Chymase-Doppellokalisation wurde der Fisher’s-exact-Test verwendet.

Die Ergebnisse werden mit Ausnahme der mRNA-Expression, die als Mittelwert + Standard-
fehler des Mittelwertes (SEM) dargestellt werden, als Median (Minimum, Maximum) angegeben. Zwei-
seitige p-Werte wurden bestimmt und ein statistisch signifikanter Unterschied ab einem p-Wert < 0.05

angenommen.
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4. Ergebnisse

4.1 Zytotoxische T-Zellen, Makrophagen und Mastzellen sind die vorherrschenden
Entziindungszellen der pankreatischen Neuritis im duktalen Adenokarzinom des

Pankreas und der chronischen Pankreatitis.

4.1.1. Pankreaskarzinom
Der Schwerpunkt der Dissertation liegt auf der Identifizierung und Quantifizierung der mengenméaRigen
Verteilung von Leukozyten und Leukozytensubgruppen bei pankreatischer Neuritis. Die Existenz von
perineuralen Entziindungsherden und der Zusammenhang dieser mit Schmerzen sind dabei schon seit
den 80er Jahren des letzten Jahrhunderts bekannt (Keith, Keshavjee et al. 1985), eine Charakterisierung
der einzelnen Immunzelltypen, ist allerdings bis heute noch nicht erfolgt und stellt das Kernstiick der
vorliegenden Dissertationsarbeit dar. Hierzu wurden die Gewebeschnitte von Patienten immunhistoche-
misch gegen PGP 9.5, CD45, CD8, CD68, Tryptase, CD4, CD20, NCL-PC und PRG2 gefarbt (Abb.1),
die Flachen, welche die einzelnen Immunzellsubpopulationen immunoreaktiv einnehmen, kolormet-

risch erfasst und zur Zellflache der gesamten Leukozytenpopulation in Relation gesetzt (Abb. 2).

Die Mehrheit an Immunzellen, die an der pankreatischen Neuritis im PCa beteiligt sind, wird
von CD68+ Makrophagen [medianer prozentualer Anteil: 39.87% (Min. 10.15; Max. 64.88), mediane
Flache 2545 um? (Min. 665.9; Max. 22012)] gebildet. Darliber hinaus sind maRgeblich CD8+, zytoto-
xische T-Lymphozyten mit 33.20% [33.20% (21.06; 54.11), 2623 um? (586.5; 21092)] an den Entz(in-
dungsfoci beteiligt. An dritter Stelle folgen Mastzellen mit einem Anteil von 14,46% an den CD45+

Immunzellen [14.46% (0.28; 52.10), 1106 um? (21.51; 16090)].

Auffallend bei der Untersuchung der pankreatischen Neuritis im PCa war, dass alle anderen
untersuchten Hauptimmunzellpopulationen, wie CD20+ B-Lymphozyten [0,79%, (0.10; 13.84), 76.84
um? (3.06; 2598)], CD4+ T-Helferzellen [1.61% (0.39; 28.45), 83.03 um? (13.55; 2962)], NCL-PC+

Plasmazellen [1.87% (0.01; 10.54), 140.9 um? (0.31; 986.9)] und PRG2+ eosinophile Granulozyten
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[0.49% (0.10; 19.77), 38.71 um? (9.93; 888.8)], nur in duBerst geringen Mengen vorgefunden wurden

und bei der pankreatischen Neuritis im PCa nur eine untergeordnete Rolle spielten.
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Abb. 1 zeigt die immunhistologische Anfarbung der Immunzellen, die an der pankreatischen Neuritis im PCa teilnehmen. Pankreatische Neuritis wurde
hierfiir entweder in einem Hamatoxylin-Eosin oder in einem PGP-9.5 Gewebepraparat identifiziert. An der Neuritis beteiligte Immunzellen wurden in kon-
sekutiven Gewebepréparaten immunhistologisch mit dem Pan-Leukozytéren-Marker CD45, CD8. CD68, Mastzellen-Tryptase, CD4, CD20, NCL-PC oder
mit PRG2 angefarbt und identifiziert. Pro Patient wurden zwischen 3 und 5 Nerven analysiert. Auffallig ist die Tatsache, dass die Neuritiden im PCa vorwiegen

von CD-8+ zytotoxischen T-Lymphozyten, CD-68+ Makrophagen und Tryptase+ Mastzellen gebildet werden.
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Abb. 2 stellt die Flache dar, die die unterschiedlichen Immunreaktionen an der pankreatischen Neuritis im PCa einnehmen. Hierbei tritt die Dominanz von
CDB8+ positiven, zytotoxischen Lymphozyten, CD68+ Makrophagen und Tryptase+ Mastzellen an den Immunzellen, die die Neuritis bilden, hervor. Andere

Immunzellen sind hingegen nur in duBerst geringem MaR bei der pankreatischen Neuritis beteiligt.

Immunzellen bei pankreatischer Neuritis bei duktalem Adenokarzinom
des Pankreas

H andere Immunzellenarten

B CD8+ zytotoxische Lymphozyten
B CD68+ Makrophagen

B Tryptase+ Mastzellen

Abb. 3 verdeutlicht die prozentuale Verteilung von CD8+ zytotoxischen Lymphozyten, CD68+ Makrophagen und Tryptase+ Mastzellen an der pankreati-

schen Neuritis im PCa. Hierbei bilden CD8+ Lymphozyten, CD68+ Makrophagen und Tryptase+ Mastzellen Uber 95% der Immunzellpopulation.

34



4.1.2 Chronische Pankreatitis
Analog zu den Geweben aus Patienten mit PCa wurden Gewebepréparate von Patienten mit CP immun-
histochemisch gegen PGP 9.5, CD45, CD8, CD68, Tryptase, CD4, CD20, NCL-PC und PRG2 gefarbt
(Abb. 4) und danach die Flache und die prozentuale Verteilung, die die einzelnen Subklassen an der
perineuralen Neuritis einnehmen, ermittelt (Abb. 4-6).

Eine Quantifizierung der Entziindungszellen bei der pankreatischen Neuritis von Patienten mit
CP ergab, dass es sich um eine dhnliche Verteilung der Entziindungszellen wie beim PCa handelt (Abb.
2, Abb. 3, Abb. 5, Abb. 6). Ebenso wie beim PCa bilden vorwiegend CD68+ Makrophagen [34.40%
(1.562; 54.22), 1852 um? (126.9; 11667)] den dominanten Anteil bei den Entziindungszellen. CD8+
zytotoxische T-Lymphozyten [34.17% (12.27; 78.97), 2064 um? (142.7; 11334)] bilden analog zum PCa
die zweithdufigste Population an neuralen Immunzellen, gefolgt von Mastzellen [24.16% (1.78; 56.63),
2339 um? (221.1; 10155)] (Abb. 5 und Abb.6). Alle anderen untersuchten Subpopulationen wie CD20+
B-Lymphozyten [0,57% (0.07; 3.19), 21.93 um? (1.27; 293.9)], CD4+ T-Helferzellen [0.56% (0.16;
6.22), 27.77 um? (5.38; 1325)], PRG2+ eosinophile Granulozyten [0.61% (0.13; 6.24), 23.33 um? (2.41;
1384)] und NCL-PC+ Plasmazellen [1.20% (0.05; 17.44), 121.3 um? (2.08; 474.3)] konnten nur selten
in den nervalen Entziindungszellinfiltraten beobachtet werden und scheinen ebenso wie in der pankrea-

tischen Neuritis des PCa nur eine marginale Rolle zu spielen (Abb. 5 und Abb.6).
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Abb. 4 zeigt die Beteiligung der einzelnen Immunzellenpopulationen an der pankreatischen Neuritis bei Patienten mit CP. Ahnlich wie beim PCa bilden

hierbei CD8+ zytotoxische Lymphozyten, CD68+ Makrophagen und Tryptase+ Mastzellen die Mehrheit der Immunzellen. Pro Patient wurden zwischen

und 5 Nerven mit Neuritis untersucht.

Pankreatische Neuritis bei chronischer
Pankreatitis
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Abb. 5 zeigt die immunoreaktive Flache der einzelnen Immunzellengruppen bei der pankreatischen Neuritis bei Patienten mit CP. Wie beim PCa stellen
CD8+ zytotoxische Lymphozyten, CD68+ Makrophagen und Tryptase+ Mastzellen die Zellpopulationen da, die Uberwiegend an der Neuritis beteiligt

sind.
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Immunzellen bei pankreatischer Neuritis bei chronischer Pankreatitis

M andere Immunzellenarten

B CD8+ zytotoxische Lymphozyten
B CD68+ Makrophagen

B Tryptase+ Mastzellen

Abb. 6 stellt die prozentuale Verteilung der verschiedenen Immunzellen dar. CD8+ zytotoxische Lymphozyten, CD68+ Makrophagen und Tryptase+ Mast-

zellen bilden bei CP tiber 90% der Immunzellen, die bei der pankreatischen Neuritis eine Rolle spielen.

4.2 Der Anteil an Mastzellen in der pankreatischen Neuritis korreliert mit neuro-

pathischen Schmerzen im Pankreaskarzinom.

50% der Patienten mit PCa haben abdominale Schmerzen. Aus diesem Grund spielt die Behandlung
dieses Hauptsymptomes eine malRgebliche Rolle. Nicht selten jedoch gestaltet sich diese Therapie als
duBerst schwierig und kann oft nur durch hohe Dosen von Analgetika gelindert werden (Ceyhan,
Michalski et al. 2008, Ghaneh, Costello et al. 2008). Um neue Erkenntnisse zu bekommen, welche Fak-
toren an der Entstehung der pankreatischen Schmerzen beteiligt sind, hat die vorliegende Studie neben
der Erfassung der einzelnen neuralen Immunzellsubpopulationen auch das unterschiedliche nervale In-
filtrationsmuster auf das VVorhandensein von abdominalen Schmerzen bei Patienten mit PCa untersucht.

Bei einem Vergleich der von CD45+ Immunzellen eingenommenen Flache bei Patienten mit
und ohne Schmerzen féllt auf, dass sich beide Fldchen nur in &ulerst geringem MaR voneinander unter-
scheiden. So belduft sich die Flache von CD45+ Leukozyten bei Patienten mit abdominalen Schmerzen
auf 7574 um? [7574 um? (3121; 36358)], wahrend sie bei Patienten ohne Schmerzsymptomatik 7320
um? [7320 um? (1155; 33793)] betrug (Abb. 8).

Bei der Analyse der einzelnen Immunzellsubgruppen (Abb. 7) konnte eine Umverteilung der

Immunzellpopulation beobachtet werden. Besonders aufféllig war der unterschiedliche Anstieg der
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Mastzellen: Wéhrend bei Patienten ohne Schmerzen der prozentuale Anteil der Tryptase+ Mastzellen
am entziindlichen Zellinfiltrat bei etwa 13% [13.41% (6.64; 26.29), 777.6 um? (69.93; 3228)] lag, konnte
bei Patienten mit Schmerzsymptomatik eine Zunahme auf ca. 31% [30.96% (10.75; 52.10), 3081 um?
(21.51; 16090); p < 0.05] beobachtet werden (Abb. 7-9). Im Gegensatz hierzu konnte bei allen anderen
Immunzellklassen bei einem Vergleich von den Patienten mit schmerzhaftem und schmerzlosem Pan-
kreaskopftumor kein statistisch signifikanter Unterscheid beobachtet werden (Abb. 8 und Abb. 9). So
nimmt die Flache an CD8+ zytotoxischen T-Lymphozyten bei Patienten ohne Schmerzen 39.57%
[39.57% (21.06; 54.11), 2208 um? (586.5; 21092)] ein, wohingegen die Flache bei Patienten mit
Schmerzen 32.22% [32,22% (22.62; 42.07),2802 um? (116; 10933)] betrug (Abb. 8 und Abb. 9). Bei
den CD4+ T-Helferzellen konnte ein geringer und statistisch nicht signifikanter Abfall der Flache von
1.79% [1.79% (0.41; 28.45), 83.03 um? (13.55; 2962)] bei Karzinompatienten ohne Schmerzen auf
1.42% [1.42% (0.39; 15.13), 82.62 um? (30.62; 562.9)] bei Patienten mit Schmerzen beobachtet werden
(Abb. 8 und Abb. 9). Ahnlich verhélt es sich hinsichtlich der Verteilung der CD68+ Makrophagen und
CD20+ B-Lymphozyten: Fir CD68+ Makrophagen konnte ein Abfall von 40.99% [40.99% (10.15;
53.00), 2486 pum? (665.9; 8097)] in Patienten ohne Schmerzcharakter auf 38.74% [38.74% (21.21;
64.88), 2628 um? (1214; 22012)] bei Patienten mit schmerzhafter Grunderkrankung detektiert werden
(Abb. 8 und Abb. 9). Die Flache der CD20+ B-Lymphozyten verkleinerte sich von 1.1% [1.1% (0.10;
13.84), 83.04 um? (3.06; 418.8)] in Patienten ohne Schmerzen auf 0.77% [0.77% (0.23; 5.11), 70.64
um? (3.36; 2598)] in Patienten mit Schmerzen — jedoch statistisch nicht signifikant (Abb. 8 und Abb. 9).
Bei der Flache der NCL-PC+ Plasmazellen kam es zu einem geringen und statistisch nicht signifikanten
Anstieg von ungefahr 0,6% — von 1,46% [1.46% (0.20; 10.54), 69.83 um? (9.50; 597.9)] bei Krebspati-
enten ohne Schmerzen auf 2,08% [2.08% (0.01; 8.61), 245.4 um? (0.31; 986.9)] bei Patienten mit
Schmerzen (Abb. 8 und Abb. 9). Die Flache der PRG+ eosinophilen Granulozyten blieb annéhernd
konstant bei 0.53% [0.53% (0.10; 2.44), 26.99 um? (9.93; 156.6)] bzw. 0.50% [0.50% (0.14; 19.77),
48.98 um? (10.75; 888.8)] bei Patienten ohne bzw. bei Patienten mit Schmerzen (Abb. 8 und Abb. 9).
Fasst man die Beobachtungen der Verteilung der perineuralen Entziindungszellen zusammen,

so fallt auf, dass sich lediglich der Anteil der perineuralen Mastzellen bei Patienten mit schmerzhafter
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Grunderkrankung mafgeblich erhoht. Der Anteil der anderen Immunzellen bleibt hingegen konstant

(Abb. 8 und Abb. 9).
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Patienten ohne Patienten mit

Schmerzen Schmerzen

Abb. 7 zeigt die unterschiedliche Verteilung von CD45+ Immunzellen, CD68+ Makrophagen, CD8+ zytotoxischen Lymphozyten und Tryp-
tase+ Mastzellen bei Patienten mit PCa mit und ohne Schmerzen. Ein Vergleich der Immunzellpopulationen zwischen Patienten mit und ohne

Schmerzsymptomatik ergab, dass sich bei Patienten mit Schmerzen der Anteil an Tryptase+ Mastzellen vergroBert. Alle anderen Immunzel-

lenpopulationen bleiben unverandert.



Immunzellen bei pankreatischer Neuritis
beim Adenokarzinom bei Patienten mit
(+) und ohne (-) Schmerzen

Zellflache (um?)

o
o
S
o
ALOLIMDMIUIBDIN\N

X0 Y Y Tl I W S A
> PO Q 2 sV Q o
S S PO F&F & & O\/QO\"Q &
SO NI
N

Relative Immunzellenanzahl bei pankreatischer Neuritis beim
Adenokarzinom bei Patienten mit (+) und ohne (-) Schmerzen
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In Abb. 8 sind die Fléache und die relative Anzahl der untersuchten Immunzellenpopulationen, die an der pankreatischen Neuritis beteiligt sind, in Abhan-
gigkeit der Schmerzsymptomatik bei Patienten mit PCa (+: Patienten mit Schmerzen; -: Patienten ohne Schmerzen) dargestellt. Bis auf die Flache der Tryp-

tase+ Mastzellen kommt es zu keiner Veranderung der Zellflache der anderen Immunzellarten.
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Immunzellen bei pankreatischer Neuritis bei duktalem Adenokarzinom
des Pankreas bei Patienten mit Schmerzen

B CD8+ zytotoxische Lymphozyten
B CD68+ Makrophagen
B Tryptase+ Mastzellen

Immunzellen bei pankreatischer Neuritis bei duktalem Adenokarzinom
des Pankreas bei Patienten ohne Schmerzen

® andere Immunzellenarten

B CD8+ zytotoxische Lymphozyten
B CD68+ Makrophagen

B Tryptase+ Mastzellen

Abb.9 verdeutlicht die relative Veranderung der Hauptimmunzellpopulationen der pankreatischen Neuritis bei Patienten mit PCa mit und ohne Schmerzsymp-
tomatik. Aufféllig ist hierbei, dass die Mastzellenpopulation bei Patienten mit Schmerzen mit 30% an der gesamten CD45+ Immunzellenpopulation mehr als

doppelt so grof ist wie bei Karzinompatienten ohne Schmerzsymptomatik.
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4.3 Der Anteil an Mastzellen an der pankreatischen Neuritis korreliert mit neuro-

pathischen Schmerzen bei Patienten mit chronischer Pankreatitis.

Obwohl das Phanomen der pankreatischen Neuritis bereits Ende der 80er Jahre fir die CP entdeckt und
beschrieben wurde (Keith, Keshavjee et al. 1985), erfolgte bislang keine Untersuchung des Entzln-
dungsinfiltrates von Patienten mit und ohne Schmerzsymptome. Ahnlich wie beim Karzinom handelt es
sich bei den Schmerzen bei CP vorwiegend um neuropathische Schmerzen (Ceyhan, Michalski et al.
2008), die oft bei der Therapie der CP wegen der schwierigen Behandlung das Hauptproblem fiir die
Patienten darstellen und die Lebensqualitéat entscheidend beeintrachtigen (Braganza, Lee et al. 2011).

Beim Vergleich der pankreatischen Neuritiden von Patienten mit und ohne Schmerzen fiel eine
Abnahme der Flache der CD45+ Leukozyten bei Patienten mit schmerzhafter CP auf (Abb. 11). So
belduft sich die mediane Flache der CD45+ Entzlindungsinfiltrate bei Patienten mit Schmerzen auf le-
diglich 4333 um? (1118; 10375), wohingegen die mediane CD45+ Flache an der Neuritis beteiligter
Entziindungszellen bei Patienten ohne Schmerzbild bei 9831 um? (1687; 25685) lag (Abb. 11). Die Ab-
nahme des Entziindungsinfiltrates wurde von einer Zunahme der relativen Zellanzahl von Mastzellen
bei Patienten mit schmerzhafter chronischer Entziindung begleitet, wéhrend sich die absolute Anzahl an
Mastzellen nicht signifikant veranderte (Abb. 10-12). So betrug die relative Anzahl der Tryptase+ Mast-
zellen an der Gesamtanzahl der CD45+ Entziindungszellen bei Patienten mit CP ohne Schmerzen
20.25% [20.25% (1.78; 37.22)], die relative Anzahl der Mastzellen bei Patienten mit Schmerzen jedoch
36.93% [36.93% (10.92; 56.63), p < 0.05]. Im Gegensatz dazu konnte kein statistisch signifikanter Un-
terschied in der absoluten Flache der Mastzellen zwischen Patienten mit schmerzloser CP [2833 um?
(221.1; 7396)] und Patienten mit CP und abdominalen Schmerzen [1546 um? (455.8; 3129)] festgestellt
werden (Abb. 11 und Abb. 12).

Dartber hinaus sank der Anteil der absoluten wie der relativen Anzahl der CD8+ zytotoxischen
T-Lymphozyten an der Gesamtzellenpopulation von CD45+ Zellen bei Patienten mit neuropathischen
Schmerzen von einer relativen Zellflache von 37.32% [37.32% (28.31; 48.09)] und einer absoluten Fl&-
che von 3628 um? [3628um?2 (653.0; 7365)] bei Patienten ohne Schmerzen auf 22.35% [22.35% (12.27,

78.97), p < 0.05] und 768.6 um? [768.6 um? (142.7; 11334)] (Abb. 11 und Abb. 12).
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Neben der quantitativen Veranderung der zytotoxischen Lymphozyten und der Mastzellen erga-
ben sich keine weiteren signifikanten Verdnderungen anderer Immunzellsubpopulationen:

So betrug die Flache der CD68+ Makrophagen von Patienten mit schmerzloser CP 34.29%
[34.29% (1.56; 51.03), 3129 um? (126.9; 6613)] im Vergleich zu 34.40% [34.40% (5.57; 54.22), 1409
um? (546.8; 4811)] bei Patienten mit schmerzhafter chronischer Entziindung (Abb. 11 und Abb. 12).
Die relative Anzahl der NCL-PC positiven Plasmazellen an der Gesamtzahl der an der Neuritis betei-
ligten Entziindungszellen betrug bei Patienten ohne Schmerzen 2.38% [2.38% (0.45; 17.44), 151.5 pm?
(8.58; 474.3)] und 1.06% [1.06% (0.05; 6.32), 49.05 um? (2.08; 264.0)] bei Patienten mit Schmerzen
(Abb. 11 und Abb. 12). Die Flache von PRG+ eosinophilen Granulozyten am Anteil der pankreatischen
Neuritis verringerte sich in Patienten mit schmerzloser Krankheit von 0.94% [0.94% (0.13; 6.24), 39.42
um? (3.34; 1384)] nur geringfuigig auf 0.42% [0.42% (0.15; 5.48), 16.22 um? (2.41; 174.1)] bei Patienten
mit Schmerzen (Abb. 11 und Abb. 12). Die Menge an CD4+ T-Helferzellen nahm ebenfalls nicht sig-
nifikant bei Patienten mit schmerzloser Pankreatitis ab. Bei Patienten mit schmerzhafter CP lag der
Anteil von CD4+ Zellen bei 0.87% [0.87% (0.28; 6.22), 46.73 um?2 (21.97; 351.2) der an der Neuritis
beteiligten Zellen, wahrend es bei Patienten ohne Schmerzen 0.50% [0.50% (0.16; 4.10), 14.47 um?
(5.38; 208.3)] war (Abb. 11 und Abb. 12). Eine entsprechend geringe und nicht signifikante Verringe-
rung der Zellenanzahl bei der intrapankreatischen Neuritis konnte auch bei der Analyse der CD20+ B-
Zellen beobachtet werden. Dort betrug die Anzahl der B-Zellen bei Patienten mit schmerzhaftem Krank-
heitshild 0.76% [0.76% (0.08; 3.19), 61.42 um? (2.57; 293.9)]. Bei Patienten mit schmerzloser Pankre-
atitis waren es hingegen nur 0.50% [0.50% (0.07; 1.65), 7.07 um? (1.27; 40.86)] (Abb. 11 und Abb. 12).

Ebenso wie bei Patienten mit PCa kommt es bei Patienten mit schmerzhafter chronischer Ent-
ziindung lediglich zu einem Anstieg der Mastzellfraktion (Abb. 11 und Abb. 12). Alle anderen Immun-
zellklassen blieben in ihrer Verteilung bei einem Vergleich zwischen schmerzhafter und schmerzloser
Grunderkrankung konstant oder zeigten sogar einen Abfall bei der perineuralen Neuritis (Abb. 11 und

Abb. 12).
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Patienten ohne Patienten mit

Schmerzen Schmerzen

8a

i)

In Abb. 10 sind immunhistologische Bilder von Neuritis von Patienten mit CP mit oder ohne Schmerzen abgebildet. Im Gegensatz zu CD68+ Makropha-
gen, deren Anteil an der Neuritis bei einem Vergleich der beiden Patientengruppen konstant bleibt, zeigen Patienten mit abdominalen Schmerzen einen

kleineren Anteil an CD8+ zytotoxischen T-Lymphozvten bei einer VerardBeruna der Mastzellpopulation.
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Immunzellen bei pankreatischer Neuritis bei
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Abb. 11 zeigt die Flache und den prozentualen Anteil der unterschiedlichen Immunzellpopulationen an der pankreatischen Neuritis bei CP. Man kann bei
einem Vergleich der Patienten mit und ohne Schmerzen feststellen, dass bei Patienten mit Schmerzen die Flache von CD8+ T-Lymphozyten und Tryptase+
Mastzellen signifikant kleiner als die bei schmerzloser CP ist. Bei einem Vergleich der relativen Zahlen fallt hingegen auf, dass zwar die Anzahl an zytoto-

xischen Lymphozyten verringert ist, der prozentuale Anteil an Mastzellen bei Patienten mit abdominalen Schmerzen jedoch signifikant erhéht ist.
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Immunzellen bei pankreatischen Neuritiden bei chronischer Pankreatitis
bei Patienten mit Schmerzen

® andere Immunzellenarten

B CD8+ zytotoxische Lymphozyten
m CD68+ Makrophagen

B Tryptase+ Mastzellen

Immunzellen bei pankreatischen Neuritiden bei chronischer Pankreatitis
bei Patienten ohne Schmerzen

H andere Immunzellenarten

B CD8+ zytotoxische Lymphozyten
B CD68+ Makrophagen

B Tryptase+ Mastzellen

In Abb. 12 ist der relative Anteil der Immunzellen abgebildet, die an der Neuritis bei CP beteiligt sind. Ebenso wie bei Patienten mit PCa und abdominalen
Schmerzen ist bei Patienten mit CP der Anteil an Tryptase+ Mastzellen im Vergleich zu Patienten ohne Schmerzsymptomatik signifikant erhéht. Die Anzahl

an CD8+, zytotoxischen T-Lymphozyten ist hingegen bei Patienten mit Schmerzen signifikant erniedrigt.
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4.4 Die neurale Invasion von Karzinomzellen im Pankreaskarzinom korreliert

nicht mit der neuralen Infiltration von Mastzellen.

Die neurale Invasion von Tumorzellen in Nerven stellt eine bedeutende histologische Besonderheit des
PCa dar (Bockman, Buchler et al. 1994) und ist mit einer Verkirzung der Disease-Free-Survival-Zeit
sowie mit einer verkirzten Lebenserwartung vergesellschaftet (Chatterjee, Katz et al. 2012).

Mit der signifikanten Zunahme von Mastzellen in der pankreatischen Neuritis bei PCa-Patienten
stellt sich auch die Frage, ob das Ausmal} der Tumorinfiltration der Nerven mit dem unterschiedlichen
Auftreten von Mastzellen verbunden ist. Hierzu wurde die Infiltrationstiefe von Tumorzellen in drei
unterschiedliche Schweregrade unterteilt. Dabei entspricht Grad 0 keiner Infiltration, Grad | einer peri-
neuralen Invasion von Tumorzellen in Nervenfasern und Grad Il einer endoneuralen Invasion (Ceyhan,
Bergmann et al. 2009). Erneut wurde die relative Flache der Tryptase+ Mastzellen im Verhéltnis zu der
Gesamtanzahl der CD45+ Immunzellen erfasst und mit dem unterschiedlichen Invasionsgrad der Tu-
morzellen korreliert.

Ein direkter Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Mastzellen bei pankreatischer Neuri-
tis und dem Schweregrad der neuralen Invasion konnte dabei nicht festgestellt werden [Grad 0 (keine
Invasion von Tumorzellen): 15.73% (3.08; 65.16), Grad | (perineurale Invasion von Tumorzellen):
14.79% (0.34; 51.71) und Grad Il (endoneurale Invasion von Tumorzellen): 37.67% (17.65; 60.05), p =
0.08] (Abb. 13).
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Abb. 13 zeigt den Zusammenhang zwischen dem Grad der neuralen Invasion von Tumorzellen im PCa (Grad 0 = keine Invasion; Grad | = perineurale
Invasion; Grad Il = endoneurale Invasion) in Abhéngigkeit zur relativen Haufigkeit von Mastzellen. Hierbei konnte kein Zusammenhang zwischen dem

Grad der Invasion und dem gehéuften Auftreten von Mastzellen beobachtet werden.
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4.5 Die Protease-Aktivierten-Rezeptoren PAR-1 und PAR-2 haben keinen Einfluss
auf die neuropathischen Schmerzen in der chronischen Pankreatitis und im Pan-

kreaskarzinom.

Die Protease-Aktivierten-Rezeptoren Typ-1 (PAR-1) und Typ-2 (PAR-2) spielen insbesondere bei der
Sensibilisierung von Neuronen eine grol3e Rolle. Durch seine Féhigkeit, sich als Ligand an den PAR-1
Rezeptor zu binden und ihn zu aktivieren, ist Thrombin in der Lage, eine Sensibilisierung von Neuronen
hervorzurufen und dadurch Einfluss auf die nozizeptive Wahrnehmung zu nehmen (Narita, Usui et al.
2005). Von Mastzellen sezernierte Tryptase ist hingegen in der Lage, sich spezifisch an PAR-2 Rezep-
toren zu binden und Nervenfasern bezuglich &uRerer Stimulantien zu sensibilisieren (Lam and Schmidt
2010, Oliveira, Silva et al. 2013, Poole, Amadesi et al. 2013). Nach der Entdeckung des Anstiegs der
Mastzellenanzahl in Patienten mit schmerzhafter Grunderkrankung stellte sich die Frage, ob sich die
Expression bei Gewebe von Patienten mit CP und PCa im Vergleich zu Gewebe von gesunden Patienten
andert und ob es zu einer Anderung des Expressionsniveaus bei Patienten mit und ohne Schmerzsymp-
tomatik kommt. Fiir die vollstandige Erfassung der Rezeptordichte erfolgte die Uberpriifung mittels qrt-
PCR auf RNA-Ebene. Die regionale Verteilung der PAR-Rezeptoren wurde mittels Immunhistochemie
Uberprift und analysiert.

Bei einem Vergleich der Expressionsniveaus von PAR-1 Rezeptoren im Gewebe von Patienten
mit gesundem Pankreas und im Gewebe von Patienten mit CP oder PCa zeigte die Analyse der mRNA-
Level keine signifikanten Unterschiede (Abb. 14). Nachdem keine signifikante Veranderung der PAR-
1-Rezeptoren-mRNA innerhalb der unterschiedlichen Gewebe festgestellt werden konnte, blieb weiter-
hin die Frage offen, inwiefern sich das Expressionsniveau von PAR-1 Rezeptoren bei Patienten mit
abdominalen Schmerzen im Vergleich zu Patienten ohne Schmerzsymptome &ndert. Eine Untersuchung
der Patienten mit CP bzw. mit PCa sowie mit und ohne abdominaler Schmerzen ergab jeweils &hnliche
MRNA-Level ohne signifikanten Unterschied (Abb. 15 und Abb. 16).

Zusatzlich zu den PAR-1 Rezeptoren sind auch die PAR-2 Rezeptoren an der Sensibilisierung
von Neuronen und somit an der Wahrnehmung und Entstehung von Schmerzen beteiligt (Steinhoff,
Vergnolle et al. 2000, Lam and Schmidt 2010, Oliveira, Silva et al. 2013, Poole, Amadesi et al. 2013).

Wegen der quantitativen Veranderung der Mastzellen bei Patienten mit Schmerzen und der Fahigkeit
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von Mastzellen, sezerniertes Trypsin als Ligand an die PAR-2 Rezeptoren zu binden, lag die Analyse
der Expressionslevel von PAR-2 nahe. Hierzu wurde ebenso wie bei der Analyse der PAR-1 Rezeptor-
endichte auf mMRNA-Ebene mittels qrRT-PCR uUberpriift, um eine Regulation im gesamten Gewebe zu
untersuchen und um mittels Immunhistochemie die regionale Verteilung der Rezeptoren innerhalb des
Gewebes zu analysieren. Ahnlich wie bei der Analyse der PAR-1 Rezeptoren konnte beim Vergleich
der PAR-2-Rezeptoren-mRNA-Level zwischen den einzelnen Gewebetypen von Patienten mit CP, PCa
und normalem Pankreas kein Unterschied in der Expression zwischen den Geweben gefunden werden
(Abb. 14). Ebenso konnte keine signifikante Veranderung der Rezeptorendichte bei einem Vergleich

von Patienten mit und ohne Schmerzen beobachtet werden (Abb. 15 und Abb. 16).
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Abb. 14 zeigt das Ergebnis der quantitativen PCR: Es konnte weder ein Unterschied in der Expression von PAR-1 Rezeptoren noch von PAR-2 Rezeptoren in

Gewebe von Patienten mit gesundem Pankreas (GP), Patienten mit CP (CP) oder in Gewebe von Patienten mit PCa festgestellt werden.
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In Abb. 15 ist die Expression von PAR-1 und PAR-2 Rezeptoren in Gewebe von Karzinompatienten mit oder ohne abdominale Schmerzen abgebildet. Sowohl

bei PAR-1 Rezeptoren als auch bei PAR-2 Rezeptoren konnte kein statistisch signifikanter Unterschied in der Expression beobachtet werden.
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Abb. 16 gibt einen Uberblick iiber die Expression von PAR-1 und PAR-2 Rezeptoren bei Patienten mit CP mit oder ohne abdominale Schmerzen. Ein Unter-

schied zwischen den beiden Patientengruppen konnte dabei nicht festgestellt werden.

Die anschlieRende Untersuchung der intraneuralen Rezeptoren auf Proteinebene bei den Patientengrup-
pen mit und ohne Schmerzsymptome ergab, dass es bei Patienten mit schmerzhaftem PCa zu einer leich-
ten Zunahme der Rezeptorendichte kam, wenngleich eine signifikante Anderung nicht festgestellt wer-
den konnte. So betrug der Anteil der intraneuralen PAR-1-Immunreaktion bei Patienten mit schmerz-
haftem PCa rund 1,62% [1,62% (0,198; 9.44)], bei Patienten mit schmerzloser Raumforderung lediglich
etwas mehr als 0,4% [0,476% (0.14; 5.57)] (Abb. 17).

Die Immunreaktivitat von PAR-2 in Nerven von Patienten mit schmerzhaftem oder schmerzlo-
sem PCa war ohne Unterschied [11.06% (4.45; 17.23) bei Patienten mit schmerzhaftem PCa gegeniiber
11.90% (1.843; 28.64) bei Patienten ohne Schmerzen] (Abb. 17).

Jedoch ergab die Analyse der Immunreaktivitat von PAR-1 in Patienten mit schmerzloser und
schmerzhafter chronischer Entziindung keinen Unterschied. So betrug die mediane intraneurale Fldche
der PAR-1-Reaktion bei Patienten mit pankreatischen neuropathischen Schmerzen 0,388% [0,388%
(0,0419; 1,9)] gegentiber 0,37 % [0,37 (0,028; 2,63)] bei Patienten mit CP ohne Schmerzcharakter (Abb.
18). Die Immunreaktivitat von PAR-2 ergab bei den Patienten mit CP ahnlich wie bei den Gewebepro-
ben der Patienten mit PCa unabhéngig von der Schmerzsymptomatik keinen signifikanten Unterschied

(Abb. 18).
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In Abb. 17 wird die intraneurale Rezeptorendichte von PAR-1 und PAR-2 Rezeptoren bei Patienten mit PCa abgebildet. Eine Untersuchung der Patienten

beziiglich der intraneuralen Expression von PAR-1 und PAR-2 Rezeptoren und dem Auftreten von abdominalen Schmerzen erbrachte keinen statistisch signi-

fikanten Unterschied.
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Abb. 18 stellt die prozentuale Verteilung der intraneuralen Rezeptordichte von PAR-1 und PAR-2 Rezeptoren bei Patienten mit schmerzhafter oder schmerzloser

CP dar. Eine Korrelation zwischen Schmerzen und Rezeptorendichte konnte hierbei nicht beobachtet werden.
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4.6 Mastzellen in Patienten mit Pankreaskarzinom/chronischer Pankreatitis und

neuropathischen Schmerzsyndrom enthalten Tryptase und Chymase.

Mastzellen im menschlichen Kérper kénnen nach dem Inhalt ihrer Granula in zwei Hauptgruppen un-
terteilt werden. Dabei existiert einerseits der Mastzell-Tryptase (MCr) -Typ, welcher vorwiegend Tryp-
tase und Heparin in den Granula beinhaltet und sekretiert, und andererseits der Mastzell-Tryp-
tase/Chymase (MCrc)-Typ, welcher zusétzlich zu den oben genannten Mediatoren auch das proteolyti-
sche Enzym Chymase sezernieren kann (Galli, Borregaard et al. 2011). Um eine Aussage Uber den vor-
herrschenden Mastzelltyp treffen zu kénnen, wurden die Mastzellen in Préparaten von Patienten mit CP,
PCa und Gewebe von Patienten mit normalem Pankreasgewebe via Doppel-Immunfluoreszenzhistolo-
gie gegen Mastzelltryptase und -chymase gefarbt.

Wie erwartet, konnten in normalem Pankreasgewebe nur &ufRerst geringe Mengen an Mastzellen
um intrapankreatische Nerven vorgefunden werden. Insgesamt wurden Gewebepréparate von 16 Pati-
enten mit normalem Pankreas eingefarbt. Hierbei zeigte sich nur bei 3 Nerven eine engere radumliche
Anordnung von Mastzellen um intrapankreatische Nerven. Die Untersuchung des Mastzellsubtyps
ergab, dass bei gesundem Gewebe alle Mastzellen sowohl Tryptase als auch Chymase positiv [100%
(100; 100)] sind und es sich somit um Mastzellen des MC+c-Typs handelt (Abb. 20 und Abb. 21).

Bei der immunologischen Untersuchung der Gewebe aus Patienten mit CP und PCa fiel auf,
dass der GroRteil der Mastzellen, die bei der pankreatischen Neuritis eine Rolle spielen, ebenfalls dem
MCrc-Typ zugeordnet werden konnten (81.7 £ 4.9% beim PCa und 77.0 £ 4.0% bei CP) (Abb. 18. Abb.
19 und Abb. 21). Im Gegensatz zu den Geweben aus gesunden Organen kénnen in den beiden anderen
pathologischen Geweben neben den Tryptase/Chymase positiven Mastzellen auch Mastzellen gefunden
werden, die nur eine Tryptase positive Immunreaktion zeigten und folglich dem MC+-Typ angehdérten
(18.3 + 4.9% beim PCa und 23.7 + 4.0% bei der CP) (Abb. 21).

Eine Zuordnung der einzelnen Mastzellensubtypen in Gewebeproben von Patienten mit
schmerzhaftem oder schmerzlosem Pankreaskopftumor ergibt dabei eine &hnliche Verteilung der ein-
zelnen Mastzellarten in den zwei Patientengruppen. So sind etwas mehr als 85% der Mastzellen bei

Karzinompatienten mit Schmerzen vom MCrc-Typ (85.6 £ 6.4%) und etwas mehr als 14% vom MCr.
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Typ (14.4 + 6.4%) (Abb. 22). In Patienten ohne Schmerzen sind dagegen nur ca. 77% der Mastzellen
vom MCrc-Typ (77.4 £ 7.4%) und ca. 22% zum MCr-Typ (22.6 £ 7.4%) (Abb. 18 und Abb. 22).
Vergleicht man hingegen die Anzahl der Mastzellen des MCrc-Typs und des MC+-Typs bei
Patienten mit CP mit und ohne Schmerzen, fallt ein deutlicher und signifikanter Anstieg der doppelpo-
sitiven Mastzellen im Patientenkollektiv mit Schmerzen auf (Abb. 19 und Abb. 22). Wéhrend lediglich
63% aller Mastzellen in Patienten mit CP ohne Schmerzcharakter eine Doppelfarbung von Chymase
und Tryptase aufwiesen und somit dem MCrc-Typ zugeordnet wurden (62.9 * 6.4%), zeigten 37% der
Mastzellen eine singulédre Tryptase-Immunreaktivitdt ohne Chymaseanteil (37.1 + 6.4%). Die Anzahl
des MCrc-Typs belief sich in Patienten mit Schmerzen auf fast 87% (86.9 + 4.4%). Der Anteil der

Mastzellen von MCt-Typ betrug 13% (13.1 £ 4.3%, p<0.0001) (Abb. 19 und Abb. 22).
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Abb. 18 gibt einen Uberblick tber die Verteilung von Chymase+ (grtin), Tryp-
tase+ (rot) und doppelpositiven (orange) Mastzellen bei Neuritiden in Patien-
ten mit PCa. Bei einem Vergleich der Karzinompatienten mit abdominalen
Schmerzen mit Patienten ohne Schmerzen konnten bei Patienten mit Schmer-

zen vermehrt doppelpositive Mastzellen beobachtet werden (p>0,0001).
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Abb. 19 zeigt die Verteilung von Chymase+ (griin), Tryptase+ (rot) und
doppelpositiven (orange) Mastzellen bei Neuritiden in Patienten mit CP. Ein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit und ohne

Schmerzen konnte dabei nicht festgestellt werden.
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In Abb. 20 wird das Auftreten von Chymase+ (griin), Tryptase+ (rot) und doppelpositiven (orange) Mastzellen bei Patienten mit gesundem Pankreas
gezeigt. In diesem Gewebe wurden vorwiegend Mastzellen vom MCrc-Typ beobachtet. Nur vereinzelt konnten Tryptase+/Chymase- - Mastzellen im 56

Gewebe beobachtet werden.
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Abb. 21 gibt die unterschiedliche Verteilung der Mastzellphénotypen wieder. Auffallend ist, dass im gesunden Gewebe nur der MC+c-Typ vorkommt. Bei

CP und auch beim PCa existiert neben dem MCrc-Typ auch noch der MCr-Typ.
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In Abb. 22 wird der prozentuale Anteil der Tryptase/Chymase+ Mastzellen (MCr+c) und Tryptase+/Chymase- (MCr) im PCa (links) und in der CP (rechts)
gezeigt. Wahrend bei einem Vergleich zwischen den Geweben aus Karzinompatienten mit oder ohne Schmerzen kein Unterschied des Mastzellphénotyps
festgestellt werden konnte, war der Anteil von Tryptase+/Chymase+ Mastzellen bei Patienten mit schmerzhafter CP gegentiber schmerzloser CP signifikant

erhoht.

Nach der Analyse der Mastzellsubgruppen und dem Ergebnis, dass bei CP und PCa vorwiegend der
MCrc-Typ vorzufinden ist, stellte sich die Frage, ob es zu einer Verénderung der perineuralen Chyma-
seimmunoreaktivitat bei Patienten mit und ohne Schmerzen kommt. Hierzu bot sich die Bestimmung
der Immunreaktivitat von Chymase in Mastzellen an und deren Vergleich bei den Patientengruppen mit

und ohne Schmerzen (Abb. 23). Dabei zeigte sich, dass es in beiden Krankheitsbildern bei Patienten mit
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Schmerzen zu einem signifikanten Anstieg der Immunreaktivitat gegen Chymase in Mastzellen kommt.
So stieg der Anteil an Chymase in Mastzellen bei Patienten mit PCa bzw. CP ohne Schmerzen von
0.75% [0,75% (0.04; 8.71)] bzw. 0.65% [0.65% (0.01; 7.87)] auf 8.73% [8.73% (2.53; 16.82)] bzw.

3.70% [3,70% (0.10; 41.26)] bei Patienten mit Schmerzen (p<0.05) (Abb. 23).
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Abb. 23 zeigt die prozentuale Verteilung von Chymase in perineuralen Mastzellen. Beim Vergleich der Patienten mit PCa (links) bzw. CP (rechts) mit und
ohne Schmerzen konnte ein erhdhter und statistisch signifikanter Chymase-Anteil in Mastzellen bei Patienten mit schmerzhafter Grunderkrankung festge-

stellt werden.
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5. Diskussion

Das Auftreten von pankreatischer Neuritis ist mit einer Vielzahl von Komplikationen und histologischen
Verédnderungen vergesellschaftet. So ist das Vorhandensein der pankreatischen Neuritis nicht nur im
PCa, sondern auch in der CP direkt mit der Starke und der Frequenz von abdominalen Schmerzen asso-
ziiert (Di Sebastiano, Fink et al. 1997, Ceyhan, Bergmann et al. 2009). Daruber hinaus korreliert das
Auftreten der pankreatischen Neuritis mit histologischen Veranderungen im Pankreas, wie etwa einer
Zunahme von Nervenanzahl und Nervendurchmesser (Ceyhan, Bergmann et al. 2009, Ceyhan, Demir
et al. 2010). Obwohl das Auftreten von Entzlindungszellen und die Bildung von neuralen Entziindungs-
zellinfiltraten schon relativ lange in der CP und kirzlich im PCa bekannt sind (Keith, Keshavjee et al.
1985, Bockman, Buchler et al. 1988, Bockman, Buchler et al. 1994, Ceyhan, Bergmann et al. 2009)
erfolgte bislang keine Charakterisierung und Analyse der einzelnen Immunzellsubtypen der pankreati-

schen Neuritis.

Aus diesem Grund war das Hauptziel vorgelegten Dissertationsarbeit die Verteilung der einzel-
nen Immunzellsubtypen der pankreatischer Neuritis im PCa und der CP im Detail aufzuschlisseln. Hier-
bei konnte gezeigt werden, dass die Entziindungsfoci um die intrapankreatischen Nerven bei beiden
Erkrankungen vorwiegend aus zytotoxischen T-Lymphozyten, Mastzellen und Makrophagen bestehen.
Andere Immunzellarten konnten dagegen nur in verschwindend geringen Mengen detektiert werden und
scheinen bei der pankreatischen Neuritis nur einen untergeordneten Stellenwert einzunehmen. Wichtig
ist die Entdeckung, dass es bei Patienten mit abdominalen Schmerzen lediglich zu einer Erhéhung der
relativen Mastzellenanzahl kommt, wohingegen die Menge der anderen Subtypen konstant bleibt oder
sich sogar verringert. Dabei dominiert der Anteil an Mastzellen vom MCqc-Typ, wobei der Anteil der
Chymase innerhalb der Mastzellen bei Patienten mit schmerzhafter Grunderkrankung ebenfalls erhoht

ist.

Ahnlich wie bei der neuralen Entziindungszellinfiltration bei der CP bzw. beim PCa zeigen sich
auch in anderen Erkrankungen des gastrointestinalen Trakts, wie etwa bei den chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen, dem Reizdarmsyndrom oder bei Entziindungen des Wurmfortsatzes, dhnliche neu-

ropathische Veranderungen (Barbara, Stanghellini et al. 2004, Buhner and Schemann 2012). Auffallend
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ist, dass es in diesen Fallen ebenfalls zu einer Anhdufung von neuralen Entziindungszellinfiltraten
kommt und dass diese auch mit einer organischen Dysfunktion und Schmerzen vergesellschaftet sind.

In diesen genannten Erkrankungen fehlen mdgliche Kausalansétze génzlich.

Die genauen Mechanismen der neuropathischen Schmerzentstehung im Pankreas sind bis heute
noch nicht vollstandig verstanden (Drewes, Krarup et al. 2008, Demir, Tieftrunk et al. 2011). Studien,
die die Sensibilitdt von Nozizeptoren sowie die Veradnderung von Nerven und Nervendichte im Pan-
kreasgewebe untersuchten, konnten eindeutig eine neuropathische Schmerzkomponente in der CP und
im PCa nachweisen (Ceyhan, Michalski et al. 2008, Demir, Tieftrunk et al. 2011). Dar(ber hinaus konn-
ten Drewes et al. nachweisen, dass zusatzlich zu den peripheren neuropathischen Schmerz-Komponen-
ten vor allem auch in der CP viszero-sensorische Veranderungen des zentralen Nervensystems zu be-
obachten sind (Drewes, Krarup et al. 2008). Somit scheint der pankreatische Schmerz eine chronische

periphere und zentrale neuropathische Komponente zu beherbergen.

Eine Frage, die sich aus den erfassten Ergebnissen stellt, ist, inwiefern sich die Mastzellanzahl
und —aktivitat auf Veranderungen der Schmerzwahrnehmung sowie der Nervendichte und -struktur aus-
wirkt und inwiefern dies zu einer zentralen Hypersensibilitat fuhren kann. Klassischerweise spielen
Mastzellen eine herausragende Rolle bei immunologischen Geschehen. Insbesondere bei der allergi-
schen Typ-1-Reaktion und bei der anaphylaktischen Immunreaktion sorgen sie durch die Degranulation
und die konsekutive Ausschiittung ihrer Mediatoren, wie Histamin, Serotonin, Zytokinen und Prostag-
landine, flr die typischen Symptome (Bauer and Razin 2000). Neben dieser klassischen Funktion schei-
nen Mastzellen bei einer Vielzahl von Erkrankungen eine Rolle bei der Empfindung und Entstehung
von viszeralen Schmerzen zu spielen. So wurden bereits schmerzhafte Organdysfunktionen beschrieben,
bei welchen sich Mastzellen an Nervenfasern anordneten und unmittelbar mit dem Schweregrad der
Schmerzen korrelierten (Bauer and Razin 2000, Barbara, Stanghellini et al. 2004). Typische Krankheits-
bilder, welche Gegenstand intensiver klinischer und laborexperimenteller Forschung beziiglich organi-
scher Dysfunktionen, Schmerzen und Mastzellinteraktionen und Mastzellbeteiligungen sind, sind bei-
spielsweise Colitis ulcerosa, interstitielle Zystitis und Migréne (Bauer and Razin 2000, Klooker, Braak

et al. 2010, Buhner and Schemann 2012, van Diest, Stanisor et al. 2012). Eine mdgliche Beteiligung von

60



Mastzellen an der Schmerzentstehung und -empfindung ist neben der Anreicherung von Mastzellen um
Nerven schon wegen der zum Teil engen Interaktion von Mastzellen und Nervenenden wahrscheinlich
(Bauer and Razin 2000). Neben der engen Nachbarschaft zu Nervenenden kénnen Mastzellen auch in
nahegelegenen Nervenfasern, welche NGF, Calcitonin-Gene-Related-Peptide (CGRP) oder Substanz P
enthalten, vorgefunden werden (Buhner and Schemann 2012). Entsprechende Transmitter kdnnen an
Rezeptoren binden, welche sich auf der Mastzellenoberflache befinden und deren Degranulation bewir-
ken (Shanahan, Denburg et al. 1985, Krumins and Broomfield 1993, Kulka, Sheen et al. 2008). Eine
Degranulation der Mastzellen wiederum zieht durch eine Ausschittung von Mastzellenmediatoren wie
Histamin, Serotonin, NGF oder Proteasen wie Tryptase oder Chymase eine rezeptorspezifische Sensi-
bilisierung und Aktivierung der peripheren Neuronen mit konsekutiver Schmerzentstehung und neuro-
naler Dysfunktion nach sich (Shanahan, Denburg et al. 1985, Krumins and Broomfield 1993, Kulka,
Sheen et al. 2008, Levy, Kainz et al. 2012). Klooker et al. konnten 2010 zeigen, dass sich unter der Gabe
von Ketotifen Symptome und Schmerzen bei Patienten mit Reizmagensyndrom verbesserten (Klooker,
Braak et al. 2010). Ketotifen selbst wirkt in erste Linie mastzellstabilisierend und verhindert deren
Degranulation, wodurch die Ausschiittung von Nerven sensibilisierenden Mastzellenmediatoren, wie
etwa Histamin, Serotonin und Tryptase, verhindert wird. Basierend auf den Ergebnissen dieser Disser-
tation kénnte — wie bei Patienten mit Reizmagensyndrom — die Gabe von Ketotifen dazu dienen, die
Schmerzsymptomatik der Patienten mit CP oder PCa zu lindern, so dass es zu einer besseren und adéa-

guateren Einstellung der Schmerzen durch Analgetika kommen kann.

Fur die in der CP und im PCa vorkommende Neuroplastizitat ist neben der Zunahme von Ner-
vendurchmesser und Nervenanzahl auch eine Zunahme von neurotrophen Substanzen charakteristisch,
deren Expression mit der Schmerzcharakteristik in Zusammenhang steht. Hierzu zahlen vor allem NGF,
Artemin und Neurturin sowie deren Rezeptoren auf intrapankreatischen Nerven (Ceyhan, Demir et al.
2010, Ceyhan, Schafer et al. 2010). Welchen Stellenwert diese Molekdile in der Entstehung und Wahr-
nehmung von Schmerzen haben, zeigen hierbei u.a. die Experimente von Zhu et al. Dabei konnte in
einem Rattenmodell gezeigt werden, dass durch die systemische Gabe von NGF-neutralisierenden An-
tikérpern die Erregbarkeit von Nozizeptoren im Pankreas abnimmt (Zhu, Colak et al. 2011). Welchen

Stellenwert NGF genau bei der Pathogenese von neuropathischen Schmerzen bei CP und PCa einnimmt,
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bleibt Gegenstand intensiver Forschung. Neben der Fahigkeit, sich an TrkA Rezeptoren von sympathi-
schen und sensorischen Nerven zu binden und dadurch an der Schmerzempfindung beteiligt zu sein
(McMahon, Bennett et al. 1995, McMahon 1996), besitzt NGF dariber hinaus eine zytokinahnliche
Funktion. Diese ermdglicht NGF, Einfluss auf die Funktion und Rekrutierung von Entziindungszellen
zu nehmen. Neuere Studien konnten zeigen, dass es in Immunzellen zu einer z.T. dynamischen Regula-
tion des NGF-Rezeptors TrkA auf der Immunzellenoberflache kommt (Aloe, Tuveri et al. 1992, di Mola,
Friess et al. 2000, Ralainirina, Brons et al. 2010, Raychaudhuri, Raychaudhuri et al. 2011). Dies bestatigt
die Beobachtungen von Aloe et al. aus dem Jahr 1977. In einem Versuch, in welchem NGF in Gewebe
injiziert wurde, konnte danach deutlich mehr Mastzellen gefunden werden als in Geweben ohne NGF-
Injektion (Aloe and Levi-Montalcini 1977). Hervorzuheben in diesem Zusammenhang sind die Studien
von di Mola et al. In Geweben von Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen konnte
gezeigt werden, dass es neben Nerven auch in Mastzellen zu einer Expression von NGF mit simultaner
TrkA-Rezeptoren Synthese kommt (di Mola, Friess et al. 2000). Zwar kommt es unter NGF-Stimulation
nicht direkt zu einer Degranulation von Mastzellen (Kulka, Sheen et al. 2008), dennoch konnten Stem-
pelj et al. zeigen, dass Mastzellen in Anwesenheit von NGF sensibilisiert werden und eher zu einer
Histamin-Freisetzung neigen als nicht stimulierte Mastzellen (Stempelj and Ferjan 2005). Eine NGF-
Blockade kénnte die Zusammensetzung der pankreatischen Neuritis beispielsweise durch eine Reduk-
tion des Mastzellenanteils beeinflussen und somit zu einer méglichen Abnahme der Schmerzen beitra-
gen. Diverse Studien konnten bereits zeigen, dass NGF nicht nur an der Migration von Entziindungszel-
len beteiligt ist, sondern dass auch Entziindungszellen wie beispielsweise Lymphozyten (Aloe, Tuveri
et al. 1992), Makrophagen (Brown, Perry et al. 1991) und Mastzellen (Leon, Buriani et al. 1994) produ-
ziert und sezerniert wird. Dies sind auch die Zellen, die — wie diese Dissertation erortert — bei der lden-
tifizierung der Entzlindungszellen der pankreatischen Neuritis einen mafgeblichen Anteil bilden und
auch an der Schmerzentstehung und -empfindung beteiligt sind. Welchen Einfluss NGF auf Schmerzen
hat, belegt die Auswirkung einer Blockade von NGF in Ratten mit CP: Ratten mit CP, denen ein NGF
neutralisierender Antikdrper gespritzt wurde, zeigten eine verminderte Reaktion auf Schmerzreize als

eine Vergleichskohorte ohne neutralisierende Antikorper (Zhu, Colak et al. 2011). Somit kdnnten NGF
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blockierende Medikamente einen moglichen Effekt auf die Entstehung und Wahrnehmung von Schmer-
zen bei der CP und PCa haben und bei der Behandlung mit Analgetika helfen, indem es die Wirkung
von aus perineuralen zytotoxischen T-Lymphozyten, Makrophagen und Mastzellen sezerniertem NGF

abschwacht.

Neben NGF kommen CX3CL1 sowie dessen Rezeptor CXCR1 gehduft im Gewebe von Patien-
ten mit CP vor (Ceyhan, Deucker, et al., 2009). Dabei wirkt CX3CL1 durch seinen Rezeptor auch auf
die an der pankreatischen Neuritis beteiligten zytotoxischen T-Lymphozyten sowie auf die Makropha-
gen ein und verandert deren Funktion (Bazan, Bacon et al. 1997, Umehara, Bloom et al. 2004). Daruber
hinaus konnten mehrere Studien zeigen, dass CX3CL1 nicht nur bei der Rekrutierung und der Extra-
vasation von zytotoxischen T-Lymphozyten und Makrophagen in entziindliches Gewebe beteiligt ist
(Deiva, Geeraerts et al. 2004, Verge, Milligan et al. 2004), sondern dass durch glatte Muskelzellen her-
gestelltes CX3CL1 auch die Rekrutierung von Mastzellen bei Asthmapatienten fordert (EI-Shazly,
Berger et al. 2006). Dass sezerniertes CX3CL1 in der CP und im PCa bei der Rekrutierung von Mast-
zellen an der pankreatischen Neuritis beteiligt ist und somit bei der Schmerzentstehung eine wichtige
Rolle spielt, erscheint durchaus moglich, bedarf aber zur Bestatigung noch intensiverer Erforschung.
Eine Blockierung von CX3CRL1 bzw. eine Neutralisierung von CX3CL1 kénnte die Zusammensetzung

der perineuralen Entziindungszellinfiltrate verandern und bei der Schmerzbehandlung behilflich sein.

Neben NGF, Artemin und Neurturin sind bei Patienten mit CP und ausgepragten abdominalen
Schmerzen die Expression der Neuropeptide CGRP und von Substanz P deutlich erhéht und zeigen
auBerdem eine Korrelation mit der Intensitat der Schmerzen (Ceyhan, Bergmann et al. 2007, Ceyhan,
Schafer et al. 2010). Bemerkenswert ist dabei die Rolle, die CGFP und Substanz P bei der Rekrutierung
und Modifikation der Entziindungszellenfunktionen einnehmen. So zeigen stimulierte Mastzellen eine
erhdhte Expression von Substanz P-Rezeptoren NK-1 (Bischoff, Schwengberg et al. 2004, Kulka, Sheen
et al. 2008). Shanahan et al. konnten bei Versuchen mit Mukosa-Mastzellen zeigen, dass es bei einer
Stimulation von Mastzellen mit unphysiologisch hohen Dosen von Substanz P zu einer Freisetzung von
Histamin kommt (Shanahan, Denburg et al. 1985, Krumins and Broomfield 1993). Noch bedeutender

ist die dabei gemachte Entdeckung, dass es bei niedrigeren Dosen von Substanz P zu einer Freisetzung
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von TNFa ohne gleichzeitige Freisetzung von Histamin oder anderen Mastzellmediatoren kommt
(Ansel, Brown et al. 1993, Kulka, Sheen et al. 2008, Li, Guo et al. 2012, van Diest, Stanisor et al. 2012).
Aber nicht nur die Sekretion der Mastzellen wird unter dem Einfluss von Substanz P veréndert, es erfolgt
ferner eine Hochregulation von Toll-like-2-Rezeptoren auf den Mastzellen und somit eine Veranderung
deren Erregbarkeit und Funktion (Tancowny, Karpov et al. 2010, van Diest, Stanisor et al. 2012). Leider
existieren bis heute sehr wenige Untersuchungen tber den Zusammenhang zwischen diesen Mediatoren
und Mastzellen bei Patienten mit CP und neuropathischen Schmerzen, so dass sich zum aktuellen Zeit-
punkt nur schwer das Ausmal3 einer mdglichen therapeutischen Option der pankreatischen Schmerzen

durch die Blockade dieser Substanzen voraussagen lasst.

Weitere Rezeptoren, die eine Rolle bei der Schmerzentstehung und —~wahrnehmung bei PCa und
CP spielen, sind die Protease-Aktivierten-Rezeptoren Typ 1 (PAR-1) und Typ 2 (PAR-2) (Narita, Usui
et al. 2005, Lam and Schmidt 2010, Zhang, Gao et al. 2011, Oliveira, Silva et al. 2013, Poole, Amadesi
et al. 2013). Diesbezuglich konnten bereits etliche Studien eine Vielzahl von Mediatoren und Stimula-
toren identifizieren, deren Uberexpression die Entstehung und Férderung von Schmerzen im Pankreas
bewirkt. Dabei sind ein Grof3teil der Schmerzmediatoren auch an einer bi-direktionalen Kommunikation
zwischen nozizeptiven Nerven und Mastzellen beteiligt (Bauer and Razin 2000). Die Ergebnisse der
vorliegenden Dissertation beziiglich der Expression von PAR-1 und PAR-2 deuten darauf hin, dass es -
verglichen mit der Expression in normalem Gewebe - weder zu einer Uberexpression dieser Rezeptoren
in der CP noch im PCa kommt. Das Expressionsniveau von PAR-1 und PAR-2 scheint somit eine nur
untergeordnete Rolle in der Schmerzwahrnehmung und —entstehung zu haben, da es zu keiner Expres-
sionsénderung innerhalb der Patientenkohorten mit und ohne Schmerzen kam. Jedoch lasst die Existenz
der Rezeptoren in intrapankreatischen Nerven in Bezug auf die Schmerzsymptomatik der beiden Er-
krankungen ein Zusammenspiel zwischen den Rezeptoren und von Mastzellen sekretierten Mediatoren
vermuten. Einen moglichen ,,Kandidaten dafiir stellt die Tryptase dar. So zeigten frihere Veroffentli-
chungen bereits, dass Tryptase in der Lage ist, durch die Aktivierung von PAR-2 Einfluss auf Neurone
zu nehmen (Steinhoff, Vergnolle et al. 2000). PAR-2 selbst wird auf SGs exprimiert, welche neben
anderen Mediatoren auch CGRP und Substanz P beinhalten. Substanz P und CGRP nehmen wiederum

Einfluss bei der Entstehung und Aufrechterhaltung der Entziindung und beeinflussen gleichzeitig die
64



Funktion von Mastzellen (Steinhoff, Vergnolle et al. 2000). Humane Mastzelltryptase besitzt noch eine
weitere Fahigkeit, die bei der Entstehung von neuropathischen Schmerzen bei PCa und CP beteiligt sein
kénnte. So konnten Spinnler et al. (Spinnler, Frohlich et al. 2011) nachweisen, dass es unter dem Ein-
fluss von humaner Tryptase zu einer Spaltung des NGF-Vorldufermolekiils pro-NGF und folglich zu
einem Anstieg von NGF kommt. Inwiefern Tryptase auch bei der CP und im PCa zu einem signifikanten

Anstieg von NGF fuhrt, bedarf noch weiterer Forschung.

Die neurale Invasion von Karzinomzellen in intrapankreatische Nerven zeigt sich zunehmend
als prognostischer Faktor, der sich nicht nur in der Gesamtiiberlebenszeit widerspiegelt, sondern auch
in der Rezidivwahrscheinlichkeit und der Disease-Free-Survival-Zeit (Chatterjee, Katz et al. 2012,
Zhang, Frampton et al. 2012). Einen bekannten und bereits erforschten Risikofaktor, welcher die Inva-
sion von Tumorzellen in Nerven fordert, stellt dabei die Tumorinfiltration von Mastzellen dar (Strouch,
Cheon et al. 2010, Chang, Ma et al. 2011, Evans and Costello 2012). Dartiber hinaus steigern Mastzellen
bzw. von Mastzellen sezernierte Mediatoren nicht nur die neurale Migrations-Fahigkeit von Tumorzel-
len, sondern sorgen auch dafir, dass die Proliferations- und die Migrationsrate von Karzinomzellen ge-
steigert wird (Strouch, Cheon et al. 2010). Ein konkreter Anhaltspunkt fiir einen Zusammenhang zwi-
schen dem Grad der neuralen Invasion und dem Vorhandensein von Mastzellen im PCa konnte durch
diese Arbeit jedoch nicht belegt werden. Daher liegt anhand der durch diese Studie gelieferten Daten
die Vermutung nahe, dass die Folge der Mastenzellprasenz in der pankreatischen Neuritis im PCa mehr
mit dem Auftreten von Schmerzen in Zusammenhang gebracht werden kann, als mit der Fahigkeit von

Tumorzellen, in Nervenfasern zu invadieren.

Welchen enormen Stellenwert Immunzellen hinsichtlich der Prognose des Karzinoms einneh-
men, ist ein gut erforschtes Thema. So konnten bislang mehrere Studien zeigen, dass die vermehrte
Infiltration des Tumors durch Entziindungszellen insbesondere verbunden mit dem geh&uften Auftreten
von Mastzellen eine schlechtere Prognose bedingen (Strouch, Cheon et al. 2010, Cai, Yang et al. 2011,
Chang, Ma et al. 2011). Chang et al zeigten, dass es bei Méausen mit PCa, in denen Mastzellen selektiv
abladiert wurden, zu einer Verlédngerung der Lebenszeit kommt (Chang, Ma et al. 2011). VVergleichbares

zeigt die Studie von Esposito et al. aus dem Jahr 2004: Hierbei korrelierten in pathologischen Préparaten
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von Patienten mit PCa das AusmaR der Mastzellinfiltration mit der Anzahl der auftretenden Lymphkno-

tenmetastasen (Esposito, Friess et al. 2001).

Eine andere Immunzellenart, welche bei pankreatischer Neuritis in groRer Anzahl vertreten ist
und bei der neuralen Invasion wichtige Rolle spielt, sind CD68+ Makrophagen. Cavel et al. konnten
nachweisen, dass durch Makrophagen sezerniertes GDNF und durch die Aktivierung von RET-Tyro-
sine-Kinase-Rezeptoren die neurale Invasion von Karzinomzellen gesteigert werden kann (Cavel,
Shomron et al. 2012). Fur die Einschatzung, inwieweit eine Modifikation der Makrophagen die Prog-

nose von Patienten andert, bedarf es jedoch noch weiterer Forschung.

Leider befasst sich bislang nur eine einzige Studie mit der Rolle von Mastzellen und dem Auf-
treten von abdominalen Schmerzen im Pankreas. Es konnte gezeigt werden, dass bei Patienten mit CP
und abdominalen Schmerzen die Anzahl von Mastzellen im gesamten Pankreas erhoht ist (Hoogerwerf,
Gondesen et al. 2005). Daruiber hinaus zeigten mastzellensupprimierte Mause mit CP eine herabgesetzte
taktile Empfindlichkeit. Jedoch befasste sich die vorliegende Studie mit der Quantifizierung von Mast-
zellen im gesamten Pankreas und nicht mit der Untersuchung von an Neuritis beteiligten Mastzellen,
welche unmittelbar an der Kommunikation zwischen Nerven und Mastzellen teilnehmen (Hoogerwerf,
Gondesen et al. 2005). Dariiber hinaus existiert bislang noch keine weiteren Studie, die sich mit dem
Auftreten von pankreatischen, neuropathischen Schmerzen und dem Auftreten von Mastzellen im PCa

von Menschen befassen.

Zusammenfassend konnten in der vorliegenden Dissertationsarbeit zum ersten Mal die einzel-
nen Immunzellsubtypen der neuralen Entziindungszellinfiltrate im Rahmen der pankreatischen Neuritis
in der CP und im PCa im Detail differenziert und charakterisiert werden. Dabei konnte festgestellt wer-
den, dass vorwiegend Makrophagen, CD8+ zytotoxische T-Lymphozyten und Mastzellen an der Neuri-
tis beteiligt sind, wohingegen andere Immunzellen nur eine untergeordnete Rolle spielen. In Hinblick
auf das Auftreten von neuropathischen, pankreatischen Schmerzen scheint allein die Mastzellpopulation

als einzige Immunzellpopulation einen Einfluss in der Schmerzsensation zu spielen.
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Schlussfolgernd lésst sich sagen, dass dhnlich wie bei anderen chronischen Erkrankungen des Ma-
gen-Darm-Traktes, wie etwa dem Reizmagensyndrom und der Colitis Ulcerosa, die Mastzellen den do-
minanten Anteil der Immunzellen bilden, die unmittelbar an der Entstehung von Schmerzen beteiligt
sind und fiir die Entstehung der nozizeptiven Uberempfindlichkeit von Neuronen im Pankreas verant-
wortlich sind. Insbesondere die Erforschung der Mediatoren und der Modulation von Mastzellen sowie
die Stabilisierung von Mastzellen durch Medikamente und die Auswirkungen auf pankreatische, neuro-
pathische Schmerzen kénnten in Zukunft die supportive Behandlung des PCa und der CP maligeblich

verandern und vielleicht die Lebensqualitéat von tber Schmerzen klagenden Patienten verbessern.

67



6. Zusammenfassung und Schlussfolgerung

In Zusammenhang mit der vorliegenden medizinischen Dissertation wurden erstmals die ein-
zelnen Immunzellsubtypen der pankreatischen Neuritis im PCa und in der CP charakterisiert und be-
stimmt. Die perineuralen Entzlindungszellinfiltrate bestehen zum groBten Teil aus CD68+ Makropha-
gen, CD8+, zytotoxischen T-Lymphozyten und Mastzellen, wohingegen andere Zelltypen nur in ver-
schwindend geringen Mengen beobachtet wurden und bei der pankreatischen Neuritis eine untergeord-

nete Rolle zu spielen scheinen.

In Geweben von Patienten mit CP und PCa mit abdominalen Schmerzen konnte ein isolierter
und spezifischer Anstieg von Mastzellen beobachtet werden. Die Zahl der Immunzelltypen war abgese-
hen von CD8+ T-Lymphozyten, welche bei schmerzlosen Patienten mit CP zahlenmaf3ig geringer wa-

ren, weitgehend konstant.

Eine Unterteilung der einzelnen Mastzellensubtypen erbrachte das Ergebnis, dass es sich bei der
CP und beim PCa vorwiegend um Chymase/Tryptase positive Mastzellen handelt. Im Gegensatz zu
normalem Pankreasgewebe sind bei beiden Erkrankungen neben Chymase/Tryptase positiven Mastzel-
len auch ausschliellich Tryptase positive Mastzellen zu finden. Dabei kommt es bei Patienten mit CP
und Schmerzen zu einem signifikanten Anstieg der Chymase/Tryptase-positiven Mastzellen im Ver-

gleich zu CP-Patienten ohne Schmerzen .

Eine Untersuchung der Protease-Aktivierten-Rezeptoren Typ 1 (PAR-1) und Typ 2 (PAR-2),
welche durch die von den Mastzellen sezernierten Proteasen aktiviert werden konnen, brachte das Er-
gebnis, dass das Expressionsniveau bei beiden Erkrankungen im Vergleich zu normalem Pankreasge-
webe nicht erhoht ist und somit fiir diese Fragestellung keine Relevanz aufweist. Ebenso konnte kein
Zusammenhang zwischen dem Grad der neuralen Invasion und der Anzahl an perineuralen Mastzellen

beobachtet werden.

Schlussfolgernd konnten Auswirkungen von mastzellmodulierenden oder -stabilisierenden Me-
dikamenten, wie beispielsweise Ketotifen, bei der komplizierten und langwierigen Behandlung von pan-

kreatischen, neuropathischen Schmerzen einen zusétzlichen Vorteil fiir die Patienten bringen und die
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Schmerzbehandlung deutlich vereinfachen. Diesbeziiglich sind noch weitere Untersuchungen und Ex-
perimente notwendig, um den Erfolg und den Nutzen dieser Medikamente bei der Behandlung von neu-

ropathischen Schmerzen bei der CP und beim PCa nachzuweisen.
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