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1. Einleitung

Der Name pan-kreas ldsst sich mit ganz aus Fleisch ibersetzen. Die Bezeichnung ist
aus der hippokratischen Vorstellung abgeleitet, dass alle Driisen des Kdorpers ganz
aus Fleisch seien. Weil die Griechen die Bauchspeicheldriise als Inbegriff eines
driisigen Organs ansahen, wurde sie von Galen von Pergamon das schone Fleisch
genannt. Vermutlich aus diesem Grund hat die Bauchspeicheldriise von allen Driisen
des menschlichen Kdorpers jenen allgemeinen Namen behalten (Kuhlmann, 1999).
Die wesentlichen Funktionen des Pankreas sind an die Bereitstellung von
Verdauungsenzymen und der Regulierung des Kohlehydratstoffwechsels durch
Ausschiittung der Hormone Insulin und Glucagon gekniipft. Viele Fragen das
Pankreas betreffend sind bis heute noch nicht beantwortet. Dazu zihlt auch die

Pathogenese der chronischen Pankreatitis (CP).

1.1. Aufgabenstellung

Die Entziindung stellt eine Reaktion des Organismus dar, bei der eine Rekrutierung
von Leukozyten in das beschidigte Gewebe erfolgt. Ursachen kdnnen eine Invasion
des Organismus mit pathologischen Mikroorganismen oder Parasiten,
Uberempfindlichkeitsreaktionen, maligne Neoplasien oder Gewebszerstdrung infolge
chemischer oder physikalischer Einwirkungen sein. (Wong et al. 1990; Whaley et al.
1992). Auch der Entziindungsprozess bei der CP fiihrt zu einer inflammatorischen
zelluldren Infiltration des Organs mit zundchst perilobuldrer, spdter intralobuldrer
Fibrose (Sarles et al. 1986a; Singer et al. 1985). Exzessiver Alkoholkonsum ist dabei
der haufigste dtiologische Faktor Die fithrenden Schritte in der Pathogenese der CP
bezogen auf unterschiedliche Atiologien sind jedoch nicht vollstindig aufgeklirt

(Adler et al. 1997).

Die histologischen Verdnderungen im Verlauf der Erkrankung wurden in der
Vergangenheit ausfiihrlich untersucht. Alle verschiedenen Ursachen fithren frither
oder spiter zu einem &dhnlichen pathohistologischen Bild: Proteinprizipitate im
Pankreashauptgang und den Seitendsten, die verkalken kdnnen, Gangveranderungen
mit Stenosen, Erweiterungen und Rarefizierungen sowie Organfibrose mit Atrophie

des exokrinen und endokrinen Gewebes. Dabei hat sich herausgestellt, dass sich die
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beschriebenen morphologischen Verdnderungen in der Driise unabhingig von der
Atiologie zu entwickeln scheinen. Die Beobachtung, dass nicht alle Alkoholiker eine
chronische Pankreatitis entwickeln (Bisceglie et al. 1984 et al. Gumaste et al. 1995;
Dreiling et al. 1985) legt die Vermutung nahe, dass interindividuelle Unterschiede
dafiir verantwortlich sein konnten. Wéhrend bei der alkoholtoxischen CP einige
Erklarungsmodelle existieren, ist es noch unklar, wie sich die Pathogenese der CP
bei anderen Ursachen entwickelt. Shrikhande et al. (2003) konnten keine
Unterschiede im Gewebe von Patienten mit sich in der Atiologie unterscheidenden
Pankreatitiden (alkoholtoxisch, idiopathisch, tropisch) hinsichtlich des Grades der
perilobuldren Fibrose, der intraseptalen Eosinophilen- und Plasmazellkonzentration,
der Dichte der Lymphozytenaggregate sowie der Zusammensetzung der
perivaskuldren und periduktalen Zellinfiltrate (CD4, CDS8, CD45, CD68 positive
Zellen) feststellen. Informationen tiiber die Mechanismen insbesondere auf
molekularbiologischer Ebene, die zu Gewebszerstorung fiithren, sind begrenzt. Das
liegt daran, dass nur Patienten in einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium mit
konventionell nicht beherrschbaren Komplikationen der operativen Therapie
zugefiihrt werden.

Bei der Erforschung der Pathogenese der CP wurde immunologischen Ansdtzen erst
in der jiingsten Vergangenheit vermehrt Aufmerksamkeit geschenkt. Dies fiihrte zur
Beschreibung der  Autoimmunpankreatitis als  Krankheitsentitit.  Dieses
Krankheitsbild kommt jedoch nur sehr selten vor. Okazaki et al. (2005) fanden in
threr Arbeit 30 Patienten mit AIP von 521 Patienten mit CP (6%). Eine dhnliche
Verteilung fand man auch im européischen Patientengut (Pearson et al. 2003).

Die Infiltrate im chronisch entziindeten Pankreasgewebe beinhalten hauptsédchlich
Lymphozyten und Makrophagen (Kloppel et al. 1993; Emmrich et al. 1998; Bedossa
et al. 1990). Wéhrend bei der akuten Pankreatitis zahlreiche Arbeiten die Rolle der
Zytokine diskutieren (Norman et al. 1998; Mayer et al. 2000), liegen nur wenige
Studien vor die diese Immunmodulatoren im Gewebe der humanen chronischen
Pankreatitis beschreiben. Dabei ist anzunehmen, dass sie nicht nur
Gewebsschiddigungen im Rahmen akuter Entziindungen (IL-1, TNF-a) vermitteln,
sondern auch die Zell- und Gewebeerneuerung und die Fibrogenese (Davidson et al.
1992; Maquart et al. 1994) unterstiitzen. Neben den Wachstumsfaktoren stellen die
Zytokine eine wichtige Komponente fiir das Zusammenspiel der am
Entziindungsprozess beteiligten Zellen dar (Cerami et al. 1992). Zytokine sind in der
Regel Glykoproteine, die mit Zellrezeptoren interagieren und iber

Signaltransduktionswege eine Zellantwort ausldsen. Die zelluldre Antwort kann eine
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Zelldifferenzierung bzw. eine Zellproliferation durch Aktivierung einer spezifischen
Genexpression bewirken und so Wachstum und Differenzierung der Zielzellen
beeinflussen.

Als Reaktion auf die chronischen Schédden, u.a. hervorgerufen durch langjdhrigen
Alkoholabusus, werden Zytokine, Wachstumsfaktoren und Stoffwechselprodukte
durch Leukozyten im Pankreas freigesetzt und verursachen eine Storung des
physiologischen  Gleichgewichtes. Andererseits konnen diese sezernierten
Mediatoren einen Einfluss auf Art und Zusammensetzung der bei der CP
beobachteten Zellinfiltrationen ausiiben. Neben dieser Funktion {ibernehmen
Zytokine auch Aufgaben in der Modulation des Immunsystems z.B. durch selektive

Aktivierung von T- Helfer Zellen (Sallusto et al. 1998; Bonecchi et al. 1998).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Genexpression fiir Zytokine (IL-1, IL-6, IL-4,
IL-10, IL-2, IFNy) und Lymphozytenrezeptoren (CD-3, CD-25) in Gewebeproben
verschiedener Patienten mit CP untersucht. Ziel war es dabei, Unterschiede in der
Expression dieser Gene zwischen Patienten und Kontrollgruppe festzustellen sowie
diese Ergebnisse mit klinischen und histopathologischen Daten in Verbindung zu
bringen. Die Analytik der verdnderten Genexpression sollte zu einem besseren
Verstindnis der pathophysiologischen Vorgéinge bei der CP beitragen. Auch wenn
immunologische Prozesse nicht fiir den Ausbruch der meisten Pankreatitiden
verantwortlich sind, wiirde eine fehlregulierte Immunantwort einen Erklédrungsansatz
fiir das Fortschreiten der CP mit Gewebezerstorung, Gewebeumbau und Fibrosierung
liefern, wenn bekannte auslosende Faktoren (Alkohol) im Krankheitsverlauf
vermieden werden. Den Leukozyten wiirde als Ursprungsort von Zytokinen weitere
Bedeutung zukommen und die existierenden Hinweise fiir die Beteiligung von

Immunreaktionen am Prozess der CP konnten zusitzlich belegt werden.
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1.2. Chronische Pankreatitis

1.2.1. Definition und Klassifikation

Die CP ist eine progrediente Erkrankung, bei der das funktionstiichtige
Pankreasgewebe im Rahmen eines sklerosierenden Prozesses allméhlich degeneriert.
Sie fiihrt zu einer schubweisen oder kontinuierlichen Zerstorung des exokrinen und
parallel oder spiter auch des endokrinen Gewebes (Sarner et al. 1993). Der heute
gebrauchlichen Definition und Klassifikation der CP liegen zwei Konferenzen
(Marseille 1963 (Sarles et al. 1965a,b) und Cambridge 1983 (Sarner et al. 1984a,b))
zugrunde. Die Konferenz von Marseille mit Uberarbeitung 1984 (Singer et al. 1985)
und 1988 (Sarles et al. 1989a) definierte erstmals klar die Unterschiede zwischen der
akuten und der chronischen Verlaufsform. Im Weiteren wurde zwischen der
chronischen, der chronisch-kalzifizierenden und der chronisch-obstruktiven
Pankreatitis unterschieden sowie der Schwerpunkt auf die Charakterisierung der
morphologischen und funktionellen Verdnderungen gelegt. Periduktale- und
interlobulédre Fibrose infolge der Destruktion des exokrinen Parenchyms prigen das
histopathologische Bild der CP. In Abhingigkeit vom Krankheitsstadium kommt es
zu Gewebeldsionen wie Nekrose, Fibrose und Steinbildung in den Pankreasgingen
mit Gangerweiterung und Gangstenose sowie zu entziindlichen Zellinfiltrationen und
zur Bildung von Pseudozysten. Das Vorliegen von Verkalkungen zeigt in der Regel
ein fortgeschrittenes Stadium der CP bei Patienten mit einer langjdhrigen
Alkoholanamnese an. Diese histologischen Verdnderungen werden von klinischen
(Schmerzen) und funktionellen Beeintrachtigungen (exokrine- und endokrine
Pankreasinsuffizienz) begleitet. Kloppel u.M. (1992) diskutieren die CP als Folge
vorangegangener Episoden von akuten Pankreatitiden. Welche Mechanismen dafiir
verantwortlich sind, dass aus der akuten Form (ohne Progression) die chronische

Form (mit Progression) wird, ist weiterhin Gegenstand der Pankreasforschung.
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1.2.2. Epidemiologie

Verschiedene Arbeitsgruppen berichten von einer Inzidenz von 4 Neuerkrankungen
auf 100000 Einwohner pro Jahr und einer Pravalenz von 13 pro 100000 Einwohner
(Riela et al. 1992; Robles-Diaz et al. 1990). Neuere Studien geben eine Privalenz
von 45,4 pro 100000 Minnern und von 12.4 pro 100000 Frauen an (Lin et al. 2000).
Ursachen fiir die steigenden Zahlen kann zum einen die hohere Sensitivitit
diagnostischer ~ Testverfahren  und zum anderen ein  verdndertes
Alkoholkonsumverhalten in der Bevolkerung sein. Es wurde herausgefunden, dass
sich regional unterscheidende Inzidenz- und Prévalenzraten proportional zum Pro-
Kopf-Konsum an Alkohol verhalten, wobei hierzulande bei 70-80% der
Erkrankungsfille gleichzeitig ein vermehrter Alkoholkonsum zu beobachten ist
(Ammann et al. 1987; Durbec et al. 1978; Singh et al. 1990). Bei der ethyltoxischen
Form der CP liegt das mittlere Erkrankungsalter in allen westlichen Léndern in der
4.-5. Dekade, wobei die mittlere Lebenserwartung eingeschrénkt ist (Layer et al.
1994). Der hohere Alkoholkonsum von Minnern wird auch fiir deren Uberwiegen in
der Geschlechterverteilung verantwortlich gemacht: 70-80% der Erkrankten sind
ménnlich (Singer et al. 1995). Im Gegensatz zur alkoholinduzierten Pankreatitis ist
die Geschlechtsverteilung bei der idiopathischen chronischen Pankreatitis
(unabhéngig vom Alter) praktisch ausgeglichen (Layer et al. 1994). Der
Erstmanifestation der CP geht in der Regel ein jahrelanger Alkoholkonsum voraus.
Im Mittel betrug diese Zeit in einer franzdsischen Untersuchung bei Ménnern 17, bei
Frauen 13 Jahre (Durbec et al. 1978). Noch weitgehend ungeklart ist die
Beobachtung, dass nur etwa 10% der Alkohokranken eine chronische Pankreatitis
entwickeln. Fiir das Risiko an CP zu erkranken, findet sich keine Schwellendosis des
Alkoholkonsums, wobei die Erkrankungswahrscheinlichkeit logarithmisch mit der

Menge an getrunkenem Alkohol steigt (Sarles et al. 1979).
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1.2.3. Atiologie und Pathogenese

Im Wesentlichen unterscheidet man chronische Pankreatitiden mit toxisch-
metabolischer Genese von idiopathischen Pankreatitiden (25%) bzw. von
Pankreatitiden mit seltenen Ursachen (5%). Dabei stellt der Alkoholabusus mit etwa

70 % die hiufigste Entitét dar (Tabelle 1-1).

Tabelle 1-1:

Prozentuale Verteilung der Ursachen der einer CP

toxisch- Idiopathisch Seltene Ursachen
metabolisch
(70%) (25%) (5%)
= Alkoholabusus | = juvenil (early = Hereditir
(60-80%) onset) = Tropische Form
» Hyperkalzdmie | = senil (late onset) = Autoimmunpankreatitis
= Hyperlipidédmie = Obstruktion
(selten) - Narben nach akuter
* Medikamente Pankreatitis oder
(z.B. Trauma
Phenacetin) - Tumorinvasion

- anatomische Varianten
wie Pankreas divisum
oder Pankreas anulare

- Entziindung des
Sphinkter Oddi

- Duodenaldivertikel

* Immunologische
Ursachen

- Virusinfekte (Hepatitis
B, Coxsackie)

- M.Crohn
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1.2.3.1. Alkoholtoxische chronische Pankreatitis

Am intensivsten wurde wegen ihrer Bedeutung die alkohol-induzierte CP untersucht.
In der westlichen Welt zédhlt der Alkoholabusus zu den wichtigsten &dtiologischen
Faktoren und wird fiir 60-80% der chronischen Pankreatitiden verantwortlich
gemacht (DiMagno et al. 1993a,b; Adler et al. 1997; Toskes et al. 1995; Pitchumoni
et al. 1998). Die alkoholtoxische CP unterscheidet sich von chronischen
Panktreatitiden anderer Genese in ihrer pathohistologischen Verdnderung nur
geringfiigig. Es kommt ebenfalls zum Untergang des Gewebes mit exokriner und
endokriner Insuffizienz, Kalkablagerungen im Gewebe und in den Géngen sowie
Gangverdanderungen und irreversibler Degeneration der Azini, die im Verlauf der
Erkrankung durch Bindegewebe ersetzt werden. Die ersten Schritte dieser Prozesse
sind aber umstritten und vermutlich unterschiedlich. Es werden vier Hypothesen mit

unterschiedlichem Erklarungsansatz diskutiert.

1. Obstruktionstheorie - Zerstorung der Azini durch Druckerh6hung in den

Pankreasgiingen auferund einer Gangobstruktion

Die Obstruktionstheorie wurde von der Arbeitsgruppe Sarles entwickelt (Sahel et al.
1979; Nakamura et al. 1972; Guy et al. 1983). Sie stiitzt sich auf den Befund, dass
bei der alkoholinduzierten chronischen Pankreatitis eine vermehrte Sekretion von
Eiweil} bei erniedrigter Fliissigkeitssekretion zur Prézipitation von Eiweilpfropfen in
den kleinen Géngen fiihrt. Es kommt zu einer Verstopfung der Pankreasgénge und
im weiteren zu einer druckbedingten Atrophie der Pankreasazini (Multigner et al.
1985; Sarles et al. 1965c¢; Sarles et al. 1986b; Sarles et al. 1989b). Die Proteinplugs
enthalten Lithostatin. Sarles schreibt dem Protein eine entscheidende Rolle zu, da es
bei Alkoholwirkung vermindert sezerniert werden soll. In vitro Untersuchungen
legten die Vermutung nahe, dass Lithostatine notwendig seien, um die Prézipitation
von Proteinen und Kalziumcarbonat aus dem {bersittigten metastabilen
Pankreassekret zu verhindern (Bernard et al. 1992, 1995; Geider et al. 1996; Giorgi
et al. 1985; Provansal-Cheylan et al. 1989; Yamadera et al. 1998).
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2. Metabolisch-toxische Theorie - Alkohol induzierte fettige Degeneration der

Azinuszellen

Nach dem Konzept von Bordalo induziert Alkohol &hnlich wie in der Leber eine
fettige Degeneration der Pankreasazinuszellen (Bordalo et al. 1977). Alkohol soll
sowohl direkt den Metabolismus der Pankreasazinuszelle schiadigen als auch indirekt
tiber das in der Leber entstehende toxische Alkoholabbauprodukt Azetaldehyd
wirken. Die Pankreasazinuszellverfettung sei das erste morphologische Zeichen der
chronischen Pankreatitis. Es kommt zur Zellnekrose, Fibrosebildung und zu einer

Sekretionsminderung. Die Ausfdllung der Proteinplugs folgt dann sekundér.

3. Theorie des oxidativen Stress - Schidigung der Pankreasazini durch freie Radikale

Nach Braganza ist die zellzerstorende Wirkung freier Radikale ausschlaggebend.
Alkohol, Nikotin und Industriegifte {iiberfordern die Entgiftungskapazitit des
Cytochrom P-450 Enzymsystems der Leber. (Braganza et al. 1983, 1996; Norton et
al. 1998; Van Gossum et al. 1996). Unter dem Einfluss von Sauerstoff-Radikalen soll
es im Pankreas zu Membranolysen und Nekrosen von Azinuszellen kommen. Durch
den Einstrom aktivierter Enzyme kidime es dann im Gewebe zur Entziindungsreaktion

(Braganza et al. 1988).

4. Nekrose-Fibrose-Sequenz-Theorie - Fibrose als Folge rezidivierender Schiibe

einer nekrotisierenden Pankreatitis

Die Nekrose von Azinuszellen soll zur Fibrose und zum Ansto3 einer chronischen
Entziindung fiihren (Kloppel et al. 1992). Nach Kloppel sei somit die CP die Folge
wiederholter akuter Pankreatiden. Fokale Fettnekrosen und Nekrosen des
Pankresparenchyms induzieren die Infiltration des Organs durch Lymphozyten,
Makrophagen und Fibroblasten. Fibrose sei dann eine Folge der Nekrose (Ammann
et al. 1996; Kloppel et al. 1991; Longnecker et al. 1996). Die Fibrose fiihrt zu
Verengungen und Erweiterungen der interlobuldren Ginge. Die so hervorgerufene
Stauung des proteinreichen Pankreassaftes induziert die Bildung der bekannten
Proteinplugs. SchlieBlich wiirden dann durch die Gangstauung und durch die

Durchblutungsstorung die Azinuszellen zerstort mit der Folge der klassischen
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fibrotischen Verdnderungen der CP (Kloppel et al. 1992, 1990). In einer groBen
prospektiven Studie konnte gezeigt werden, dass die klinische Manifestation der CP
(exokrine und endokrine Insuffizienz) haufiger bei Patienten nachgewiesen werden
konnte die wiederholt Pankreatitisschiibe in der Anamnese hatten (Mullhaupt et al.

2005)

Ein entscheidender Mechanismus bei der Entstehung einer alkoholinduzierten CP ist
die durch chronischen Alkoholkonsum induzierte Erhohung der basalen
Enzymsekretion  bei  gleichzeitiger  Erniedrigung der  Volumen- und
Bikarbonatsekretion. Hierdurch dickt das Pankreassekret ein und es entwickeln sich
EiweiBniederschlidge in den kleinen Pankreasgingen die im Verlaufe verkalken und
schlieBlich zu einer fokalen Obstruktion der Pankreasginge fiihren (Sarles et al.
1971, 1965c¢, 1979). Welche Genese eine entstandene Obstruktion auch immer haben
mag, durch die Verlegung der kleinen Ausfiihrungsginge wird eine chronische
Entziindung des Organs in Gang gesetzt und unterhalten. Zusitzlich konnen durch
die dthanolinduzierten Permeabilitdtsstorungen der Epithelzellen der Pankreasginge
aktivierte (Verdauungs-) Enzyme in das Gewebe des Organs libertreten. Es kommt
zur Entwicklung einer periduktalen Entziindung, zur partiellen Selbstverdauung und
zum bindegewebigen Umbau des Organs, wobei die Fibrose schlie8lich das gesamte
Organ erfassen kann. Allerdings beriicksichtigt keines dieser Konzepte die Rolle des
Immunsystems. Sollen therapeutische Konzepte zur Behandlung der CP entwickelt
werden, miissten neben den Ursachen der CP die Mechanismen analysiert werden,
die fiir die Chronizitit der Erkrankung verantwortlich sind. Chronischer
Alkoholabusus ist als Hauptursache fiir die Entstehung einer CP bekannt (Ammann
et al. 1984; Lankisch et al. 1993; Cavallini et al. 1998). Es besteht eine Korrelation
zwischen Menge und Zeitdauer des konsumierten Alkohols und dem Risiko, eine CP
zu entwickeln (Durbec et al. 1978). In den meisten Untersuchungen betrdgt die
Zeitdauer des Alkoholmissbrauchs bis zum Auftreten erster Symptome 18 £11 Jahre
(Almela, 1997). Die konsumierte Alkoholmenge betrdgt praktisch immer mehr als
80g/Tag. Bei Frauen die ca. 20% des Patientenkollektivs ausmachen, fiihrt eine
niedrigere Menge von Alkohol bereits nach kiirzerer Expositionszeit zur Erkrankung
(Durbec et al. 1978; Sarles et al. 1965c). Die kritische Alkoholmenge die zur
Driisenschiddigung fiihrt, 1dsst sich im Einzelfall nicht genau vorhersagen. Die
individuelle Empfindlichkeit gegeniiber Alkohol ist eine mdgliche Erklarung fiir die

Beobachtung, dass nur etwa 10% der Alkoholiker eine klinisch manifeste
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Pankreatitis entwickeln (Bisceglie et al. 1984; Gumaste et al. 1995). Dies gibt Grund
zur Annahme, dass zum Alkohol noch weitere, die Entstehung der Krankheit direkt
begiinstigende oder die Wirkung des Alkohols verstirkende Kofaktoren
hinzukommen miissen, damit die chronische Pankreatitis manifest wird. Diese
Faktoren  konnen  vielfiltiger =~ Herkunft sein. So  konnten  sowohl
Erndhrungsgewohnheiten, eine genetische Disposition aber auch eine

immunologische Fehlregulation an der Pathogenese beteiligt sein.

1.2.3.2. Ildiopathische Pankreatitis

Bei der idiopathischen Pankreatitis ohne erkennbare Ursache ldsst sich die juvenile
Form mit Manifestation im Jugend- oder Adoleszentenalter (Ammann et al. 1984;
Layer et al. 1990) von der senilen Form mit Manifestation im hoheren Lebensalter
(Gipfel bei ca. 60 Jahren) abgrenzen. Nach Ammann (Ammann et al. 1976) konnte
es sich bei der letztgenannten Pankreatitis um eine ischdmische Pankreaserkrankung
auf dem Boden einer Arteriosklerose handeln. Sicher handelt es sich in einigen
Féllen bei der so genannten idiopathischen Pankreatitis um eine alkoholtoxische
Genese, da es individuell auch bei geringen Alkoholdosen bereits zu einer toxischen
Pankreasschdadigung kommen kann. Moglicherweise liegen auch bisher nicht
bekannte Formen der hereditdren Pankreatitis vor.

Das Verdauungsenzym Trypsin nimmt im pankreatischen Proteasensystem eine
Schliisselrolle ein. Die Serinprotease Trypsin vermag sich selbst als auch alle
anderen proteolytischen Proenzyme des Pankreas zu aktivieren. Das Pankreas
synthetisiert und sezerniert Trypsin als inaktives Trypsinogen (Zymogen). Erst im
Darm erfolgt durch Abspaltung des Aktivierungspeptides mit Hilfe des Enzyms
Enteropeptidase (Enterokinase) die Umwandlung des Trypsinogens zu Trypsin.
Geringe Mengen an Trypsinogen werden auch im normalen Pankreasgewebe durch
Autolyse zu aktivem Trypsin umgewandelt. Zwei Mechanismen schiitzen das
Pankreas vor einer {iberschieBenden Trypsinaktivitit und Selbstverdauung
(Rinderknecht et al. 1986): Zum einen wird Trypsin durch den Serinprotease-
Inhibitor, Kazal-Typl (SPINKI1) komplexiert. SPINK1, auch als pankreatischer
sekretorischer ~ Trypsin-Inhibitor  (PSTI) bezeichnet, ist ein  wichtiger
intrapankreatischer Trypsin-Inhibitor, der Trypsin durch Bildung einer kovalenten

Bindung zwischen dem katalytischen Serin der Protease und einem Lysin im
18



reaktiven Zentrum von SPINKI1 inhibiert. Zum andern werden Trypsin und weitere
Pankrasproteasen durch Trypsin und trypsindhnliche Enzyme wie Mesotrypsin
degradiert.

Bei Kindern und Jugendlichen ist das sehr seltene Krankheitsbild der idiopathischen
fibrosierenden CP mit Gelbsucht aufgrund von Gallenwegsobstruktionen beschrieben
worden (Barkin et al. 1994). Weiterhin gibt es aber die chronischen Pankreatitiden,
bei denen keine Ursache fiir deren Entstehung nachgewiesen werden konnte.
Proteinprézipitate und Kalzifikationen treten sowohl bei der idiopathischen als auch

der alkoholinduzierten CP auf (De Angelis et al. 1992).
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1.2.3.3. Hereditire chronische Pankreatitis

Eine weitere Unterform der chronischen Pankreatitis ist die so genannte hereditire
Pankreatitis, die zum ersten Mal 1952 von Comfort und Steinberg beschrieben
wurde. Sie ist durch rezidivierende Pankreatitisschiibe seit der Kindheit, eine positive
Familienanamnese, eine gleiche Geschlechterverteilung und durch Fehlen
pradisponierender Faktoren charakterisiert (Perrault et al. 1994). Bei dem seltenen
Krankheitsbild der hereditiren Pankreatitis sind Mutationen eines Gens auf dem
langen Arm des Chromosoms 7 (7q35) gefunden worden (Whitcomb et al. 1996b).
Dieses Gen kodiert das kationische Trypsinogen (PRSS1). So kdnnen Patienten mit
dieser bereits im Kindesalter auftretenden autosomal-dominant vererbten Erkrankung
und weniger als 10% asymptomatischer Verwandte einen Arginin-Histidin
Austausch (R117H) auf Exon 3 (Whitcomb et al. 1996a) oder einen Asparagin-
Isoleucin Austausch (N211I) auf Exon 2 (Gorry et al. 1997; Teich et al. 1998) haben.
Es wird angenommen, dass diese Punktmutationen des Trypsinogen-Gens die
Autoaktivierung der Protease begiinstigen. Nach einer weiteren Hypothese schiitzt
die PRSS1-Mutation das Trypsin vor proteolytischem Abbau (Sahin-Toth et al. 2000,
Teich et al. 2006). Bei beiden Hypothesen spielt aktives Trypsin im Pankreas eine
entscheidende Rolle. Die Bedeutung von PRSS1-Mutationen als pathogenetischer
Faktor bei der hereditiren CP konnte bei gentechnisch verdnderten Maéusen
herausgearbeitet werden. Mause die die Trypsinogen-Mutation (R122H) trugen,
zeigten sowohl eine Azinusdegeneration als auch eine Pankreasinfiltration mit
inflammatiorischen Zellen sowie im weiteren Verlauf eine Organfibrose (Archer et
al. 2000).

In diesem Zusammenhang werden auch Mutationen des pancreatic secretory trypsin
inhibitor, SPINK1 (Witt et al. 2000; Pfiitzer et al. 2000) und im Allel des Zystischen-
Fibrose-Gens (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator — CFTR)
diskutiert (Sharer et al. 1998; Cohn et al. 1998). SPINK1 ist ein potenter Inhibitor der
intrapankreatischen Trypsinaktivitit und wurde erstmalig von Kazal et al. 1948 im
bovinen Pankreasgewebe isoliert. Witt et al zeigten 2000 eine SPINK1-Mutation
(p.N34S) bei 18 von 96 Patienten mit juveniler Pankreatitis. Die Beziehung zwischen
Mutation und CP wurde durch weitere Untersuchungen herausgearbeitet (Chandak et
al. 2002).

Das CFTR-Gen kodiert fiir einen Chloridkanal welcher im Respirations- und
Verdauungstrakt fiir die Fliissigkeits- und Elektrolytaustausch verantwortlich ist. Im

Pankreas kommt ihm eine grofle Bedeutung bei der Bicarbonatsekretion zu.
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Moglicherweise begiinstigen eine verdnderte Viskositét des Pankreassaftes und/oder
eine pH-Anderung infolge eines gestdrten Ionentransportes bei heterozygoten CFTR-
Tréagern die Autoaktivierung von Trypsinogen und damit die Krankheitsentstehung.
Cohn et al. zeigten in ihrer Studie 2005 das bei ihren Patienten mit idiopatischer CP
CFTR-Mutationen sechsmal hdufiger vorkamen als in der Kontrollgruppe.

Das Erkennen weiterer genetischer Defekte, die im Zusammenhang mit der CP
stehen, wire hilfreich, um Patienten mit einem erhohten Risiko fiir die CP friihzeitig

zu erfassen.

1.2.3.4. Chronisch obstruktive Pankreatitis

Pathohistologisch kann beim Menschen die chronisch obstruktive Pankreatitis von
der alkoholinduzierten Form unterschieden werden (Sahel et al. 1986). Die
obstruktive Form entwickelt sich auf dem Boden einer Pankreasgangstenose mit
entsprechenden  Pankreasgangdilatationen proximal der Obstruktion. Das
Gangepithel ist bei dem Entziindungsprozess nicht beteiligt, Pankreasgangsteine und
Proteinplugs sind selten (Kloppel et al. 1993; Lehnert et al. 1979). Es kommt zu einer
Atrophie der Azinuszellen und einer diffusen, das Pankreasparenchym
verdrangenden Fibrose. Fiir die Stenose ursdchlich kommen entziindliche oder
tumords bedingte Verdnderungen im Bereich der Papille, von Duodenaldivertikeln
oder Pankreastumoren, angeborene oder erworbenen Ganganomalien (Pankreas
divisum), und selten traumatische Pankreasverletzungen in Betracht. Die
histologischen und funktionellen Verdnderungen sind bei dieser Pankreatitisform
teilweise oder vollstindig reversibel (Sarles et al. 1986b), wenn die Obstruktion friith
genug behandelt wird. Sie stellt pathologisch eine eigenstindige Form der

Pankreatitis dar (Kloppel et al. 1993).

1.2.3.5. Tropische chronische Pankreatitis

Die Pathogenese der tropischen CP ist ebenfalls ungeklért. In einer Studie wurden
die Erndhrungsgewohnheiten, die Pankreasfunktion und der klinische Verlauf der CP
in Stidindien und in Frankreich miteinander verglichen (Balakrishnan et al. 1988).
EiweiBmangelerndhrung allein, die zum Krankheitsbild Kwashiorkor fiihren kann,

oder der Genuss von Cassava scheinen fiir die Entstehung der tropischen CP nicht
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verantwortlich zu sein. Die Autoren sehen einen entscheidenden Faktor in der sehr
fettarmen Erndhrung in Siidindien. Das Erstmanifestationsalter bei der tropischen CP
liegt bereits bei etwa 12,5 Jahren (Bankwell et al. 1967, Nagaratnam et al. 1972).

In Siidindien betrdgt die Prdvalenz der tropischen Pankreatitis etwa 126/100000
Einwohner (Tandon und Garg 2004). Es kommt zur Beteiligung des
Hauptpankreasganges welcher mit Kalkkonkrementen verlegt wird. Die Etiologie ist
nicht bekannt. Es werden genetische Mutationen (SPINK1 Mutation) und der
Einfluss von Umweltfaktoren diskutiert (Barman et al. 2003).

1.2.3.6. Autoimmune Pankreatitis (AIP)

Die Moglichkeit der Beteiligung von autoimmunen Mechanismen bei der Entstehung
einer CP wurde bereits in den 1950er Jahren diskutiert. Thal et al. (1959) beschrieben
damals bei einer chronischen Pankreatitis erstmals die Reaktion von Antikdrpern mit
einem so genannten Pankreasantigen. 1961 gelang es Fonkalsrud und Longmire,
experimentell eine Pankreatitis durch Einsatz von pankreatischen Antigenen zu
erzeugen. Sarles berichtete 1965 von ungewdhnlichen Pankreatitisfillen mit
Schmerzarmut,  Fieber,  diffuser = VergroBerung des  Organs,  einer
Hypergammaglobulindmie, fehlender Alkoholanamnese und starker lymphozytérer
Infiltration (Sarles et al. 1965c¢). In zahlreichen Studien wurden autoimmunologische
Ansitze bei der Pathogenese der CP weiter verfolgt (Antal et al. 1980; Lankisch et
al. 1981; Yoshida et al. 1995; Ohana et al. 1998; Horiuchi et al. 1996, 1998; Ito et al.
1997; Uchida et al. 2000). So wurden in der Literatur Pankreatitiden mit
wahrscheinlich autoimmunem Hintergrund beschrieben, die sich durch eine
Hyperglobulindmie (Ig-G), den Nachweis von Auto-AK, Fehlen von Kalzifikationen
und Pseudozysten, fibrotische Verdnderungen mit Lymphozyteninfiltraten, diffuse
Organvergroferung mit unregelmafig verengten Pankreasgéngen, eine geringgradig
ausgeprigte Schmerzsymptomatik mit gewohnlich fehlenden akuten Schiiben und
einen positiven Behandlungserfolg nach Steroidtherapie auszeichnen (Yoshida et al,
1995; Ito et al. 1997). Da das Krankheitsbild in Abwesenheit von anderen
Autoimmunerkrankungen beschriecben werden konnte, wurde in diesem
Zusammenhang von Yoshida 1995 der Begriff der Autoimmunen Pankreatitis
eingefiihrt.

Des Weiteren konnte in der Vergangenheit ein gemeinsames Auftreten mit anderen

chronisch entziindlichen- bzw. Autoimmunerkrankungen wie den Erkrankungen des
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rheumatischen Formenkreises (Watts et al. 1989), dem Sjogren’s Syndrom (Ectors et
al. 1997; Epstein et al. 1982; Kamisawa et al. 2003; Kulling et al. 2003), der Primér
Sclerosierenden Cholangitis (Ectors et al. 1997; Takikawa et al. 1997), der Primér
Bilidren Zirrhose (Epstein et al. 1982), dem Morbus Crohn und der Colitis Ulcerosa
(Ectors et al. 1997; Barthet et al. 1999) aufgezeigt werden. Andererseits fand man in
einer Studie bei 7 von 11 Patienten mit typischer alkoholischer CP Hinweise auf eine
chronische Parotitis. Als Ursache fiir die Organmanifestation wurde ein
(gemeinsamer) autoimmunologischer Pathomechanismus diskutiert (Sagatelian et al.
1998).

Bildgebende  Untersuchungen (CT, MRT, ERCP u. Magnetresonanz-
cholangiographie) zeigten charakteristische Organverdnderungen, welche mit einer
Autoimmunpankreatitis in Zusammenhang gebracht wurden (Irie et al. 1998; Van
Hoe et al. 1998). Histologisch wurden Gangverdanderungen beschrieben, die denen
bei der autoimmunen Speicheldriisenentziindung beobachteten sehr dhnlich sind. Es
konnte eine Gangzerstorung mit Fibrose, Atrophie der Azinuszellen ohne
Kalzifikation nachgewiesen werden (Kloppel et al. 1993). Eine andere Studie von
Patienten mit nichtalkoholischer Pankreatitis zeigt ein ungewdhnliches Bild der
pankreatischen Entziindung mit teilweiser Einbindung der Pankreasginge und
resultierender Gangobstruktion und Gangdestruktion fiir die die beobachtete
periduktale Lymphozyteninfiltration verantwortlich gemacht wurde. Es wurde weiter
vermutet, dass die Gangzellen oder der Ganginhalt das Ziel der
Entziindungsreaktionen seien. In dieser Studie konnte morphologisch nicht zwischen
nichtalkoholischer CP und CP mit assoziierten Autoimmunerkrankungen
unterschieden werden (Ectors et al. 1997).

Sowohl bei einigen Patienten mit Idiopathischer CP (11 von 33 Patienten) als auch
bei Patienten mit Sjogren Syndrom (13 von 21 Patienten) konnten im Serum AK
gegen die Carboanhydrase 2 gefunden werden. Die Autoren sehen die Ca-2 als
mogliches Autoantigen (Kino-Ohsaki et al. 1996; Frulloni et al. 2000), welche u.a.
von Pankreasgangzellen (Lonnerholm et al. 1985; Parkkila et al. 1994) produziert
und fiir die Induktion einer Immunreaktion verantwortlich gemacht wird. Auch
konnten unspezifische Autoantikorper wie z.B. antinukleare- und antineutrophile-
cytoplasmatische Antikorper bei Patienten, die an CP erkrankt waren, nachgewiesen
werden (Frulloni et al. 2000). Ein konstanter Nachweis von Autoantikérpern bei
dieser Pankreatitisform ist jedoch nicht gegeben.

In den letzten Jahren konnte die autoimmune Pankreatitis noch ndher beschrieben

und erforscht werden. Der Bergriff der autoimmunen Pankreatitis wurde von
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Klinikern gepridgt und ist inzwischen generell {iblich, obwohl die Existenz eines
klassischen Autoimmunmechanismus bisher nicht bewiesen werden konnte. Man
fand stattdessen lymphoplasmazelluldre und sklerosierende Entziindungsprozesse
vornehmlich im Kopf des Organs, welche zu einer Obliteration und Destruktion der
Pankreasginge fithrten (Kloppel et al. 2003, Notohara et al. 2003). Im
fortgeschrittenen Stadium erfasst der lymphoplasmazelluldre Entziindungsprozess
auch das azindre Gewebe und induziert eine =zellreiche Fibrose, die neben
Plasmazellen, CD4 und CDS8 positiven T-Lymphozyten auch Makrophagen und
Myofibroblasten enthdlt. 2003 stellte die Japan Pancreas Society diagnostische
Kriterien fiir die autoimmune Pankreatitis vor, welche bildgebende Merkmale,
laborchemische Parameter und histopathologische Befunde zusammenfasst (Pearson
et al. 2003). Bei der autoimmunen Pankreatitis handelt es sich nicht um eine
endemische Erkrankung, auch wenn in der japanischen Bevdlkerung die Erkrankung
hiufig mit HLA-DR4 und insbesondere mit dem HLA-DRB1*0405-DQB1*0401
Haplotypen assoziiert ist (Kawa et al. 2002). Aus Japan, Europa, den USA und Korea
kommen zunehmend Arbeiten, in denen Patienten mit AIP beschrieben und
charakterisiert werden. Da die autoimmune Pankreatitis eine dufBerst seltene Entitét
darstellt, muss von einer oftmals falschen Klassifizierung in der Vergangenheit

ausgegangen werden (Okazaki et al. 2003, Varadarajulu et al. 2003; Kim et al. 2004).

1.2.4. Leitsymptome

Unter klinischen Aspekten ist das Krankheitsbild der CP durch klinische,
morphologische und funktionelle Parameter charakterisiert. Klinisch dominieren
hauptsédchlich abdominelle Schmerzen (80-95%), Steatorrhd, Gewichtsverlust (80%),
Diarrh (50%), Ubelkeit und Erbrechen sowie andere Merkmale einer schweren
Maldigestion wie Folgeerkrankungen des Mangels an fettloslichen Vitaminen
(Vitamin E: Hautverinderungen, Vitamin A: Nachtblindheit, Vitamin D:
Osteomalazie). Typische morphologische Verdnderungen der Driise (Verkalkungen,
dilatierter und unregelmiflig begrenzter Ductus pankreaticus u.a.) und ein
progredienter exokriner und endokriner Funktionsverlust (Maldigestion, Diabetes
mellitus) stellen weitere Merkmale dar. In der Frithphase der Erkrankung stehen bei
den meisten Patienten die abdominellen Beschwerden mit intermittierenden
Schmerzen im Vordergrund, wéhrend sich die klinischen Zeichen einer exokrinen

(Staetorrho, Gewichtsverlust, Diarrhd) und zumeist auch spiter einer endokrinen
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(sekundirer Diabetes mellitus) Funktionseinschrankung erst im Verlauf von vielen
Monaten und Jahren entwickeln (Ammann et al. 1991). Es wird angenommen, dass
als Ursache der rezidivierenden Bauchschmerzen neben Pseudozysten mit
perifokaler Entziindung, akuten Pankreatitisschiiben und entziindlichen Infiltraten in
Nervenendigungen vor allem der erhohte Druck bei Abflussbehinderung im
Pankreasgangsystem verantwortlich ist (DiMagno et al. 1993b). Bis zu 27% der
Patienten mit CP bieten Zeichen einer Cholestase; bei 5-10% ldsst sich eine
extrahepatische bilidre Gangobstruktion nachweisen (Scott et al. 1977). Hierbei
handelt es sich wihrend der akuten Exazerbation oft um einen transienten Ikterus.
Ursache ist in der Regel eine Stenose des Ductus choledochus, bedingt durch
entziindliche oder fibrosierende PankreaskopfvergroBBerung oder Pseudozysten
(Littenberg et al. 1979; Steer et al. 1995). Ein charakteristisches Merkmal der
chronischen alkoholinduzierten Pankreatitis sind Pankreasverkalkungen. Innerhalb
von 7-8 Jahren sind bei ca. 50% der Patienten Pankreasverkalkungen nachweisbar

(Layer et al. 1994).
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1.2.5. Diagnose und Differentialdiagnose

Fir die Diagnostik der CP stehen neben bildgebenden Verfahren (Rontgen-
Abdomen, Sonographie des Abdomens einschlieflich Endosonographie, ERCP,
kontrastmittelverstdrkte CT, MRT) und laborchemischen Parametern (a-Amylase,
Lipase, CRP, Glukose im Serum) auch Funktionsuntersuchungen zur Verfligung.
Man unterscheidet dabei zwischen direkten (Sekretin-Pankreozymin-Test oder
Lundh-Test) und indirekten (Chymotrypsin- oder Elastase-1-Bestimmung im Stuhl,
quantitative Stuhlfettbestimmung) Untersuchungen. Dabei wird eine exokrine
Insuffizienz mit Maldigestion und Steatorrhd erst bei einem Parenchymuntergang
von mehr als 75% klinisch relevant, wahrend ein Untergang des Inselzellapparates
im Regelfall zu einem noch spiteren Zeitpunkt auftritt. Der Sekretin-Cerulein Test
gilt im Rahmen der Diagnostik nach wie vor als ,,Goldstandard* fiir die Feststellung
einer exokrinen Pankreasinsuffizienz (Chowdhury 2003). Da der Test zeitintensiv
und relativ unkomfortabel fiir den Patienten ist beschriankt man sich in der Regel auf
indirekte Pankreasfunktionspriifungen wie die photometrische Chymotrypsin-
bestimmung, die Elastase-1-Messung im Stuhl oder auf den Pancreolauryl-Test
(PLT).

Die klinischen Symptome einer CP sind relativ unspezifisch, so dass insbesondere in
der Frithphase dieser Erkrankung eine Vielzahl von differentialdiagnostischen
Uberlegungen und Abgrenzungen notwendig sind. Es miissen Erkrankungen des
Magens, des Diinndarms, des Colons, der Leber und der Gallenblase ausgeschlossen
werden. Gerade in der Frilhphase der Erkrankung bereitet die Abgrenzung

pankreatogener Beschwerden oft grof3e Schwierigkeiten.

1.2.6. Komplikationen

Wenn die Komplikationen (Tabelle 1-2) im Verlauf der CP konservativ nicht mehr

beherrschbar sind, wird in der Regel eine chirurgische Intervention notwendig.
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Tabelle 1-2

Komplikationen bei der CP

= Pseudozysten und Pankreasnekrosen

Cholestase durch Stenosierung des Ductus choledochus

Pankreasgangokklusion

Colon-, Duodenalstenosen

Verschliisse abdominaler Gefélle mit konsekutiver portaler Hypertension

= pankreatogener Aszites

Pankreaskarzinom

Die Existenz von Pankreaspseudozysten per se oder die Zystengrof3e sind nicht allein
fiir die Indikation zur operativen Intervention entscheidend (Mossner et al. 1998).
Pseudozysten sollten nur dann behandelt werden, wenn sie symptomatisch
(Schmerzen, Gangobstruktionen), fiir den Patienten gefdhrdend (Ruptur, Blutung,
Infektion) oder bei einer Grofle von mehr als 6 cm progredient sind. Die Behandlung
sieht eine Drainage der Pseudozyste vor. Patienten mit chronischer Pankreatitis
haben zudem ein signifikant erhohtes Risiko ein Pankreaskarzinom zu entwickeln

(Lowentfels et al. 1993, 2005).

1.2.7. Therapie

Die CP ist eine iiber Jahre fortschreitende schleichende Erkrankung, fiir die es derzeit
keine kausale Therapie gibt. Die Inhalte der Behandlung sind symptomorientiert
(Mossner et al. 1998), wenngleich Therapieziele formuliert werden konnen, die sich
aus der Atiologie und der Pathophysiologie der Erkrankung ableiten. Die
Therapieplanung einer akuten Exazerbation einer CP unterscheidet sich nicht von der
einer akuten Pankreatitis. Die Basistherapie einer akuten Pankreatitis setzt sich aus
oraler Nahrungskarenz mit parenteraler Erndhrung, einer addquate Schmerztherapie
und einer intensivmedizinischen Uberwachung des Patienten zusammen.

Da in 60-80 % der Fille ein dauerhafter Alkoholabusus zugrunde liegt, stellt die
Alkoholkarenz eine zentrale MaBBnahme der erfolgreichen Therapie der Erkrankung
dar. Bei klinisch manifester exokriner Pankreasinsuffizienz werden diétetische
MaBnahmen und eine suffiziente Substitutionstherapie mit Pankreasenzymen

(sdurestabile mikrosphirisch verkapselte Enzympriparate aus Schweinepankreatin)
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und Vitaminen notwendig. Die Pathophysiologie der entstehenden diabetischen
Stoffwechsellage ist in Analogie zum Typ-1 Diabetes ein Insulinmangel als Folge
der Zerstorung der Langerhans'schen Inselzellen. Eine Insulintherapie wird in
diesem Fall notwendig. Bei Auftreten von Komplikationen (Tabelle 1-2), kommt die
chirurgische Therapie zum Einsatz (Ammann et al. 1984; Beger et al. 1989). Die
Wabhl des Verfahrens hdngt von den subjektiven Beschwerden des Patienten ab und
sollte therapieresistente Schmerzen lindern, Krankheitskomplikationen umgehen
oder beseitigen und zum Ausschluss eines Pankreaskarzinoms beitragen. Bei den
heute akzeptierten Verfahren gilt es grundsitzlich zwischen drainierenden und
resezierenden Operationen zu unterscheiden, wobei die drainierende Verfahren in
den letzten Jahren durch die Verbreitung interventioneller Techniken
(Pankreasgangstein-ESWL, Dilatation und Stenteinlage bei  proximalen
Pankreasgangstenosen) etwas zuriickgedrangt wurden (Tabelle 1-3). Durchschnittlich
jeder zweite bis dritte Patient mit einer CP muB3 im Krankheitsverlauf operiert

werden.

Tabelle 1-3: Operative Therapie der CP

Drainierende Verfahren Resezierende Verfahren

= lateralolaterale * Duodenumerhaltende
Pankreatikojejunostomie Pankreaskopfresektion (DE-PKR
(Puestow/Partington-Rochelle) nach Beger)

= Kephale Pankreatoduodenektomie
(PD nach Kausch/Whipple)

» Pseudozystojejunostomie = Pyloruserhaltende partielle

Pankreatoduodenektomie

(PE-PD nach Longmire-Traverso)

= Pankreaslinksresektion

Dabei wird die duodenumerhaltende Resektion nach Beger als Methode der Wahl
angesehen. Die Vorteile der duodenumerhaltenden Pankreaskopfresektion im
Vergleich zur Resektion nach Kausch-Whipple beziiglich des Glukosestoffwechsels
und Parameter der Digestion und Resorption sind durch eine kontrollierte Studie
belegt (Biichler et al. 1995). In Einzelfillen wird die pyloruserhaltende

Duodenopankreatektomie erforderlich.
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1.3. Immunantwort

Bei einer Immunreaktion erfolgt zundchst die Prozessierung des Antigens von
Makrophagen, dendritischen Zellen oder B-Lymphozyten, die in ihrer Gesamtheit als
Antigenprésentierende Zellen (APC) bezeichnet werden. Diese Zellen prisentieren
Teile des Antigens zusammen mit dem Haupthistokompatibilitidtskomplex (MHC)
Klasse I oder II auf ihrer Oberfliche. T-Lymphozyten mit spezifischen T-Zell-
Antigen-Rezeptoren, die das Antigen erkennen, binden an den Antigen-MHC-
Komplex. Hierbei kann man zwischen zwei verschiedenen Subpopulationen von T-
Lymphozyten, den CD4 und den CDS8 positiven Zellen, unterscheiden. Die CD4
Zellen, auch Helferzellen genannt, interagieren mit MHC-Klasse I Molekiilen der
APC. Die CD8 Zellen binden an MHC-Klasse I Molekiile. Auf diese Weise werden
sie aktiviert und empfanglich fiir das gleichzeitig von den APC gebildete IL-1. Das
von den T-Lymphozyten gebildete IL-2 bindet autokrin und parakrin an den IL-2
Rezeptor, der im Rahmen der Aktivierung auf der Zelloberfliche der Helferzellen
exprimiert wird. Die Bindung von IL-2 an seinen Rezeptor ist die Vorraussetzung
dafiir, daB3 T-Zellen proliferieren. Aulerdem wird in T-Helferzellen die Produktion
weiterer Zytokine wie IL-4, IL-5, IL-6 und TNF-3 angeregt. CD4+ Helferzellen
unterstiitzen liber die Freisetzung von Zytokinen (IL-2) die Bildung von CDS
positiven zytotoxischen T-Lymphozyten. Dieses stellt neben der Hilfe bei
Proliferation und Differenzierung der B-Zellen in Antikorper produzierende
Plasmazellen und Unterstiitzung der Makrophagen zur Antigenprdsentation und
Konditionierung zur Abtdtung intrazellulirer Mikroorganismen eine weitere
Moglichkeiten dar, wie T-Helferzellen auf andere Zellen des Immunsystems Einfluss

nehmen.

1.4. Zytokine

Immunkompetente Zellen konnen iiber die Sekretion eines weiten Spektrums von
Zytokinen das Auftreten, die Intensitit und die Dauer von Immunreaktionen
beeinflussen (Shimizu et al. 1991; Springer et al. 1994; Nathan et al. 1991). Sie sind
eine der Schliisseleffektormolekiile bei Infektionen, Gewebsverletzung und
Entziindung und beeinflussen auto- und parakrin, T{ber spezifische
Zelloberflachenrezeptoren ~ Aktivitdt,  Proliferation @ und  Differenzierung
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unterschiedlicher Zelltypen. Ihre Expression ist strikt reguliert und erfolgt durch de-
novo-Synthese und nur in Ausnahmefillen durch Entleerung intrazelluldrer Speicher.
Nach dem heutigen Stand der Erkenntnis bilden die Zytokine ein komplexes
Netzwerk und wirken zusammen mit anderen Faktoren des interzelluldren Milieus.
Ungleichgewichte in der Produktion und der Aktion der Zytokine innerhalb des
Netzwerkes sind oft fiir ein fehlerhaft arbeitendes Immunsystem verantwortlich und
konnen sowohl akute und chronische Entziindungen beeinflussen als auch Grundlage

fiir die Pathogenese bei einer Reihe von Erkrankungen sein.

1.4.1. Interleukin-1

Interleukin-1, auch als Lymphozyten aktivierender Faktor (LAF) bezeichnet, wird
vorzugsweise von aktivierten Monozyten/Makrophagen, aber auch von anderen
Zellen (Oppenheim et al. 1986) wie z.B. Endothelzellen, Fibroblasten, glatten
Muskelzellen, Astrozyten und Mikroglia, T- und B-Zellen, NK-Zellen produziert. Es
aktiviert T-Zellen, welche dann proliferieren und IL-2 und IL-2 Rezeptoren
sezernieren (Gery et al. 1972). IL-1 nimmt eine Schliisselposition bei der
Entziindung und bei der Immunantwort ein. Es gibt zwei verwandte Molekiile des
IL-1 (IL-1o und IL-1P), die beide die gleiche Funktion ausiiben, da sie den gleichen
Rezeptor mit dhnlichen Affinitdten binden. IL-1 hat neben der Aktivierung von
Lymphozyten noch eine ganze Reihe anderer Wirkungen. So induziert IL-1 die
Synthese von IL-8 in Monozyten, Fibroblasten und Endothelzellen (Porat et al.
1992). Somit konnen lokale Entziindungsreaktionen induziert werden, da IL-8 nicht
nur als chemotaktischer Faktor fiir Granulozyten und Lymphozyten, sondern auch als
Neutrophilenaktivator wirkt. Die biologischen Effekte bestehen in der
chemotaktischen Rekrutierung von Neutrophilen, Monozyten und Lymphozyten und
fiihren zu einer erhdhten Kollagenproduktion (Canalis et al. 1986). In hoher
Konzentration wirkt IL-1 systemisch und ist neben der Entstehung von Fieber fiir die
Produktion von Akute-Phase-Proteinen in der Leber verantwortlich (Abbas et al.

2005).
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1.4.2. Interleukin-6

Durch Antigen stimulierte B-Zellen proliferieren und differenzieren zu Antikdrper
produzierenden Zellen unter der Kontrolle verschiedener von T-Zellen und
Makrophagen produzierter Zytokine (Kishimoto et al. 1988). IL-6 ist einer dieser
Faktoren. IL-6 ist auch an der Aktivierung, dem Wachstum und der Differenzierung
der T-Zellen beteiligt. Es induziert z.B. synergistisch mit I[L-1 die Produktion von IL-
2 (Holsti et al. 1989) und die Expression vom IL-2 Rezeptor (Houssiau et al. 1989).
IL-6 ist in Kooperation mit IL-1 und TNFo an der Produktion von Akute-Phase-
Proteine nach Infektion und Verletzung beteiligt (Gauldie et al. 1987; Van Snick et
al. 1990, Abbas 2005). IL-6 wird von verschiedenen Zelltypen produziert. Die
Hauptquellen sind jedoch stimulierte Monozyten, Fibroblasten und Endothelzellen.
Makrophagen, T-und B-Lymphozyten, Keratinozyten und Mastzellen sind ebenfalls
in der Lage nach Stimulation IL-6 zu exprimieren. IL-6 beeinflusst die
antigenspezifische Immunantwort und inflammatorische Reaktion, indem es in
Gegenwart von IL-2 die Differenzierung von reifen und unreifen T-Zellen zu

zytotoxischen T-Zellen induziert (Okada et al. 1988; Takai et al. 1988).

1.4.3. IFNy

IFNy ist neben IL-2 das wichtigste T-Zell Produkt. Sowohl CD-4 Zellen
(Cunningham et al. 1985) als auch CD-8 Zellen (Celis et al. 1986; Yamada et al.
1986) produzieren diesen Immunmodulator. IFNy inhibiert die Wirkung von IL-4
(Noelle et al. 1984; Rabin et al. 1986). Es induziert die Differenzierung von CD4 zu
Th1-Zellen, wihrend es die Proliferation von Th2-Zellen inhibiert. Somit zeigt das
Vorhandensein von IFNy wéihrend einer Immunantwort eine Verlagerung des
Th1/Th2 Gleichgewichtes zugunsten der Thl-Zellen an (Gajewski et al. 1988).
Antigenpréasentierende Zellen besitzen MHC-Klasse-II Antigene auf ihrer
Zelloberfliche. Die Expression dieser Antigene unterliegt einer komplexen
Regulation. Im Gegensatz zu den interdigitierenden dendritischen Zellen oder B-
Zellen benotigen andere APC (Monozyten, Makrophagen, Endothelzellen und
Astrozyten) fiir die Expression sowohl von Klasse-I als auch von MHC-Klasse-I1
Molekiilen die Gegenwart eines induzierenden Signals, wie z.B. IFNy (Kelley et al.
1984).  Aufgrund der  gesteigerten  Klasse-II  Expression wird die
antigenprasentierende Féhigkeit dieser Zellen erhoht (Zlotnik et al. 1983). IFNy
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rekrutiert nichtlytische Vorlduferzellen, die sich unter seinem EinfluB zu lytischen
NK-Zellen entwickeln. Auch wird durch IFNy die zytotoxische Aktivitit der LAK-
Zellen, NK-Zellen und der zytotoxischen T-Lymphozyten erhoht (Balkwill et al.
1989). IFNy ist eines der am stérksten makrophagenaktivierenden Zytokine (Le et al.
1983; Nathan et al. 1983) und induziert die Expression von MHC-Klasse-II
Antigenen auf aktivierten T- und B-Zellen (Ciampolillo et al. 1993). IFNy kann
zudem die Aktivitdt von Supressor Zellen senken (Fradelizi et al. 1982) und die
Proliferation von aktivierten B-Zellen (Bich-Thuy et al. 1986; Romagnani et al.
1986), Neutrophilen und NK-Zellen (Edwards et al. 1985) unterstiitzen.

1.4.4.1L-2

IL-2 ist das Hauptprodukt der T-Zellen und wird hauptsidchlich von CD4+ und in
geringerem Umfang von CD8+ T-Lymphozyten produziert (Abbas et al. 2005). IL-2
ist fiir die klonale T-Zell Expansion nach Antigenkontakt verantwortlich. Es ist ein
essentieller Wachstumsfaktor fiir alle T-Lymphozytensubpopulationen. Die Synthese
und Sekretion von IL-2 und die Expression des IL-2 Rezeptors stellen eine friihe
Reaktion auf die antigeninduzierte Aktivierung ruhender T-Zellen dar. Nach der
Interaktion von IL-2 mit seinem hochaffinen Rezeptor kommt es zu einer klonalen
Expansion der T-Zell-Population, die urspriinglich durch ein Antigen aktiviert wurde
(Smith et al. 1980; Robb et al. 1984). Die T-Zellen sind also in der Lage, nach
Aktivierung ihres T-Zell-Rezeptors ihre Proliferation iiber einen autokrinen
Wirkmechanismus von IL-2 zu fordern. Neben seiner wachstumsfordernden
Funktion leitet IL-2 Differenzierungsvorgiange ein, indem es T-Zellen zur Produktion
von anderen Zytokinen, einschlielich IFNy (Farrar et al. 1982) und IL-4 (Howard et
al. 1983) anregt. IL-2 unterstiitzt. das Wachstum von B-Zellen und induziert deren

AK-Produktion (Jelinek et al. 1987; Nakanishi et al. 1992).

1.4.5.1L-4

IL-4 ist ein Zytokin mit breitem biologischem Wirkungsspektrum. Es wirkt als
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Wachstums- und Differenzierungsfaktor auf T-, B- und NK-Zellen,
Monozyten/Makrophagen, Endothelzellen und Fibroblasten. Hauptsdchlich von
aktivierten T-Zellen produziert, aktiviert IL-4 den Zellzyklus ruhender B-Zellen und
induziert deren klonale Expansion durch ein spezifisches Antigen (Alderson et al.
1987). 1IL-4 steigert die Expression von Klasse-II Antigen, womit B-Zellen zur
Antigenprésentation an T-Lymphozyten befdhigt werden (Noelle et al. 1984; Clark et
al. 1989; Diuet al. 1990). IL-4 ist der Haupstimulus fiir die Produktion von IgE
Antkorper und ist fiir die Entwicklung von Th2 Zellen aus naiven CD4+ Helfter T-
Zellen verantwortlich (Abbas, 2005). IL-4 hemmt die Produktion von IFNy in
aktivierten T-Zellen (Vercelli et al. 1990) und blockiert auf diesem Wege die
Produktion seines natiirlichen Antagonisten. IL-4 ist ein wichtiges antientziindliches
Zytokin, weil es die proinflammatorische Aktivitit der Makrophagen durch
Downregulation der Produktion von IL-1, TNFa (Hart et al. 1989) und IL-6 (Cheung
et al. 1990) zu inhibieren vermag. In vivo konnte der hemmende Effekt von IL-4 auf
antigenspezifische, T-Zell-vermittelte Entziindungsreaktionen gezeigt werden
(Gautam et al. 1992). Entziindliche Erkrankungen mit einer erhohten Aktivitit der
Th1-Zellen konnten durch eine IL-4 Therapie positiv beeinflusst werden, da es in der
Lage ist ein gestortes Gleichgewicht zwischen Thl wund Th2 Zellen
wiederherzustellen. Bei der Therapie allergischer Erkrankungen werden derartige

Therapieansitze diskutiert (Clerici et al. 1993).

1.4.6. Interleukin-10

IL-10 wird von den meisten menschlichen T-Zell Klonen (Barnes et al. 1993), von
B-Zellen (Burdin et al. 1993) und hauptsidchlich von Makrophagen nach deren
Aktivierung produziert (de Waal Malefyt et al. 1991a). IL-10 wird verglichen mit
anderen Zytokinen relativ spit sezerniert. Die Hauptfunktion von IL-10 besteht
darin, die Zytokinproduktion der Thl-Zellen und der Makrophagen sowie deren
Aktivitdt zu hemmen (Fiorentino et al. 1991, Moore et al. 2001). IL-10 ist ein gutes
Beispiel fiir eine negative Feedback Regulation, wobei dieser Effekt durch die
Hemmung der IFNy-Prodkuktion gesteuert wird.

Neben IL-4 ist IL-10 der stirkste [IFNy Antagonist, da es die Expression der Klasse-II
Molekiile auf den meisten Zellen (z.B. Monozyten/Makrophagen) vermindert und so
die antigenspezifische Proliferation der T-Zellen zu unterdriicken vermag (de Waal

Malefyt et al. 1991b). Wie IL-4 induziert IL-10 die Differenzierung (Rousset et al.
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1992) und die Antikérperproduktion von B-Zellen (Defrance et al. 1992). IL-10 gilt
als starker Inhibitor der Sekretion proinflammatorischer Zytokine (IL-1, IL-6 TNFa.)
und ist somit ein bedeutender Regulator der Immunantwort (Petska et al. 2004).
Zusammenfassend kann man sagen, dass IL-10 die humorale Immunantwort zu

steigern und die zelluldre Immunantwort zu unterdriicken vermag.

1.4.7. CD-3

T-Lymphozyten exprimieren ihre T-Zell Antigenrezeptoren in einem Molekiil-
Komplex, der u.a. drei Polypeptidketten umfasst. Bei diesen drei Ketten handelt es
sich um die CD3-Untereinheit. Sie ist somit Teil des T-Zell-Antigen-
Rezeptorkomplexes. Man nimmt an, dass der CD-3 Komplex fiir die
Signaliibertragung in die Zelle verantwortlich ist, wenn T-Zellen durch die Bindung
eines Antigens an den T-Zell Rezeptor aktiviert werden. Der T-Zell-Rezeptor erkennt
Antigene nur in Verbindung mit MHC-Molekiilen. Fiir diese MHC-Restriktion sind
zwei weitere Oberflichenmolekiile wichtig. Zum einen CDS, welches sich nur mit
MHC-Klasse-I tragenden Zellen verbindet, und zum anderen CD4, welches sich nur
mit MHC-Klasse-II tragenden Zellen verbindet. Die Antigenerkennung ist ein

wichtiger Vorgang im Rahmen der Immunantwort.

1.4.8. CD-25 (IL-2-Ra)

Der IL-2 Rezeptor (IL-2R) besteht aus drei membranassoziierten Untereinheiten (o,
B- und y-Kette) und bilden so den hochaffinen Rezeptorkomplex (Lowenthal et al.
1987; Ringheim et al. 1991). Wéhrend die -Kette schon auf ruhenden Lymphozyten
exprimiert wird, ist die a-Kette (CD-25) erst nach Lymphozytenaktivierung zu
finden (Leonard et al. 1982; Miyawaki et al. 1982; Robb et al. 1983) und kann daher
als Indikator fiir die Zellaktivierung dienen.

Nach Aktivierung wird die IL-2Ra Untereinheit auf der Oberflache der T-Zellen
exprimiert. Zellen die aus den drei Rezeptoruntereinheiten den IL-2Rofy-
Rezeptorkomplex bilden, kdnnen IL-2 mit bedeutend stirkerer Affinitit binden. Die
Wachstumsstimmulation dieser Zellen erfordert nun eine viel geringere IL-2

Konzentration. Nach T-Zell Aktivierung wird IL-2Ro duBlerst schnell exprimiert,
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weswegen schon bei geringerer IL-2 Konzentration eine Wachstumstimulation
moglich wird. Antigenstimulierte T-Zellen werden somit sensibler fiir IL-2 als
ruhende T-Zellen (Sugamura et al. 1996).

Nach ihrer Induktion verbleiben IL-2-Rezeptoren ungefdhr eine Woche auf der
Zelloberfliche, wenn die Expression nicht durch T-Zellaktivierung zusétzlich
stimuliert wird. Bei geeigneter Stimulation sezernieren T-Zellen IL-2, das mit IL-2
Rezeptoren interagiert und die Zelldifferenzierung aufrechterhélt. Das kann sowohl
auf autokrine als auch auf parakrine Weise geschehen. Die Produktion von IL-2 ist
limitiert. Die Synthese stoppt nach 2-3 Tagen, wenn keine weitere Stimulation

erfolgt.

1.4.9. Zytokine und das Th1/ Th2 System

Die T-Helfer Zellen konnen sich in Thl und Th2 Zellen differenzieren. Diese
Lymphozytenpopulation sind anhand ihrer  unterschiedlichen  Zytokin-
sekretionsmuster sowohl in Mausmodellen als auch beim Menschen beschrieben
worden (Mosmann et al. 1989; Salgame et al. 1991; Del Prete et al. 1991; Fitch et al.
1993; Romagnani et al. 1992). So sezernieren Thl Zellen iiberwiegend IL-2, und
I[FNy wihrend Th2 Zellen hauptséachlich IL-6, IL-4, IL-5 und IL-10 produzieren.
Daneben gibt es Zytokine z.B. IL-3, die von beiden Zelltypen sezerniert werden
(Mosmann et al. 1986). Diese unterschiedlichen Zytokinmuster bedingen eine
unterschiedliche T-Zellantwort. Wiahrend Thl Zellen und ihre Zytokinprodukte fiir
die zelluldre Immunitit stehen (z.B. Rekrutierung und Aktivierung von Makrophagen
und zytotoxischen T-Zellen) mit Miindung u.a. in einer
Uberempfindlichkeitsreaktion vom verzdgerten Typ, kontrollieren die Th2 Zellen die
humorale Antwort einschlieBlich die Produktion von IgE (Mosmann et al. 1989;
Fitch et al. 1993). Ein besonderer Aspekt der Thl und Th2 Zellen ist die Fahigkeit
der einen Gruppe die Wirkung der anderen zu neutralisieren. Man kann das an den
Effektorzellen erkennen, die durch diese Lymphozytensubpopulation beeinflusst
werden. So ist IFNy in der Lage, die durch IL-4 ausgeldsten Effekte in ruhenden B-
Zellen (Wachstumsstimmulation, HLA-Klasse-II Expression) zu inhibieren (Mond et
al. 1986; Rabin et al. 1986). IL-4 dagegen vermag einen hemmenden Effekt auf die
IL-2 induzierte B-Zell-Proliferation auszuiiben (Defrance et al. 1988). Andererseits
kann das Produkt der einen Untergruppe auch die Aktivitit der Anderen direkt

antagonisieren. IFNy inhibiert die Proliferation der Th2 Zellen (Gajewski et al. 1989;
35



Del Prete et al. 1993), wihrend IL-4 und IL-10 die Zytokinproduktion der Th1 Zellen
hemmt (Fiorentino et al. 1989; Peleman et al. 1989). Auch CDS8 Zellen scheinen sich
dhnlich wie die Th-Zellen entsprechend ihres Zytokinsekretionsprofils in zwei
Subpopulationen unterscheiden zu lassen (Cox et al. 1992). So wird u.a. von
zytotoxischen CDS8 Zellen, die IFNy und IL-10 produzieren, und von CDS-
suppressor Zellen mit gesteigerter IL-4 Produktion berichtet (Mosmann et al. 1991).
All dies bedingt eine unterschiedliche Aktivierung der Effektorsysteme in
Abhingigkeit von der Art des krankheitsauslosenden Faktors. So reagiert z.B. das
Th1-System bei einer Antwort auf intrazelluldre Bakterien und Viren, wihrend das
Th2-System bei vielen Allergenen oder extrazelluldren Bakterien aktiviert wird. Thl
Zellen sind an der Ausbildung von Kontaktdermatitiden und der organspezifischen
Autoimmunitdt beteiligt, wihrend Th2 Zellen bei der Aktivierung der allergischen
Kaskade und bei systemischen Autoimmunerkrankungen wirksam sind (Romagnani
et al. 1992; Mosmann et al. 1989; Fitch et al. 1993). Somit kommen den Zytokinen
als Mediatoren neben Recruitment und Aktivierung von Leukozyten auch den

Entziindungsprozess modulierende Funktionen zu.
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2. Material und Methoden

Zytokingene werden meistens in nur geringem Umfang exprimiert (Shaw et al.
1986). Die geringen mRNA Mengen und die begrenzte Menge des zur Verfiigung
stechenden Gewebes erschweren es, Informationen iiber die Zytokinexpression in
vivo zu erhalten. Mit der Einfiihrung der Polymerase Kettenreaktion (PCR) gelang
es, relativ geringe DNA Mengen zu untersuchen (Saiki et al. 1988). Durch die
Verwendung der Reversen Transkriptase (RT) wurde zusidtzlich auch die
Untersuchung von RNA mdéglich (Krug et al. 1987). Aufgrund der geringen Fallzahl
des untersuchten Patientenkollektives und der begrenzten Pankreasmenge pro Patient
wurde in dieser Arbeit mit Hilfe der semiquantitativen, kompetitiven RT-PCR die
Zytokin mRNA Expression im Gewebe von Patienten mit CP bestimmt. In
verschiedenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die kompetitive PCR eine
geeignete Methode ist, auch in geringen Gewebemengen die Zytokin Expression zu
untersuchen (Wang et al. 1989; Gilliland et al. 1990). Synthetische DNA, auch als
Kontrollfragment (KF) bezeichnet, und die DNA des Patientengewebes werden dabei
in einer PCR mit denselben Primern coamplifiziert. Dabei dient das KF als interner
Standard, auf dessen definierte Ausgangsmenge sich alle weiteren Versuchsreihen
beziehen. Als internen Standard verwendet man Gene, von denen man annimmt, dass
sie in allen Proben in gleicher Stirke exprimiert werden. Semiquantitative
Untersuchungen lassen keine absolute Angabe iiber die Anzahl der RNA-Kopien des
zu untersuchenden Gens zu. Allerdings kann man Unterschiede zwischen
verschiedenen Proben in Bezug auf ein bestimmtes Merkmal aufzeigen und somit

miteinander vergleichen.

2.1. Patienten

Die entsprechenden Gewebeproben wurden aus dem Operationsmaterial der
Chirurgischen Universitétsklinik Rostock der Jahre 1994 bis 1999 ausgewdhlt. Das
Pankreasgewebe wurde von Patienten mit chronischer Pankreatitis gewonnen, bei
denen im Verlaufe ihrer Erkrankung eine Operation mit Resektion von
Pankreasgewebe notwendig wurde. Der Verwendung eines Teils des

Biopsiematerials zu wissenschaftlichen Zwecken hatten die Patienten vorher
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schriftlich zugestimmt. Ein entsprechender Antrag bei der Ethikkommission war
genehmigt worden.

Die Diagnose der chronischen Pankreatitis wurde durch fachérztliche, histologische
Begutachtung der Gewebe gesichert. Von den insgesamt 30 untersuchten Patienten,
war bei 26 Patienten ein langjéhriger exzessiver Alkoholkonsum in der Anamnese zu
verzeichnen. Bei drei Patienten wurde eine chronische idiopathische Pankreatitis (I-
CP), bei einem Patient eine chronisch obstruktive Pankreatitis (O-CP) diagnostiziert.
Bei der Aufarbeitung der Ergebnisse wurden die Patienten mit I-CP und O-CP zur
Gruppe der nichtalkoholinduzierten  chronischen  Pankreatitis (NA-CP)
zusammengefasst (n=4). Im Rahmen der Auswertung der Ergebnisse wurde die CP
Gruppe mit der A-CP Gruppe verglichen. Hierbei konnten keine signifikanten
Unterschiede aufgezeigt werden. Aufgrund der geringen Fallzahl in der NA-CP
Gruppe (4 Patienten) wiren statistische Vergleiche zwischen beiden Gruppen nicht
aussagekraftig.

Als Kontrollgewebe wurde makroskopisch unauffilliges Pankreasgewebe von
Organspendern verwendet. Eine Gewebeprobe (ca. ein Kubikzentimeter) wurde
intraoperativ dem frischen Pankreasresektat entnommen und in fliissigem Stickstoff
eingefroren und bis zur Durchfiihrung der RNA-Isolation bei -80 Grad gelagert.
Weitere Gewebeproben wurden in Formalin fixiert und nach entsprechenden
Vorbereitungen in Paraffin eingebettet. Die angefertigten Schnitte verblieben im
Institut fiir Pathologie. Insgesamt wurden 30 Patienten mit chronischen
Pankreatitiden sowie Gewebeproben von acht gesunden Spenderpankreata, die als
Vergleichsfille dienten, ausgewihlt und der molekularbiologischen Untersuchung

zugefiihrt.
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2.1.1. Patientencharakterisierung

Zur Charakterisierung der Patienten wurden das Alter zum Zeitpunkt der Operation,
das Geschlecht, die Krankheitsdauer und das Auftreten von Komplikationen
[exokrine Pankreasinsuffizienz (PI-exokrin), endokrine Pankreasinsuffizienz (PI-
endokrin), Pankreasgangstenose, Gallengangstenose, Pylorusstenose,
Duodenalstenose] herangezogen. Diesen Daten liegt eine Auswertung der
Patientenakten einschlieBlich der Befunde von bildgebenden Verfahren (CT, MRT,
Sonographie, Endosonographie, ERCP) zugrunde, welche zusammenfassend in

Tabelle 2-1 dargestellt sind.

Tabelle 2-1

Klinische Daten der Patienten mit chronischer Pankreatitis. (J=ja - vorhanden, N=nein - nicht
vorhanden, A-CP=ithyltoxische chronische Pankreatits, I-CP=ideopathische chronische Pankreatits,
O-CP=obstruktive  chronsiche = Pankreatitis, PEPD=pyloruserhaltende partielle Pankreato-
duodenektomie, PKR=Pankreaskopfresektion, PD=Pankreatoduodenektomie nach Whipple/Kausch,
PSR=Pankreasschwanzresektion, m=mannlich, w=weiblich, Alter=in Jahren, Krankheitsdauer=in
Monaten

Pankreas-  Pankreas- Pankreas-  Gallen-
Pat.Nr. Geschl. Alterin Krankheits- Diagnose Kalzfikation OP- insuffizienz insuffizienz Duodenal-  gang- gang-
Jahren dauer Methode exokrin endokrin stenose Stenose  stenose

1 m o) 4 ACP J PEPD N N N J J
2 m 43 11 ACP J PKR N N J N N
3 m 47 12 ACP J PEPD J N J N J
4 w 36 8 1-CP J PEPD N N N N N
5 m 43 11 A-CP J PD J J N N J
6 m 41 6 A-CP N PEPD J N N J J
7 m 53 24 ACP N PEPD N N N N N
8 m 4 36 ACP J PKR N N N J N
9 w 37 26 ACP J PEPD J N N J J
10 m 59 3 A-CP J PEPD N N J J J
11 w 37 84 A-CP J PD J N J J N
12 m 35 34 A-CP J PKR N N J J N
13 m 49 36 A-CP J PEPD N J J N J
14 m 24 ACP N PEPD N N J J J
15 m 46 24 1-CP J PKR J N J N J
16 m 60 A-CP J PEPD N N N J J
17 m 43 30 A-CP N PEPD N N N N N
18 m 33 108 A-CP J PEPD J N N J J
19 m 68 9 ACP N PKR J J N J J
20 m 47 72 ACP J PEPD N N J J N
21 m 62 10 1-CP N PKR J N N N N
2 m 35 36 ACP J PEPD J N N J J
23 m 58 72 A-CP J PEPD J J N J N
24 m 50 24 A-CP J PEPD N J N J N
25 w 47 6 ACP N PSR J N N N N
26 m 33 36 ACP J PD N N N J J
27 w 49 84 ACP J PEPD J J N J J
28 m 4 144 ACP J PEPD J J J J J
29 m 46 24 A-CP J PEPD N J J N J
30 m 77 2 OCP J PEPD N J N J J
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2.1.1.1. Altersverteilung im gesamten Patientengut

In Diagramm 2-1 ist die Altersverteilung der Patienten mit CP graphisch dargestellt.
Das mittlere Alter der Patienten mit CP betrug 46,3 Jahre, wobei die Altersspanne
von 33 bis 77 Jahren reichte. Bei 26 von insgesamt 30 Patienten wurde eine
alkoholinduzierten = chronischer  Pankreatitis (A-CP)  diagnostiziert.  Das
Durchschnittsalter dieser Patienten betrug 44.9 Jahre mit einer Altersspanne von 33
bis 68 Jahren. Fiir die 4 Patienten mit NA-CP errechnete sich ein Altersdurchschnitt
von 55,3 Jahren mit einer Altersspanne von 36 bis 77 Jahren. Die histologische
Diagnose wurde zumeist vor dem 50. Lebensjahr gestellt (23 von 30 Patienten;
77%). Eine Haufung der Fille zeigte sich im vierten Dezennium (16 von 30

Patienten; 53%). In der Altersspanne von 35 bis 49 Jahren lagen 21 Patienten; 70%.

Altersverteilung bei der CP

Anzahl
[9)]

J N N NN NN

30-34 35-39 40-44 45-49 50-54 55-59 60-64 65-69 70-74 75-79
Alter (in Jahren)

Diagramm 2-1:
Anzahl der Patienten mit CP (n=30) in willkiirlich festgelegten Altersgruppen

2.1.1.2. Geschlechterverteilung

Im Diagramm 2-2 ist die Anzahl der weiblichen und ménnlichen Patienten bezogen
auf das Gesamterkrankungsgut dargestellt. Die insgesamt 30 Fille setzten sich aus 25
miénnlichen (83%) und 5 weiblichen Patienten (17%) zusammen. Die
Patientengruppe mit A-CP bestand aus 22 ménnlichen (85%) und 4 weiblichen
(15%) Patienten. In der Patientengruppe mit NA-CP waren drei (75%) minnliche
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Patienten und eine weibliche Patientin zu finden (25%). Das méinnliche Geschlecht
war somit deutlich in der Uberzahl. Es lieB sich bei der A-CP ein Verhiltnis von

5,5:1 und bei der NA-CP von 3:1 ermitteln.

Geschlechterverteilung bei der CP
100%
90% 5
80%
70%
60%
50%
40% 25
30%
20%
10% Oweiblich |
O mannlich
0%

Diagramm 2-2:
Anzahl der weiblichen und ménnlichen Patienten (in Prozent) im Gesamtuntersuchungsgut (CP)

2.1.1.3. Krankheitsdauer

Die Krankheitsdauer wurde als Zeitraum in Monaten definiert, der zwischen
klinischer Diagnosestellung und Operationsdatum lag. Sie betrug im Mittel bei
Patienten mit CP 35,3 Monate. Bei 11 (37%) Patienten betrug die Krankheitsdauer
12 Monate oder weniger. Bei weiteren 12 Patienten (40%) betrug der Zeitraum
zwischen Diagnosestellung und Operation 13 bis 36 Monate. Bei den restlichen 7
Patienten (23%) vergingen bis zur Operation 144 Monate (Diagramm 2-3). In der
Gruppe der A-CP betrug die mittlere Laufzeit 39 Monate im Gegensatz zu 11
Monaten bei der NA-CP.
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Krankheitsdauer bei der CP
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Zeit (in Monaten)

Diagramm 2-3:

Anzahl der Patienten mit CP in willkiirlich gewéhlten Zeitintervallen der Krankheitsdauer

2.1.1.4. Morphologische Krankheitsmerkmale

Fiir die Charakterisierung morphologischer Verdnderungen wurden die Befunde der
bildgebenden Verfahren (CT, MRT, Sonographie, Endosonographie, ERCP)
ausgewertet. Bei 19 der 30 Patienten mit CP (63,3%) war bereits eine
Pankreasgangstenose (PS) zu finden. Dabei betrug der Anteil der Patienten mit PS in
der A-CP Gruppe 69,2 % (18 Patienten) und 25% (1 Patient) in der NA-CP Gruppe
(Diagramm 2-4). Bei Patienten mit I-CP (3 Patienten) wurde keine PS beschrieben.
18 der 30 Patienten mit CP (60%) hatten eine Gallengangstenose (GS). In der A-CP
Gruppe waren es 16 von 26 Patienten (61,5%) und in der NA-CP Gruppe waren es 2
von 4 Patienten (50%). Bei 13 Patienten (43,3%) mit CP traten PS und GS parallel
auf. Duodenalstenosen wurden bei 11 Patienten (36,7%) mit CP diagnostiziert, davon

nur einer in der NA-CP Gruppe (25%) und 10 in der A-CP Gruppe (38,5%).

2.1.1.5. Pankreasfunktion
Es wurde gepriift, ob vor dem operativen Eingriff eine endokrine oder exokrine PI

vorlag. Ausschlaggebend hierfiir war die Notwendigkeit einer Insulin- bzw. einer

Pankreasenzymsubstitution. 14 der 30 Patienten mit CP (46,7%) wiesen eine
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exokrine PI und 9 Patienten (30%) eine endokrine PI auf wobei bei 5 Patienten (16,7)

eine komplette PI bestand, von denen 4 gleichzeitig auch eine PS hatten.

20

Pankreasgangstenose

I nicht vorhanden
:] vorhanden

NA-CP

0

Anzahl
IS
[} 1 1 1 1 I} 1 1 1 1 I} 1 1 1 1 '} 1 1 1 1 1

Diagramm 2-4:
Anzahl der Patienten mit Pankreasgangstenose (PS) bei der alkoholinduzierten (A-CP) und der nicht-
alkoholinduzierten chronischen Pankreatits (NA-CP)

2.1.1.6. Kalzifizierende chronische Pankreatitis (K-CP)

Ausschlaggebend fiir die Verwendung des Terminus ,kalzifizierende chronische
Pankreatitis* war die histologische Diagnose oder der mittels Bildgebung gesicherte
Nachweis von Kalkablagerungen. In Diagramm 2-5 ist die Anzahl der Patienten mit
Kalzifikation sowohl bei der alkoholinduzierten (A-CP) als auch der nicht-
alkoholinduzierten CP (NA-CP) dargestellt. Unter den Patienten mit CP gab es 23
Félle (76,7%) mit chronisch kalzifizierender Pankreatitis, von denen 20 Félle (76,9)
in der A-CP Gruppe zu finden waren und 3 Félle (75%) in der NA-CP Gruppe. Die
restlichen 7 Fille wiesen keine Kalzifikation, weder histologisch noch in
bildgebenden Verfahren, auf. Auch hatten 4 dieser Patienten mit
nichtkalzifizierender Pankreatitis (57,1%) keinerlei Stenosen und zwei dieser
Patienten (28,6%) weder eine exokrine noch endokrine PI. Im Gegensatz dazu gab es
unter den 23 Féllen mit Kalzifikation nur einen Fall (4,4%) der keine Stenosen
aufwies. Bei diesem Patienten waren auch keine Insuffizienzzeichen zu finden
(4,4%). Bei 9 der 23 Patienten mit Kalzifikation (39,1%) und 3 der 7 Patienten
(42,9%) ohne Kalzifikation lag keine Pankreasinsuffizienz vor.
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25 =
20 -+
< ]
N 15 -~
c ]
< i
10 -
] Kalzifikation
5 =
] I nicht vorhanden
0 ] ] vorhanden

A-CP NA-CP

Diagramm 2-5:
Anzahl der Patienten mit Kalzifikation bei der alkoholinduzierten (A-CP) und der nicht
alkoholinduzierten chronischen Pankreatitis (NA-CP)
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2.2 Material

2.2.1. Allgemeines

Alle Arbeiten wurden unter Verwendung von Einmalhandschuhen ausgefiihrt, um
Kontaminationen des Probenmaterials, der verwendeten Ldsungen und
ReaktionsgefdBle zu verhindern. Fiir alle Prdparationsschritte kamen autoklavierte
Einweggefdfle und Pipettenspitzen zum Einsatz. Um der Degradierung der RNA
durch RNasen vorzubeugen, wurde zur Herstellung der Losungen und
Reaktionsgemische nur Reinstwasser, welches mit Diethylpyrocarbonat (DEPC)
versetzt wurde, verwendet. Arbeitsschritte, bei denen mit RNA, cDNA oder PCR-
Chemikalien gearbeitet wurde, erfolgten im Eisbad. Zur Durchfiithrung der reversen
Transkription und der PCR kam ein Thermocycler der Firma Perkin Elmer zum

Einsatz.

2.2.2. Chemikalien

»  fiir die RNA-Isolation
* 4-M Guanidinthiocyanat (Fluka, Berlin, Deutschland) in 0.1-M Tris-HCI,
pH 7,2
» Mercaptoethanol (Sigma Chemical Co., St. Lois, MO)
* 10% Sarkosyl (Sigma Chemical Co.)
= 2-M Na-acetat, pH 4.0
* Phenol (AquaPhenol™;Appligene, Illkirch, Frankreich)
* Chloroform-Isoamylalkohol (24:1;ReadyRed, Appligene)

* [sopropanol

» 75% Ethanol

» Diethylpyrocarbonat (Sigma Chemical)
»  fiir die RT-Reaktion

= 5x First Strand Puffer (Gibco, Life Technologies, Eggenstein, Deutschland)
= M DTT (Gibco, Life Technologies, Eggenstein, Deutschland)

» dNTP mix: 0,2 mM je dNTP

= 0.5 mg/ml Oligo(dT);,.1s Primer

= 40 U/ul  RNasin (PROMEGA)
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2.2.3.

200 U/ul M-MLV-RT (Gibco, Life Technologies, Eggenstein, Deutschland)
Gesamt-RNA

RNase freies Wasser (DEPC behandelt)

fiir die PCR

10x Puffer + 15mM MgCI2 (Perkin Elmer)

2.5mM dNTP mix (Siehe oben)

25mM MgCl2 25mM (Perkin Elmer)

25 pg/pl Primer

5 U/ul AmpliTaq (Perkin Elmer Cetus; Emeryvill, Californien, USA)

KF 1 mit der Menge m= 6x10 ' mol bei einer Verdiinnungsstufe von 107
KF 2 mit der Menge m=1,5x10""* mol. bei einer Verdiinnungsstufe von 10~
cDNA

fir die Gelelektrophorese

Ladepuffer mit Bromphenol-blau

Agarose

DNA Molekulargewichtsmarker (100 bp DNA Leiter: Gibco BRL)
TAE Puffer 1x

Ethidiumbromid

Gerite

Fiir RNA-Isolation

Zentrifuge: Beckman-Avanti Centrifuge30
Spektralphotometer: Pharmacia-GeneQuant, RNA/DNA Calculator
Fiir die RT-Reaktion

Thermocycler:

Zentrifuge: Beckman-Avanti Centrifuge30

fir die PCR

Spezialkamara: Bio Rad; (Molekular Analyst/PC Software)
Thermocycler (Perkin Elmer)

fiir die Gelelektrophorese

Gelelektrophoresekammer
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2.3. Methode

2.3.1. RNA-Isolation

2.3.1.1. Isolierung von RNA aus menschlichem Pankreasgewebe mittels
Dichtegradientzentrifugation

Die RNA wurde aus dem Pankreasgewebe mittels einer durch Sparmann 1997
modifizierten von Chomczynski und Sacchi beschriebenen Methode isoliert
(Chomczynski et al. 1987). 100 £ 20mg Gewebe wurden in einem in fliissigem
Stickstoff plazierten Mdrser unter Verwendung eines StoBels pulverisiert. Der
gefrorene Pankreaspuder wurde in ein vorbereitetes gekiihltes Zentrifugenrohrchen
gegeben, welches SmL 4-M GTC (pH 7,2) und 0,1 M 2-Mercaptoethanol (50uL)
enthielt. GTC denaturiert Proteine und ist in der Lage die RNA wihrend der
Homogenisation zu schiitzen. Das ist notwendig, da das Pankreasgewebe RNasen
enthdlt, die die RNA zerstoren wiirden. Nacheinander wurden dann 0,05 vol (250uL)
Sarkosyl 10%, 0,1 vol (500uL) 2 M Na-acetat (pH 4,0), 1 vol (5mL) Phenol und 0,2
vol (ImL) Chloroform-Isoamylalkohol hinzugefiigt. Nach Zugabe einer jeden
Substanz wurde fiir gute Durchmischung und Kiihlung des Reaktionsansatzes
gesorgt. Die Suspension wurde dann 15 min. im Eis stehen gelassen und
anschlieBend 30 min. mit 10000 U/min bei 4 °C zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation war der Reaktionsansatz in zwei Phasen aufgeteilt, wobei die obere
Phase die RNA enthielt und die untere Phase sich aus Phenol und Proteinen
zusammensetzte. Da sich in der Interphase die DNA konzentrierte, wurden nur etwa
4/5tel der oberen wissrigen Phase entnommen und mit gleichem Volumen
vorgekiihltem Isopropanol zusammen in ein neues Zentrifugenréhrchen gegeben. Der
untere Teil der wissrigen Phase wurde nicht verwendet, um Kontaminationen mit
DNA zu vermeiden. Das Gemisch wurde dann bei —20° {iber Nacht stehen gelassen
und dann 30 min. mit 10000 U/min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
dekantiert und das sich im Rohrchen befindliche RNA-pellet wurde zweimal mit

75% Ethanol gewaschen und in 50puL Ribonuclease-freiem Wasser gelost.
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2.3.1.2. Bestimmung der RNA-Konzentration

Mit einem Spektralphotometer wurde in Quarzkiivetten die Absorption der RNA-
Losung bei einer Wellenldinge von 260 nm gemessen. Nukleinsduren haben bei
260nm ihr Absorptionsmaximum. Eine Losung mit A260=1 hat eine RNA
Konzentration von ca. 40ug/ml (Absorptionskoeffizient fiir RNA betragt 40).
Proteine absorbieren dagegen bei 280nm. Der Reinheitsgrad der RNA wurde durch
Ermittlung des Absorptionsverhéltnisses 260/280 bestimmt. Fiir alle verwendeten
RNA-Proben lieBen sich MeBwerte zwischen 1,6 und 2,0 ermitteln, was den Erfolg

der Proteinelimination im vorangegangenen Schritt anzeigt.

2.3.1.3. RNA-Elektrophorese

Die Integritdt der isolierten RNA wurde mittels elektrophoretischer Trennung im
Agarosegel tiberpriift. So konnte die Qualitdt der RNA mit Hilfe des Nachweises
sowohl der 18S als auch der 28S RNA kontrolliert werden. Dazu wurden 3pg RNA
in einem 1%igen Agarosegel (versetzt mit 0,5ug/mL  Ethidiumbromid)
elektrophoretisch getrennt. Fiir die weiteren Untersuchungen wurden nur solche
Proben eingesetzt, bei denen in der RNA-Elektrophorese weder Hinweise auf eine

Degradierung der RNA noch auf Kontamination mit DNA vorlagen (Bild 2-1).

Bild 2-1:

RNA-Elektrophorese. Zu sehen sind pro Bahn
zwei Banden, die zum einen die 18S, zum
anderen die 28S Untereinheit der isolierten
menschlichen RNA repridsentieren Bahn 1-4).
Eine Kontamination mit genomischer DNA
wiirde oberhalb der 28S Bande sichtbar.
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2.3.2. PCR

Um die folgenden Versuche besser erldutern zu kdnnen, sei an dieser Stelle kurz das
Prinzip der Polymerasekettenreaktion mit Hilfe der aufgefiihrten Abbildung 2-1
dargestellt. Die PCR ermoglicht die enzymatische Amplifikation eines DNA-
Bereiches, der von zwei bekannten Sequenzabschnitten (griines Viereck auf Strang 1
und rotes Viereck auf Strang 2) flankiert wird, an die Oligonucleotid-Primer (griine
und rote Halbpfeile) binden konnen. Die beiden Primer sind so gewahlt, daf} sie
jeweils spezifisch an einen der beiden DNA-Stringe im doppelstringigen DNA-
Molekiil hybridisieren. Im ersten Reaktionsschritt wird die DNA (Strdange 1+2) durch
Hitzebehandlung in FEinzelstringe zerlegt (Denaturierung). Durch eine weitere
Temperaturdnderung, die primerspezifisch festgelegt wird, lagern sich die beiden
Primer an die DNA-Stringe an, sie hybridisieren. In einer durch DNA-Polymerase
katalysierten Reaktion werden in Gegenwart von Desoxy-Nucleosid-Triphosphaten
(ANTP) die Einzelstringe an den Primern beginnend zum Doppelstrang aufgefiillt.
Als Produkt erhidlt man zwei neue doppelstringige DNA-Molekiile (Stringe 1+3
bzw. 2+4). Dann wird das Verfahren wiederholt, wobei die neu synthetisierten
Fragmente ihrerseits als Muster dienen. Auf diese Weise erhdlt man nach 20-30
Reaktionszyklen, bedingt durch die exponentiell ansteigende Anzahl der zur
Verfiigung stehenden Reaktionspartner, eine millionenfache Anreicherung des
zwischen den beiden Primern liegenden DNA-Bereiches (Ibelgaufts, 1992). Zum
Nachweis von RNA mit Hilfe der PCR, wird in einem ersten Reaktionsschritt die
RNA mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase in eine doppelstringige cDNA-

Kopie umgeschrieben und dann der PCR unterzogen.

2.3.2.1. Reverse Transkription der aus dem Pankreasgewebe isolierten RNA

Die reverse Transkription ermdglicht das Umschreiben der gewonnenen RNA in
cDNA, die fiir die PCR benétigt wird. Hierzu lagern sich Primer an den RNA-Strang
an. Ein Enzym, die Reverse Transkriptase, synthetisiert nun aus den hinzugegebenen
Desoxy-Nucleosid-Triphosphaten entlang des RNA-Stranges ein komplementéres
Molekiil, die ¢cDNA. 1 pg der aus dem Pankreasgewebe isolierten gesamt-RNA
wurde so mit Hilfe einer von Murphy et al. (1993) beschrieben Standardprozedur in
cDNA umgeschrieben. Zur cDNA-Synthese werden Oligo(dT);z-13-Primer
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verwendet, die an den Poly-A-Sequenz der mRNA binden. Das freie 3’-Ende der
Primer ermoglicht der M-MLV-Reversen Transkriptase den Start der Synthese des

komplementéren Stranges.

Reaktionsansatz (Gesamtvolumen: 40ul)

. 8 ul  Puffer, Endkonzentration 5x

. 4 ul dNTP

. 4 ul  DTT; Endkonzentration 0,1 pl/ul

. 0.5ul RNasin, Endkonzentration: 0,5 U/pl

. 1 I M-MLV-RT, Endkonzentration: 5 U/ul

. Iul  Oligo(dT);,.13 Primer; Endkonzentration 12,5 pg /ul
. Ipg Gesamt-RNA

Zundchst wurden die Gesamt-RNA und die Oligonukleotide zusammen 5 min bei
70°C inkubiert und danach sofort ins Eis gestellt. Danach wurden fehlende
Komponenten des Reaktionsansatzes hinzugegeben und der komplettierte
Reaktionsansatz 45 min bei 41 °C (Synthese des komplementiren Stranges) inkubiert
und dann fiir 5 min auf 95 °C erhitzt (Denaturierung der RT). Die so gewonnenen

c¢DNA-Proben wurden bei minus 20°C aufbewabhrt.
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Abbildung 2-1:
Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion (Ibelgaufts, 1992)
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2.3.2.2. Kompetitive PCR

Zur Einstellung der Proben auf gleiche cDNA Mengen und zur Quantifizierung der
mRNA-Expression wurde die kompetitive PCR eingesetzt (Siegling et al. 1994).
Verschiedene Arbeitsgruppen haben demonstriert, dass man mittels der genannten
Methode zuverldssige Aussagen liber die Zytokingenexpression in vivo machen kann
(Siebert et al. 1992; Nedelman et al. 1992). Als interner Standard wurden zwei von
der Arbeitsgruppe Platzer (1994) konstruierten und zur Verfiigung gestellten
Kontrollplasmide (pHCQI1+pHCQ2) verwendet. Sie enthielten sowohl die
Primersequenzen fiir die verschiedenen Zytokine und Oberflichenantigene (um 50-
100 bp gekiirzt) als auch die Information fiir das ,.housekeeping* Protein [-actin
(notwendig fiir die FEinstellung der verschiedenen cDNA Proben auf gleiche
Mengen). Einer Verdiinnungsstufe von 10° fiir das KF-1 entsprach dabei einer

® mol und einer Verdiinnungsstufe von 10° fiir das KF-2

Menge von 6x10 -
entsprach dabei einer Menge von 1,5x10'® mol. Die cDNA und das KF wurden mit
dem entsprechenden Primerpaar gemeinsam amplifiziert. Sowohl die Ziel-DNA als
auch das Kontrollfragment konkurrieren hier nicht um die Substrate der PCR, da
diese im Uberschufl vorhanden waren. Im Ergebnis der kompetitiven PCR stellte die
Menge der KF-DNA den Referenzwert dar, auf den sich die Menge der Ziel-cDNA
aller Proben bezog. Man kann davon ausgehen, dass die Effektivitit der PCR sowohl
fiir die KF-DNA als auch fiir die Ziel-cDNA identisch ist, da die Reaktion in einem
Ansatz unter den gleichen Bedingungen stattfand. Die Grofe des KF-Produkts
unterscheidet sich von der jeweiligen DNA, sodass in der sich anschlieBenden
Elektrophorese zwei Banden sichtbar wurden. Die Ethidiumbromidfluoreszenz des
Bandenpaares wurde mit einer Spezialkamera gemessen und densitometrisch
ausgewertet. Das errechnete Verhiltnis (Ratio) zwischen ¢cDNA und KF gab
Auskuntft iiber die Menge von Zytokin cDNA bezogen auf die Konzentration des KF.
Die Unterschiede der errechneten Verhéltnisse zeigte somit die relativen
Unterschiede der mRNA Ausgangslevel. Auf diese Weise wurde die RNA-
Expressionen (Zytokine: IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFNy und T-
Lymphozytenantigene CD-3 und CD-25(a-Kette)) im Pankreasgewebe von Patienten

mit CP nachgewiesen.
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2.3.2.2.1. PCR zur Einstellung der cDNA Proben

Zum Nachweis des Vorhandenseins von cDNA (als Erfolgskontrolle der Reversen
Transkription) und zur Einstellung der cDNA Proben auf gleiche Mengen cDNA
wurde eine PCR zur Amplifizierung des ,,housekeeping-gens* B-Actin durchgefiihrt.
Das Protein B-Actin zédhlt zu den intrazelluldren Strukturproteinen und wird in den
Zellen konstitutiv exprimiert - unterliegt also in seiner Produktion nur geringen
Schwankungen. Das bedeutet, dass die cDNA nahezu unabhdngig vom jeweiligen
Entziindungsgrad der untersuchten Gewebeproben sein sollte. Bei jeder
durchgefiihrten PCR wurde zur Kontrolle ein Leerwert mitgefiihrt, wobei der
Reaktionsansatz hier bis auf die cDNA dieselben Bestandteile wie die anderen PCR-
Ansitze enthielt. Um die Proben miteinander vergleichen zu konnen, mussten jeweils
gleiche cDNA Mengen verwendet werden. Fiir die RT-Reaktion wurden konstante
tRNA-Mengen eingesetzt, aber da die Effizienz der RT-Reaktion von Probe zu Probe

unterschiedlich ist, war diese Prozedur notwendig.

Reaktionsansatz (Gesamtvolumen 25ul):
(alle Schritte auf Eis)

1ul der in der RT-Reaktion gewonnenen cDNA werden gemischt mit:

. 2.5ul  10x Puffer

. 2ul  dNTP 200uM je ANTP

. 0.5ul  MgCl2 2 mM

. 1+1pul Primerpaar (sense + antisense) B-Actin je 25uM
. lul  KF (107)

. 0.1ul  AmpliTaq 0,5U

Anstelle von 1pl cDNA enthielt eine Kontrollprobe 1ul Wasser. Die Probe wurde
dann in einem Thermocycler den in Tabelle 2-2 aufgelisteten PCR-Bedingungen
ausgesetzt. Die cDNA-Proben wurden nun soweit verdiinnt, bis sie in der
Elektrophorese die gleiche Fluoreszenzintensitit aufwiesen wie die entsprechenden
KF-Banden. Zu diesem Zweck wurde eine Verdiinnungsreihe der cDNA hergestellt
(1:2; 1:4, 1:8...usw.). Der B-Actin-Gehalt eines jeden Verdiinnungsgrades wurde mit
dem der verwendeten Kontrollfragmentkonzentration verglichen. Da die eingesetzte

Menge KF in allen
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Tabelle 2-2
PCR-Bedingungen bei der Einstellung der cDNA Proben auf gleiche Mengen mittels $-Actin

Zyklen Zeit  Temperatur

In min in °C Bemerkung
1 5 95
35 0.5 95 Denaturierung des Doppelstranges
0.75 64 Primerannealing (Temperatur ist abhéngig
von der Menge der A-T und C-G
Verbindungen), hier fiir B-Actin)
1 72
1 7 72

Proben identisch war, sollte bei gleicher Fluoreszenzintensitit auch die Menge an
cDNA in allen Proben identisch sein. Der Verdiinnungsgrad, bei dem eine identische
Fluoreszenzintensitit vorlag, wurde fiir die weiteren Untersuchungen verwendet.
Danach wurden die Proben bis zur weiteren Bearbeitung bei 4°C aufbewahrt. Die
Grafik 2-1 zeigt das Prinzip zur Ermittlung der fiir die weiteren Untersuchungen

benotigten DNA-Konzentration.

unverdiinnt
|

Grafik 2-1
Prinzip der cDNA-Einstellung einer Probe mittels unterschiedlicher cDNA-Konzentrationen und einer
vorab gewihlten KF-Konzentration (siehe unten).

Auf diese Weise wurde fiir alle cDNA Proben der Verdiinnungsgrad ermittelt, bei
dem nach der PCR und der anschlieBenden Gelelektrophorese die Bandenstirke mit
der Bandenstirke des Kontrollfragmentes {iibereinstimmte. Bild 2-2 zeigt eine
Ubersichtselektrophorese von 7 verschiedenen cDNA Proben, nachdem die fiir die

weiteren Untersuchungen bendtigte cDNA Konzentration ermittelt wurde.

54



<DNA (712 bp)
KF (557 by)

" _ s EEEEERJ

beta
Actin

Bild 2-2

Elektrophorese der in der PCR coamplifizierten cDNA und KF-DNA mittels B-Actin spezifischer
Primer. Es wurde die Konzentration der cDNA Proben ermittelt, die nach der PCR die gleiche
Bandenstirke aufwiesen wie die KF-Bande. Die cDNA der Bahnen 1,2,3 und 7 mussten nochmals
verdiinnt werden. So konnte gleiche Mengen unterschiedlicher ¢cDNA Proben miteinander
angeglichen werden. Die in Bahn 1-7 gezeigten cDNA Proben stammen von 7 verschiedenen
Patienten mit CP. Bahn 8 zeigt eine Kontroll-PCR mit KF ohne cDNA. M= 100 bp Marker

2.3.2.2.2. PCR zur Ermittlung der zur Einstellung der cDNA Konzentration
notwendigen KF-Konzentration

Um eine geeignete Konzentration des KF zu finden, mit der die Einstellung der
cDNA vorgenommen werden konnte, waren einige Voruntersuchungen notwendig.
Dazu  wurde das  RT-Produkt  unverdiinnt mit  unterschiedlichen
Kontrollfragmentkonzentrationen in einer PCR untersucht. Es wurde in mehreren
PCR-Tubes je 1ul des Kontrollfragmentes absteigender Konzentration gegeben. Die
eingesetzten Konzentrationen erstreckten sich von 10 bis 10™°. In die PCR-Tubes
wurden nun je lul desselben RT-Produktes sowie die Reagenzien der PCR

hinzugefiigt. Die Grafik 2-2 zeigt das Prinzip.

cDNA
unverdinnt

Grafik 2-2:
Prinzip zur Ermittlung einer geeigneten KF-Konzentration, die zur Einstellung der unter-schiedlichen
cDNA Proben auf gleiche B-Actin Expression notwendig war.
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Dieser Versuch wurde mit mehreren RT-Produkten wiederholt und fiir die
Einstellung der ¢cDNA die Kontrollfragmentkonzentration von 10°gewihlt, da alle
untersuchten RT-Produkte mindestens die gleiche oder eine stirkere [B-Actin

Expression aufwiesen als das KF mit dieser Verdiinnung.

2.3.2.2.3. PCR zur Ermittlung der fiir die Zvytokin- und
Lymphozytenrezeptorexpression notwendigen KF-Konzentration

Auch fiir die Bestimmung der Zytokin- und Lymphozytenrezeptorgenexpression war
die Suche nach geeigneten KF-Konzentrationen erforderlich. Zu diesem Zweck
wurde eine Verdiinnungsserie hergestellt in der die Konzentration des KF immer um
eine Zehnerpotenz abnahm. In die PCR-Tubes wurden dann 1pul des KF mit jeweils
abnehmender Konzentration und die Reagenzien der PCR einschlieBlich des
entsprechenden Primerpaares gegeben. Fiir die weiteren Versuche wurde jeweils die
KF-Konzentration gewéhlt, bei der gerade noch eine deutliche Expression zu
erkennen war. Das Prinzip zeigt die Grafik 2-3. Die PCR-Bedingungen und die
Eigenschaften der beiden Kontrollfragmente sind den Tabellen 2-2 und 2-3 zu

entnehmen.

Grafik 2-3
Prinzip zur Ermittlung einer geeigneten KF-Konzentration, die zur Bestimmung der Expression der
verschiedenen Zytokin- und Lymphozytenrezeptoren notwendig war.

2.3.2.2.4. PCR zur Bestimmung der Zvytokin- und Lymphozytenrezeptorexpressionen

Im Weiteren wurden mit Hilfe von spezifischen Primern die Zytokin- und
Lymphozytenrezeptorexpressionen bestimmt. Dabei wurden 1pl der eingestellten
cDNA und 1pl des entsprechenden Kontrollfragmentes (pHCQ1 oder pHCQ2) mit
den PCR-Reagenzien gemischt. Anstelle von 1ul cDNA enthielt die Kontrollprobe
lul Wasser. Konnte nach einmaliger Durchfilhrung der PCR keine cDNA
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nachgewiesen werden, so wurde der Versuch mindestens einmal wiederholt um zu
priifen, ob die Reaktion fehlerhaft oder tatsdchlich keine primerspezifische cDNA

vorhanden war.

2.3.2.3. Gelelektrophorese der PCR-Produkte

Bei der Agarosegelelektrophorese wurden die PCR-Produkte vollstindig (25ul) in
die Taschen eines 1.8% igen Agarosegels pipettiert. Bereits wahrend der Herstellung
wurde dem fliissigen Gel Ethidiumbromid zugesetzt. Des Weiteren wurde ein
GroBenstandard in eine Tasche gegeben. Er enthielt Basenpaarprodukte von 100 bis
1000 bp (Abstand: 100bp). Danach wurde in einer Gelelektrophoresekammer eine
Spannung von 120 Volt fiir ca. 3h angelegt. Sowohl die PCR-Produkte als auch der
GroBenstandard wanderten entsprechend ihrer Basenpaaranzahl unterschiedlich weit,
wobei grofle Produkte in derselben Zeit im Gel weniger weit wanderten als kleine.
War die PCR erfolgreich, sah man max. zwei Banden. Dabei stand die Kleinere fiir
die primerabhédngig amplifizierte Kontrollfragment-DNA und die GroBere fiir die
cDNA, ebenfalls primerabhingig. Die Grolen der PCR-Produkte lieBen sich
aufgrund des mitgefiihrten GroBenstandards kontrollieren. Die Bilder 2-3 und 2-4
zeigen die Elektrophoresen der in der PCR mittels der Zytokin- und
Lymphozytenrezeptorprimer coamplifizierten cDNA und KF-DNA.
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Tabelle 2-3:

Die zur Amplifikation der menschlichen cDNA und der KF-DNA (pHCQ1 und 2) verwendeten
Oligonukleotide, die GroBe (bp) der resultierenden PCR-Produkte die eingesetzte Annealing-
temperatur (AT) und KF-Konzentrationen (Platzer et al. 1994).

Primer Sense ¢cDNA KF AT KF
antisense inbp inbp in° Konzen
tration
B-Actin | CGGGAAATCGTGCGTGACAT 712 557/ | 64 107
GAACTTTGGGGGATGCTCGC 438
IL-1b TGCCCGTCTTCCTGGGAGGG 288 141 | 67 107
GGCTGGGGATTGGCCCTGAA
IL-2 CCTCAACTCCTGCCACAATG 340 232 | 65 10"
TTGCTGATTAAGTCCCTGGG
IL-2R p55 | CCTGCCTCGTCACAACAACA 312 182 | 65 1072
AAAACGCAGGCAAGCACAAC
IL-4 GCTTCCCCCTCTGTTCTTCC 371 289 | 65 10"
TCTGGTTGGCTTCCTTCACA
IL-6 TAGCCGCCCCACACAGACAG 408 358 | 67 10°
GGCTGGCATTTGTGGTTGGG
IL-10 CTGAGAACCAAGACCCAGACATCAAGG 351 196 | 68 10"
CAATAAGGTTTCTCAAGGGGCTGG
IFNy TCGTTTTGGGTTCTCTTGGC 477 357 | 65 1072
GCAGGCAGGACAACCATTAC
CD-3d CTGGACCTGGGAAAACGCATC 309 233 | 65 10
GTACTGAGCATCATCTCGATC
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<— CDNA (288 bp)

ST B 8 < KF (141 bp)

<— CDNA (408 bp)
B el < KF (358 bp)

<«— CDNA (371 bp)
W< KF (289 bp)

1L-4
M 1 2 3 4 5 6 7 8
600 bp—>
<«— CDNA (351 bp)
<« KF (196 bp)
IL-10
Bild 2-3:

Elektrophorese der in der PCR coamplifizierten cDNA und KF-DNA mittels IL-1, IL-6, IL-4 und IL-
10 spezifischer Primer. Die in Bahn 1-7 gezeigten cDNA Proben stammen alle von Patienten mit CP.
Die cDNA Expression wurde auf die KF Expression bezogen und in Prozent angegeben. Bahn 8 zeigt
eine Kontroll-PCR mit KF ohne cDNA. M= 100 bp Marker
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600 bp —

<— CDNA (340 bp)

I1L-2
600 bp—>
<— CDNA (312 bp)
< KF (182 bp)
CD-25
M 1 2 3 4 5 6 7 8
L—-
600 bp—> -y
-
-—
<— CDNA (309 bp)
—
= 8 B 1< KF (233bp)
. e
CD-3

Bild 2-4:

Elektrophorese der in der PCR coamplifizierten cDNA und KF-DNA mittels IFNy, IL-2, CD-3 und
CD-25 spezifischer Primer. Die in Bahn 1-7 gezeigten cDNA Proben stammen alle von Patienten mit

CP. Die cDNA Expression wurde auf die KF Expression bezogen und in Prozent angegeben. Bahn 8
zeigt eine Kontroll-PCR mit KF ohne cDNA. M= 100 bp Marker
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2.3.3. Quantifizierung der molekularbiologischen Daten

Um PCR-Produkte quantifizieren zu konnen, benotigt man ein Signal, welches die
Menge der gebildeten Produkte zu reprédsentieren vermag. Die bestehende
Proportionalitdt zwischen DNA-Menge und der Intensitit des erhaltenen Signals
macht zur absoluten Quantifizierung der PCR-Produkte eigentlich die Verwendung
von Eichkurven oder Korrekturfaktoren erforderlich. Das war in dieser Untersuchung
nicht notwendig, da die Ergebnisse der unterschiedlichen Proben untereinander
verglichen wurden, d.h. es wurden nur relative Aussagen getroffen. In dieser
Untersuchung wurden die PCR-Produkte in der Gelelektrophorese mit
Ethidiumbromid gefarbt. Die Fluoreszenzsignale wurden mit Hilfe einer
Videokamera UV-Gel-Kamera (Gel-Doc-1000, Firma BIO-RAD) in einem
Bildauswertungssystem aufgenommen und von der angeschlossenen Software
(Molecular Analyst Software Version 1.4 der Firma BIO-RAD) in Graustufen
entsprechender Helligkeit umgewandelt. Es wurde die Fluoreszenzintensitdt der
cDNA- und der KF-cDNA-Banden gemessen. Im Weiteren wurde der Quotient aus
dem gemessenen Wert fiir die cDNA-Bande und dem gemessenen Wert fiir die KF-
Bande gebildet. Das Ergebnis repriasentiert somit den prozentualen Anteil von cDNA

bezogen auf die KF-DNA.
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2.4. Konventionelle Histopathologie

Die histopathologische Charakterisierung der Pankreasresektate wurde von Herrn
Prof. Dr. H. Nizze aus dem Institut fiir Pathologie der Universitit Rostock
vorgenommen. Dabei wurde das Gewebe auf verschiedene Eigenschaften untersucht
und bewertet. Untersucht wurden die mit H&matoxylin-Eosin (HE) gefarbten

Préparate nach folgenden Kriterien:

Liste 1 Liste 2
= Fibrosegrad = Fettnekrosen
» Infiltration mit Granulozyten » Parenchymnekrosen
= Infiltration mit Lymphozyten = Pseudozysten

=  Ausbildung von tubuldren Komplexen, die
den vollstidndigen bindegewebigen

* Umbau des exokrinen Pankreasparenchyms
reprasentieren

= Existenz von Narbenfeldern (Scars)

= Vorhandensein von Proteinplugs

» Grad der Gewebeverkalkung

= Stirke der Azinus Atrophie

Bei den in Liste 1 aufgefiihrten Kriterien erfolgte eine Beurteilung nach folgendem

Bewertungssystem:

. nicht vorhanden

» +....geringgradig

++....mittelgradig

+++..hochgradig

Weiterhin wurde iiberpriift ob die in Liste 2 aufgefiihrten Kriterien zu finden waren.

Es wurde nur eine JA-NEIN-Entscheidung gefillt.
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Bild 2-5.:
Gewebeschnittpriparat eines Patienten mit chronischer dthyltoxischer Pankreatitis (Pat. Nr. 28). Die
urspriinglich geordnete Léppchenstruktur der Azini wird durch eine ausgepriagte Fibrose durch-
brochen. In der Bildmitte erkennt man einen zugesetzten Ausfilhrungsgang. (Hdmatoxylin-Eosin
Férbung)
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2.5. Statistische Auswertung

Die Auswahl der statistischen Testverfahren erfolgte in enger Zusammenarbeit mit
dem Institut fiir Medizinische Informatik und Biometrie der Universitdt Rostock in
Person von PD Dr.-Ing. habil. G. Kundt. Zur Anwendung kam das
Statistikprogramm SPSS fiir Windows der Firma SPSS®.

2.5.1. Haufigkeitsanalysen

Bei metrischen Variablen wurden die Daten in Gruppen aufgeteilt und die Anzahl

der Fille pro Gruppe dargestellt.

2.5.2. Deskriptive Statistik

Bei der Beschreibung des Datenmaterials wurde so vorgegangen, dass zunédchst fiir
qualitative Merkmale Hiufigkeitsanalysen und fiir quantitative Merkmale univariate
Statistiken durchgefiihrt wurden. Fiir alle metrischen Variablen wurden Anzahl der
Félle, Lagemall (Mittelwert, Median, Minimum und Maximum) und das
Streuungsmal} (Standardabweichung) angegeben. Die Daten wurden graphisch in
Kastendiagrammen (Boxplot) dargestellt. Es zeigt den Median, das 25. und 75.
Perzentil und Werte, die weit von den Ubrigen abweichen. Der Median ist das
50.Perzentil und entspricht dem in der Mitte liegenden Wert einer der Grof3e nach

geordneten Stichprobe (z.B. Diagramm 3-5)

2.5.3. Mittelwertunterschiede

Im Weiteren wurde versucht, Unterschiede in der Merkmalsauspragung zwischen der
Patientengruppe und der Kontrollgruppe bzw. zwischen verschiedenen
Patientengruppen aufzudecken. Dazu wurde ein Vergleich der Mittelwerte der
unterschiedlichen Merkmale durchgefiihrt. Beim Testen von Hypothesen {iber
Mittelwertunterschiede quantitativer Merkmale (m-RNA Expression, Laufzeit) in
den einzelnen Patientengruppen wurde der Mann-Whitney U-Test angewendet. Es
handelt sich hierbei um einen parameterfreien Test, der bei kleinen
Stichprobenumfiangen oft seine Anwendung findet. Ist das beobachtete
Signifikanzniveau < 0.05, wird die Hypothese, dass ein Merkmal in zwei Gruppen
die gleiche Verteilung aufweist, abgelehnt. Bewegt sich das Signifikanzniveau

zwischen 0.05 und 0.10, deuten sich Unterschiede zwischen den Gruppen an, die
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vielleicht wegen der geringen Fallzahl nicht statistisch abgesichert werden kdnnen

(Krentz 2002).

2.5.4. Chi-Quadrat-Test

Um Beziehungen zwischen den nicht-metrischen bzw. qualitativen Variablen
deutlich zu machen, wurden Kreuztabellen angefertigt. In ihnen wurden die Anzahl
der Fille fiir jede Kombination der Werte zweier Variablen dargestellt. Fiir jede
Kreuztabelle wurde Pearsons Chi-Quadrat-Test durchgefiihrt. Dieser Test priift
Zeilen- und Spaltenvariablen auf Unabhéngigkeit. Wenn das Signifikanzniveau klein
genug war (< 0.05) wurde die Hypothese der Unabhingigkeit beider Variablen
abgelehnt (Krentz 2002).

2.5.5. Korrelationen

Bei der Korrelationsanalyse wurden zwei Merkmale einer Gruppe miteinander
verglichen und ihre Beziehung zueinander quantifiziert. Dabei macht der
Korrelationskoeffizient Aussagen {iiber Stirke und Richtung des linearen
Zusammenhanges zwischen den Merkmalen. Bei signifikanten
Korrelationskoeffizienten kann von einer Abhéngigkeit der untersuchten Variablen
ausgegangen werden (Krentz 2002). Zur Anwendung kam der Spearmansche

Rangkorrelationskoeffizient mit dem dazugehorigen Signifikanzniveau.

Bei allen statistischen Tests verwendete Signifikanzniveaus

IRRTUMSWAHR-
w *k sokok
SCHEINLICHKEITq | 209 <0.05 <0.01 <0.001
nicht .. sehr o
signifikant signifikant signifikant hoch signifikant

Testresultate wurden als signifikant bezeichnet, wenn der p-Wert des statistischen

Tests kleiner als 0.05 war.
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3. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der histopathologischen Untersuchung

Im Rahmen der histopathologischen Begutachtung wurden die Gewebeproben
hinsichtlich  zelluldrer Infiltration (Granulozyten, Lymphozyten), Nekrosen
(Parenchym-,  Fettgewebsnekrosen),  Ablagerungen  (Plugs/Proteinprizipitate,
Kalzifizierung), Fibrose (Fibrosegrad, Scars/Narbenfelder) und auf weitere
histomorphologische Verdnderungen (Azinus-Atrophie, Tubulire Komplexe und
Pseudozysten) untersucht. Die histopathologischen Daten sind der Tabelle 3-1 bzw.
den Diagrammen 3-lat+b zu entnehmen. Herr Prof. Nizze fiihrte diese
Untersuchungen im Institut fiir Pathologie der Universitdt Rostock durch und stellte
die erhobenen Daten der statistischen Aufarbeitung zur Verfiigung.

Insgesamt zeigten alle Gewebeproben die fiir die CP typischen Verdnderungen. Die
Analyse der histopathologischen Einzelkriterien unterstrich die Heterogenitét der
untersuchten Pankreata. In fast allen Pankreata fanden sich Granulozyteninfiltrate
(23 Patienten = 77%) wobei flinf Pankreata eine mittelgradige granulozytire
Infiltration aufwiesen und nur ein Pankreas eine hochgradige granulozytire
Infiltration zeigte. Andere Zeichen einer akuten Entziindungsreaktion konnten nicht
gefunden werden mit Ausnahme von Fettgewebsnekrosen bei zwei Patienten (7%).
Dabei wiesen 19 der 30 Patienten (63%) Pseudozysten auf, bei 10 Patienten (33%)
waren Parenchymnekrosen und bei 2 Patienten (7%) Fettgewebsnekrosen zu
beobachten. Alle Pankreata waren mehr oder minder stark fibrosiert. Dabei waren
nur 5 Pankreata (17%) schwach fibrosiert, wihrend in 12 Pankreata (40%) ein starker
fibrotischer Umbau stattgefunden hatte.

Ahnlich dem Fibrosegrad waren alle Pankreata mehr oder minder stark mit
Lymphozyten infiltriert. Dabei war in den 5 Pankreata mit hochgradiger
Lymphozyteninfiltration auch gleichzeitig eine hochgradige Fibrose zu beobachten.
Die als tubulire Komplexe bezeichneten Gewebeformationen werden als
dedifferenziertes  Azinusepithel aufgefasst, wobei die Azinuszellen ihre
Zymogengranula verlieren und die morphologischen und biochemischen
Charakteristika von Gangepithelzellen annehmen. Diese Strukturen werden bei
verschiedenen Erkrankungen des Pankreas beobachtet, u.a. auch bei der chronischen

Entziindung. Bei der CP waren in 4 Pankreata (13%) tubuldire Komplexe mittlerer
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Intensitdt auszumachen, wobei dieses der stiarkste zu beobachtende Grad war. In 8
Pankreata (27%) waren keine tubuldren Komplexe nachweisbar.

Bei 27 Patienten (90%) wurden Scars beschrieben. Plugs waren bei 22 Patienten
(73%) nachweisbar, wobei sich die Ausprigungsgrade ungefdhr gleichméBig
verteilten. Die Kontrollgewebe entsprachen makroskopisch normalem Pankreas mit

organtypischem Gewebeaufbau.
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Tabelle 3-1: Histopathologische Daten der Patienten mit chronischer Pankreatitis

Kalk | Azinus- Tubulidre  Fibrose  Scars Pseudo-

Ganulo-  Lynpho- Plugs

Nr. Parenchym  Fett-

zysten

Atrophie| Konplexe

zyten

nekrosen nekrosen —zyten

++ |+ + | F| T

NN <t n O >~

(oo}

10
11

12
13
14
15
16
17
18
19

o+t
33k

+

+

26
27

2

+

_’_’_

29
30
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Anzahl

W hochgradig
O mittelgradig
O geringgradig

Granulo-  Lympho- Plugs Kalk Azinus- Tubulare Fibrose Scars
zyten zyten Atrophie  Komplexe

Diagramm 3-1a:

Anzahl der Patienten in den unterschiedlichen Stadien der jeweiligen histopathologischen Merkmale
(entsprechen Liste 1) bei der chronischen Pankreatitis

30

25 A

20

15

Anzahl

10

O vorhanden
O nicht vorhanden

Pseudo- Parenchym- Fett-
zysten nekrosen

nekrosen
Diagramm 3-1b:

Anzahl der Patienten in den unterschiedlichen Stadien der jeweiligen histopathologischen Merkmale
(entsprechend Liste 2) bei der chronischen Pankreatitis
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3.2. Zusammenhange zwischen den histopathologischen Daten

Gewebe mit einer starken Lymphozyteninfiltration wiesen auch eine ausgeprigte
Fibrose auf. Mit dem  Chi-Quadrat-Test lieB sich zwischen der
Lymphozyteninfiltration und dem Fibrosegrad ein signifikanter Zusammenhang
belegen. Unter 18 Patienten mit geringer bzw. mittelgradiger Fibrose waren 10
Patienten mit geringergradiger Lymphozyteninfiltration, wihrend unter 12 Patienten
mit hochgradiger Fibrose nur ein Patient mit geringgradiger Lymphozyteninfiltration
zu finden war. Dies entspricht einem p-Wert von 0.018*. Der Zusammenhang ist in

Diagramm 3-2 dargestellt.

1=

10=

8-

Lymphozyten
P=0.018* Ml geringgradig
|| mittel- bis hochgradig

Diagramm 3-2:

Anzahl der Patienten mit geringradiger
und mittel- bis hochgradiger
Lymphozyteninfiltration bei Patienten
mit gering- bis mittelgradiger und
hochgradiger Fibrose. Der p-Wert gibt
das Signifikanzniveau von Pearsons

Chi-Quadrat-Test an. p<0.05 wurde als
- statistisch signifikant gewertet.
I

I
gering- bis mittelgradig hochgradig

Fibrose

Auch zwischen Fibrosegrad und Azinus-Atrophie liel sich ein statistisch-
signifikanter Zusammenhang ermitteln. Dabei war unter den 18 Patienten mit gering-
bzw. mittelgradiger Fibrose kein Patient mit einer Azinus-Atrophie zu finden,
wiéhrend bei den 12 Patienten mit hochgradiger Fibrose 8 Patienten eine Azinus-
Atrophie aufwiesen. Dies entspricht einem p-Wert von < 0.001%***,

Des Weiteren war ein statistischer Zusammenhang zwischen Fibrosegrad und dem

Grad der Auspragung tubuldrer Komplexe nachweisbar. Alle 4 Gewebe mit dem am
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starksten zu beobachtenden Ausprigungsgrad an tubulidren Komplexen wiesen auch
gleichzeitig eine starke Fibrose auf, dagegen waren bei 5 von 9 Gewebeproben ohne
tubuldre Komplexe auch nur eine geringgradige Fibrose zu beobachten (p=0.049%).
Zwischen Scars und Fibrosegrad konnte ein p-Wert von 0.002* ermittelt werden.
Unter allen 18 Geweben, die keine hochgradige Fibrose aufwiesen, waren auch Scars
nur geringradig ausgeprégt (n=15) oder gar nicht zu finden (n=3). Dagegen waren in
12 Geweben mit hochgradiger Fibrose in 6 Geweben auch gleichzeitig Scars
mittlerer bis starker Ausprigung nachzuweisen.

Der Ausprigungsgrad der Scars zeigte einen statistischen Zusammenhang zum Grad
der Azinus-Atrophie. Von 22 Patienten mit nicht vorhandener bis geringgradiger
Azinus-Atrophie zeigte nur ein Patient Scars mit mittlerer bzw. starker Auspriagung
wiéhrend es in der Gruppe der Patienten mit mittel bis starker Azinus-Atrophie 5
Patienten waren (p=0.002%).

Das Vorhandensein Tubuldrer Komplexe ging mit verstérkter
Lymphozyteninfiltration einher. Von 21 Patienten mit nachweisbaren Tubuldren
Komplexen hatten 16 auch eine mittel- bis hochgradige Lymphozyteninfiltration,
wihrend bei den 9 Patienten ohne Tubuldre Komplexe nur 3 Patienten eine mittel-

bis hochgradige Lymphozyteninfiltration zeigten. Der p-Wert betrug 0.042%*.
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3.3 Beziehungen zwischen histopathologischen Daten und klinischen
Daten bei der CP

Eine lingere Krankheitsdauer ging mit einer vermehrten Lymphozyteninfiltration,
einer verstarkten Fibrose und einer ausgepriagteren Azinus-Atrophie des Gewebes
einher. Auch waren Kalzifizierungen bei Patienten mit ldngerer Krankheitsdauer
vermehrt zu finden. Bei der chronisch kalzifizierenden Pankreatitis war im Vergleich
zur nicht-kalzifizierten CP im U-Test eine Tendenz zu einer ldngeren
Krankheitsdauer nachweisbar (p = 0.061). Auch zeigte der Fibrosegrad im Chi-
Quadrat-Test nur eine Tendenz zur stirkeren Ausprigung bei lingerer
Krankheitsdauer (p = 0.084). Unter 11 Patienten mit einer Krankheitsdauer von 12
Monaten oder weniger waren nur vier Patienten mit einer mittel- bis hochgradigen
Lymphozyteninfiltration zu beobachten. Dagegen waren es 15 Patienten unter den
restlichen 19 Patienten mit ldngerer Krankheitsdauer. Dies entspricht einem p-Wert
von 0.047* im Chi-Quadrat-Test und somit einem signifikanten Unterschied beider
Gruppen. Im U-Test war bei Patienten mit mittel- bis hochgradiger
Lymphozyteninfiltration die Krankheitsdauer tendenziell erhoht (p = 0.052). Unter
sieben Patienten mit einer Krankheitsdauer von 3 Jahren oder ldnger hatten mit vier
Patienten mehr als die Hélfte eine mittel- bis hochgradige Azinus-Atrophie. Dieser
Anteil war bei den restlichen 23 Patienten mit kiirzerer Krankheitsdauer und
ebenfalls vier Patienten wesentlich geringer. Dies entspricht einem p-Wert von 0.060
im Chi-Quadrat-Test. Im U-Test war bei Patienten mit mittel- bis hochgradiger
Azinus-Atrophie die Krankheitsdauer signifikant erhoht (p=0.013*).

Bei den 14 Patienten mit exokriner Pankreasinsuffizienz waren nur im Parenchym
eines Patienten Proteinplugs nachweisbar. Dagegen waren bei den restlichen 16
Patienten ohne exokriner Pankreasinsuffizienz im Parenchym von 11 Patienten
Proteinplugs zu finden. Dies entspricht einem p-Wert von 0.001** im Chi-Quadrat-

Test und somit einem signifikanten Unterschied beider Gruppen (Diagramm 3-4).
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13-

5-

P=0.001**

nein

PI-exokrin

Plugs
B nicht vorhanden

|| vorhanden

Diagramm 3-4:

Anzahl der Patienten mit Proteinplugs bei
Patienten mit und ohne exokriner
Pankreasinsuffizienz. Der p-Wert gibt das
Signifikanzniveau von Pearsons Chi-
Quadrat-Test an. p<0.05 wurde als
statistisch signifikant gewertet.

3.4. Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchungen

Die Messwerte reprasentieren den relativen Anteil der jeweiligen Zytokin- bzw.

Lymphozytenrezeptor-cDNA bezogen auf einen internen Standard. Diese Messwerte

sind fiir die CP und fiir das Normalgewebe zusammenfassend in Tabelle 3-2

dargestellt. Dabei sei noch einmal darauf hingewiesen, dass die Ergebnisse nur einen

Vergleich der Proben untereinander und keine Aussage iiber die absolut vorhandene

Menge an mRNA im untersuchten Gewebe zulassen.
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Tabelle 3-2:

Molekularbiologische Daten des Patienten- (CP: Nr. 1-30) und des Kontrollkollektivs (Nr. 31-38)

Nr. IL-1 IL-6 1L-4 IL-10 IL-2 IFNy CD-25 CD-3
1 91 167 0 154 18 35 404 482
2 188 103 0 135 0 0 251 266
3 289 303 0 66 0 25 70 79
4 68 59 0 122 40 41 25 320
5 695 91 0 110 85 243 73 129
6 289 216 0 0 0 0 195 158
7 279 285 73 12 111 88 409 201
8 241 195 0 141 0 0 36 99
9 343 67 0 85 24 43 225 383
10 343 469 0 56 0 0 91 108
11 293 110 0 0 0 0 239 335
12 321 138 0 30 0 77 212 109
13 217 0 0 81 60 53 57 104
14 440 60 0 75 0 35 328 279
15 279 226 0 31 0 18 134 375
16 251 56 0 113 202 20 249 332
17 140 0 0 53 0 0 96 79
18 235 374 0 74 0 0 26 119
19 187 225 0 81 0 38 65 68
20 314 312 0 118 50 57 223 516
21 309 484 37 171 54 0 564 246
22 124 160 0 153 0 0 147 279
23 201 530 0 167 0 56 83 117
24 292 0 0 938 89 90 252 411
25 208 128 0 0 86 174 119 69
26 333 226 0 78 35 78 942 768
27 336 176 0 113 32 22 378 584
28 213 59 0 74 0 54 602 196
29 192 0 0 49 0 0 31 35
30 181 94 0 79 0 169 195 129
Nr. IL-1 IL-6 1L-4 IL-10 IL-2 IFNy CD-25 CD-3
31 212 113 0 158 0 0 20 22
32 61 139 0 0 0 0 94 28
33 26 0 0 0 0 0 0 51
34 176 0 0 0 0 0 0 30
35 99 71 0 222 0 0 178 0
36 53 0 0 22 0 0 75 0
37 230 53 0 0 0 0 60 134
38 196 121 0 153 0 0 0 118

Um die mRNA Expressionen statistisch auswerten zu kénnen, wurden zunichst der

Mittelwert mit Standardabweichung, der Median sowie Minimal- und Maximalwert

fiir jede Zytokin- bzw. Lymphozytenrezeptor-mRNA bestimmt. Diese Daten sind in

Tabelle 3-3 zusammengefasst. Um Unterschiede in der mRNA-Expression der

untersuchten Zytokine und Lymphozytenrezeptoren zwischen der Gruppe der

Patienten mit CP und der Kontrollgruppe nachweisen zu koénnen, wurde ein

Vergleich der Messwerte (Mittelwerte) mittels des U-Testes nach Mann/Whitney
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Tabelle 3-3:
mRNA Expression bei der chronischen Pankreatitis (CP) und im Normalgewebe (N) in Prozent

Zytokine bzw. Lymphozyten-

rezeptoren bei der CP und im Standard-

Normalgewebe (N) Median Mittelwert abweichung Minimum Maximum
CP IL-1 265 263 116 68 695
=300y 149 177 146 0 530

1IL-4 0 4 15 0 73
IL-10 80 112 164 0 938
1L-2 0 30 47 0 202
IFNy 35 47 59 0 243
CD-25 195 224 204 25 942
CD-3 199 246 178 35 768
N 1L-1 138 132 81 26 230
=)y 62 62 58 0 139
1L-4 0 0 0 0 0
IL-10 11 69 92 0 222
1L-2 0 0 0 0 0
IFNy 0 0 0 0 0
CD-25 40 53 63 0 178
CD-3 29 48 51 0 134

durchgefiihrt. Dabei waren in der CP-Gruppe die mRNA-Expression von IL-6
signifikant, von IL-1, IFNy und CD-25 sehr signifikant und von CD-3 hoch
signifikant gesteigert. Die IL-1 Expression war in allen 38 untersuchten Geweben
(100%) und eine IL-6 Expression bei 26 Patienten mit CP (86,7%) und bei 5
Kontrollen (62,5%) nachweisbar. CD-3 und CD-25 konnte in allen
Pankreatitisgeweben nachgewiesen werden, wéhrend in 6 Normalgeweben CD-3
(75%) und in 5 Normalgeweben CD-25 (62,5%) nachweisbar war. Die IL-2 mRNA
(positiv bei 13 Patienten, 43,3%) bei der CP zeigte im Vergleich zum Normalgewebe
eine Tendenz zur signifikant gesteigerten Expression und war genauso wie die IFNy
mRNA (positiv bei 20 Patienten, 66,7%) im Normalgewebe nicht detektierbar. Eine
IL-4 Expression konnte nur bei zwei Fillen der CP-Gruppe, nicht aber in der
Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Beim Vergleich der IL-10 mRNA Expression
zwischen der Patientengruppe (bei 27 Patienten vorhanden, 90%) und der
Kontrollgruppe (in vier Féllen nachweisbar, 50%), konnte kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden. Ein Teil dieser Ergebnisse sind in Form von
Boxplots graphisch dargestellt. Zu sehen sind der Median, das erste und dritte Quartil

und die Signifikanzniveaus (Diagramme 3-5 bis 3-10).
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Boxplotdarstellung der Relativen Expression
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Diagramm 3-5

Darstellung der IL-1 mRNA-
Expression in % bei der
chronischen Pankreatitis (CP) und
in der Kontrollgruppe (N). Der p-
Wert wurde auf Basis des U-Tests
von Mann/Whitney berechnet. Es
lieB sich ein  signi-fikanter
Unterschied feststellen: p<0.01**

Diagramm 3-6

Darstellung der IL-6 mRNA-
Expression in % bei der
chronischen Pankreatitis (CP) und
in der Kontrollgruppe (N). Der p-
Wert wurde auf Basis des U-Tests
von Mann/Whitney berechnet. Es
lieB sich ein  signi-fikanter
Unterschied feststellen: p<0.05*
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Diagramm 3-7

Darstellung der IL-2 mRNA-
Expression in % bei der
chronischen Pankreatitis (CP) und
in der Kontrollgruppe (N). Der p-
Wert wurde auf Basis des U-Tests
von Mann/Whitney berechnet. Es
lieB sich eine Tendenz zum
signifikanten Unterschied
feststellen: p=0.064

Diagramm 3-8

Darstellung der IFNy mRNA-
Expression in % bei der
chronischen Pankreatitis (CP) und
in der Kontrollgruppe (N). Der p-
Wert wurde auf Basis des U-Tests
von Mann/Whitney berechnet. Es
lieB sich ein  signi-fikanter
Unterschied feststellen: p<0.01**
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Diagramm 3-9

Darstellung der CD-25 mRNA-
Expression in % bei der
chronischen Pankreatitis (CP) und
in der Kontrollgruppe (N). Der p-
Wert wurde auf Basis des U-Tests
von Mann/Whitney berechnet. Es
lieB sich ein  signi-fikanter
Unterschied feststellen: p<0.01**

Diagramm 3-10

Darstellung der CD-3 mRNA-
Expression in % bei der
chronischen Pankreatitis (CP) und
in der Kontrollgruppe (N). Der p-
Wert wurde auf Basis des U-Tests
von Mann/Whitney berechnet. Es
lieB sich ein  signi-fikanter
Unterschied feststellen:
p<0.001***



3.5. Zusammenhange zwischen den Molekularbiologischen Daten

Im Weiteren wurde gepriift, ob die untersuchten mRNA-Expressionen untereinander
korrelierten. Unter Verwendung des Spearmanschen-Rangkorrelationskoeffizienten
konnte eine positive Korrelation zwischen der IL-2 und der IFNy (p = 0.004**, r =
0.514) und zwischen der CD-25 und der CD-3 mRNA Expression (p<0,001***, r =
0.658) festgestellt werden. Eine negative Korrelation war zwischen IL-10 und der
CD-25/CD-3 Ratio zu beobachten. Eine Tendenz zur signifikanten positiven
Korrelation bestand zwischen IL-2 und CD-3 (p = 0.053, r= 0.0356) und zwischen
IL-10 und CD-3 (p = 0.054, r = 0.355). In der Kontrollgruppe waren keine
signifikanten Korrelationen zu finden.

Der Zusammenhang zwischen der IL-2 und der IFNy Expression wurde auch nach
Durchfiihrung des Chi-Quadrat-Tests deutlich. Unter 10 Patienten mit negativer IFNy
Expression war nur ein Patient, der eine positive IL-2 Expression zeigte wihrend
unter 20 Patienten mit positiver [IFNy Expression 12 Patienten auch gleichzeitig eine
positive IL-2 Expression aufwiesen (p = 0.017*). Der Zusammenhang wird in

Diagramm 3-11 dargestellt.

IL-2
P=0.017* || negativ

|| positiv

8-

Diagramm 3-11:

Anzahl der Patienten mit positiver und
negativer IL-2 Expression bei Patienten
mit negativer und positiver IFNy
Expression. Der p-Wert gibt das Sig-
nifikanzniveau von  Pearsons  Chi-
1= Quadrat-Test an. p<0.05 wurde als
statistisch signifikant gewertet.

I I
negativ positiv

IFN-gamma
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Auch im U-Test zeigte sich, dass eine erhohte IL-2 Expression mit einer erhdhten
IFNy Expression einher ging. In der IL-2 positiven Patientengruppe war neben der
IFNy Expression (p = 0.009**) auch die CD-3 Expression (p = 0.008**) signifikant
gesteigert. Fiir CD-25 lieB sich hier eine Tendenz zur signifikanten Steigerung
feststellen (p = 0.082). In der IFNy positiven Patientengruppe war neben der IL-2
Expression (p = 0.006**) nur eine Tendenz zu einer signifikanten Steigerung der
CD-25 Expression festzustellen (p = 0.058).

Die Patienten, die sowohl IL-2 als auch IFNy mRNA exprimierten (n=12), zeigten
eine signifikant gesteigerte CD-3 Expression (p = 0.009**) im Vergleich zu den

restlichen 18 Patienten. Dieser Zusammenhang ist in Diagramm 3-12 dargestellt.

CD-3 mRNA Expression
bei der chronischen Pankreatitis
800
600
1 Diagramm 3-12
400 Darstellung der CD-3 mRNA-

Expression in % bei Patienten mit
chronischer Pankreatitis, die sowohl
IL-2 als auch IFNy mRNA
exprimieren (n=12), im Vergleich zu
T Patienten bei denen IL-2 und IFNy
0 mRNA nicht gleichzeitig zu finden
N= 1I8 1I2 war (1‘1:1 8)

negaiv posttiv Der p-Wert wurde auf Basis des U-
Tests von Mann/Whitney berechnet.
Es lieB sich ein signifikanter
IL-2+IFN-gamma Unterschied feststellen: p=0.009**

CD-25/CD-3 Ratio als Ausdruck fiir den Anteil aktivierter T-Zellen in der T-Zell-
Population

Wie die Zytokine in vivo nicht nur als Einzelfaktoren wirken, sondern ein Netzwerk
mit vielféltigen Wechselwirkungen bilden, unterliegt auch die Stirke der
Rezeptorpriasens einer Reihe von Einfliissen. So wurden nicht nur die einzelnen

Absolutwerte fiir die Expression der beiden Lymphozytenrezeptoren sondern auch
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deren Verhiltnisse bestimmt und mit klinischen-, molekularbiologischen- und
histopathologischen Daten verglichen (entsprechend der Auswertung der Zytokin-
mRNA Daten). Auf Grund der Unterschiede in der Menge cDNA nach der RT-
Reaktion geben diese Verhiltnisse nicht die wahren Verhéltnisse der Expression in
vivo wieder. Da aber die PCR jeweils unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt
wurde, ist dieser Fehler flir diesen theoretischen Vergleich nicht von Bedeutung.

Wie oben bereits erwihnt, konnte zwischen der CD-25/CD-3 Ratio und der IL-10
Expression eine signifikante negative Korrelation nachgewiesen werden (p = 0.037%;
r = -0,383). Auch im U-Test lie sich ein Zusammenhang aufzeigen. Dabei war in
der Patientengruppe mit CP und einer Ratio > 1 (n=10) die IL-10 Expression
signifikant niedriger (p = 0.002**) im Vergleich zu Patienten mit CP und einer Ratio

<1 (n=20).

3.6. Beziehungen zwischen molekularbiologischen und sowohl
histopathologischen als auch klinischen Daten und Beziehungen
der klinischen Daten untereinander bei Patienten mit CP

Beim Vergleich der molekularbiologischen mit den histopathologischen Daten war
ein Zusammenhang zwischen dem Grad der Azinus-Atrophie und der Expression der
untersuchten Lymphozytenrezeptoren zu beobachten. Dabei war bei Patienten mit
einer mittel- bis hochgradigen Azinus-Atrophie (n=8) auch die CD-25 Expression
erhoht (p = 0.045%*). Die CD-3 mRNA zeigte in dieser Patientengruppe eine Tendenz
zu einer erhdhten Expression (p = 0.071).

Bei Patienten mit Kalzifikation zeigte sich im U-Test eine Erniedrigung der CD-
25/CD-3 Ratio (p = 0.001**). Dabei waren unter den sieben Patienten ohne
Kalzifikation sechs Patienten mit einer Ratio > 1, wihrend bei den 23 Patienten mit
Kalzifikation nur vier Patienten eine Ratio > 1 zeigten (p= 0.002**). Auflerdem war

in kalzifiziertem Gewebe die IL-10 Expression tendenziell erhoht (p=0.096).

Beim Vergleich der molekularbiologischen mit den klinischen Daten war ein
Zusammenhang zwischen exokrinen Pankreasinsuffizienz und der IL-6 Expression
zu beobachten. Bei Patienten mit exokriner Pankreasinsuffizienz war eine erhohte
IL-6 Expression zu beobachten. Mit einem p-Wert von 0.070 waren diese
Unterschiede in der IL-6 Expression aber nicht statistisch signifikant.

Bei Patienten mit P-Gangstenose war die CD-3 Expression erhdht. Aber auch in
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dieser Patientengruppe waren die Unterschiede in der CD-3 Expression nicht

statistisch signifikant (p = 0.070).

Unter 23 Patienten mit einer Krankheitsdauer von 3 Jahren oder ldnger wiesen mit 12
Patienten knapp die Hélfte der Patienten eine Pankreasgangstenose auf. Dagegen war
bei allen restlichen sieben Patienten mit ldngerer Krankheitsdauer eine
Pankreasgangstenose zu beobachten. Dies entspricht einem p-Wert von 0.029* im
Chi-Quadrat-Test und somit einem signifikanten Unterschied beider Gruppen

hinsichtlich der Pankreasgangstenose.
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4. Diskussion

Zellinfiltrate aus Entziindungszellen im Gewebe von Patienten mit CP gehoren zu
den bekannten histopathologischen Organverdnderungen. Das Recruitment und die
Aktivierung dieser Zellen sind wesentlich abhingig von der lokalen Produktion von
Entziindungsmediatoren im erkrankten Organ. In der vorliegenden Arbeit sollte
untersucht werden, ob es bei der CP zu Verdnderungen in der Expression der
Zytokine  IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y  und  der
Lymphozytenoberfldchenantigene CD-3 und CD-25 im Pankreasgewebe kommt.
Veranderungen in der Expression der aufgezihlten Zytokine kénnen z.B. auf eine
Beteiligung bestimmter Zellen hinweisen und somit deren Bedeutung in der
Pathogenese der CP unterstreichen. Diese Untersuchung wurde mit Hilfe der
semiquantitativen RT-PCR durchgefiihrt. Die Isolation der zelluldren Gesamt-RNA
erfolgte durch Dichtegradientzentrifugation in einem Phenol/Chloroform-Gemisch.
Um die Verwendung gleicher cDNA-Mengen fiir die Bestimmung der
Zytokinexpression zu gewihrleisten, wurde eine kompetitive PCR mit einer

Verdiinnungsreihe eines B-Aktin-DNA Standards durchgefiihrt.

4.1. Grundlagen

4.1.1. Ursache autoreaktiver Mechanismen und die Rolle von Zytokinen und

Interferonen

Eine Ursache fiir die Persistenz chronischer Entziindungen ist in autoreaktiven
Mechanismen zu sehen. Da Zytokine die Immunantwort regulieren, konnen sie auch
die Ursache fiir Fehlsteuerungen sein, die zu chronischen Erkrankungen fithren. Zum
einen kann ein Defekt des Immunsystems mit der Folge der verstiarkten Produktion
bestimmter Zytokine, die z.B. fiir Apoptose oder Suppression notwendig sind, zur
Bildung autoreaktiver Zellen fiihren. Zum anderen kann eine latente oder
persistierende Entziindung zur lingerfristigen Uberproduktion eines Zytokins fiihren.
Korpereigene Molekiile, die durch das Immunsystem nicht erkannt werden, konnen

mit Immunzellen in Kontakt kommen oder sich verdndern, also nicht mehr dem
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urspriinglichen vom Korper als Selbst erkannten Protein entsprechen. Solche
unsichtbaren Molekiile sind Zellkernantigene oder anderer Strukturen, gegeniiber
denen das Immunsystem keine Toleranz entwickelt hat. Es ist auch denkbar, dass
tolerierte Antigene (meist Oberflichenmolekiile der Zellen) sich im Rahmen von
Erkrankungen verdandern. Ausldser fiir diese Prozesse sind oftmals Infektionen, UV-
Licht, Chemikalien oder andere aggressive Umwelteinfliisse. In Folge von
Anpassungvorgingen der Erreger an ihre Umwelt (Molekular Mimicry) oder
Homologien zwischen Proteinen von Krankheitserregern und Proteinen des
menschlichen Korpers reagieren AK nicht nur gegen korperfremde, sondern auch
gegen korpereigene (Kreuzreaktion) Molekiile (Kirchner, 1994).

Bei der Priasentation von Antigenen spielen HLA-Molekiile auf der Oberfliche der
Immunzellen eine gro3e Rolle. Beim ersten Kontakt mit einem Antigen exprimieren
Immunzellen vermehrt HLA-Molekiile. Gefordert wird diese HLA-Expression z.B.
durch IFNy. Es kommt zu einer verstirkten Antigenprdsentation und zu einer
verstirkten T-Zell-Zytotoxizitit. Wird die auslosende Ursache nicht beseitigt, kommt
es zu hohen HLA-Konzentrationen, die auch zu einer Durchbrechung der Toleranz
filhren konnen. Des Weiteren konnen Zytokine wie IL-6, TNFoa und IFNa eine
gesteigerte B-Zellaktivierung und eine AK-Produktion induzieren bzw. direkt einen
schidigenden Effekt haben und somit Ursache fiir autoreaktive Mechanismen sein.
Auch genetische Pradispositionen konnen Ursache von Autoimmunerkrankungen
sein. Sie werden vor allem im Zusammenhang mit bestimmten HLA-Molekiilen
beobachtet (HLA-B8, B27, DR2, DR3, DR4 und DRS).

Normalerweise werden T- und B-Zell Klone durch Teilung einer Zelle mit einer
bestimmten Antigenspezifitit gebildet. Verschiedene Stoffe sind aber in der Lage, T-
oder B-Zellen polyklonal zu stimulieren. Es werden dabei viele T- bzw. B-Zellen
unterschiedlicher Spezifitit angeregt (z.B. die polyklonale Stimulation von B-Zellen
durch im Uberschuss produziertes IL-6). Die Folge ist die Ausdifferenzierung der B-
Zellen zu antikorperproduzierenden Plasmazellen. Demgegeniiber konnen hohe
Dosen von IFNy polyklonal zytotoxische T-Zellen aktivieren, wéihrend IL-2 die T-
Zellen allgemein stimuliert.

Bei der Aktivierung von supprimierten, toleranten Zellen @ndern sich die HLA-
Antigene normalerweise nicht. Dieses ist aber auch moglich und eine weitere
Ursache fiir autoreaktive Mechanismen. Dabei sind prinzipiell zwei Moglichkeiten
denkbar. Zum einen ist eine Verdnderung auf genetischer Ebene, z.B. eine Mutation
des HLA-Gens, und zum zweiten eine Verdnderung der HLA-Molekiile auf der

Zelloberflache, also auf Proteinebene, moglich. Beide Verdnderungen konnen u.a.
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durch physikalische oder chemische Belastungen zustande kommen. Sind die
Verianderungen sehr grof3, werden die Zellen mit dem abweichenden HLA eliminiert.
Bei geringen Verdnderungen der HLA-Molekille fithrt die weitgehende
Ubereinstimmung mit dem urspriinglichen Selbst zu Kreuzreaktionen mit diesem

(Kirchner, 1994).

4.1.2. Methode

Die nach reverser Transkription und kompetitiven PCR gemessene Ratio muss im
Zusammenhang zur Zahl der in dem untersuchten Gewebe vorhandenen
Entziindungszellen gewertet werden. Aus diesem Grund wurde die
histopathologische Untersuchung der Gewebe fiir die Auswertung der Daten
notwendig. Es sei darauf hingewiesen, dass Gewebe, welches fiir die RNA-Isolation
verwendet wurde, selbstverstandlich nicht mit dem fiir die Histologie verwendeten
Gewebe identisch sein kann. Dennoch gibt die Histologie neben der
Diagnosesicherung Auskunft {iber die am Krankheitsprozess beteiligten Zellen und
den Schweregrad der Entziindung und ist somit fiir die Interpretation der Ergebnisse
von grof3er Bedeutung. Bei der bei diesen Untersuchungen zum Einsatz gekommenen
kompetitiven RT-PCR handelt es sich um eine etablierte Methode, um nach
vorausgegangener RNA-Isolation verléssliche Aussagen iiber die
Zytokingenexpression in vivo zu machen. Sie ist anderen Methoden zur
semiquantitativen Analyse der Zytokingenexpression, wie z.B. der Verwendung von
radioaktiv markierten Proben oder der Untersuchung von PCR-Produkten nach
unterschiedlichen Amplifikationszyklen (Dallman et al. 1992; Nedelman et al. 1992;
Morgan et al. 1993), iiberlegen. Die kompetitive PCR bietet auBerdem den Vorteil,
dass die PCR nicht in der exponentiellen Phase ihrer Produktbildung beendet werden
muss, da das am Ende der Reaktion bestehende Verhiltnis zwischen der KF-DNA
und der Ziel-DNA das eigentliche Ergebnis darstellt. Transkription und Translation
von Zytokinen sind verschiedene und voneinander getrennte Prozesse. Die
Verwendung anderer Methoden wie z.B. der immunologische Proteinnachweis
mittels ELISA wire zwar notwendig, um quantitative Aussagen zum Vorhandensein
von absoluten Zytokinmengen und Aussagen zum genauen zelluldren Ursprung der
untersuchten Zytokine zu treffen. Aber auch der Nachweis der einzelnen Zytokine
direkt lieBe keine endgiiltige Aussage iiber deren Wirkungsgrad in vivo zu. (Siehe

4.1.3.). Der gewéhlte Untersuchungsaufbau wird durch die Erkenntnis gerechtfertigt,
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dass Zytokingene der Kontrolle einer Reihe von Transkriptionsfaktoren und anderen
regulatorischen Elementen unterliegen. Zytokingene sind gewohnlich inaktiv und
ihre Expression wird von extrazelluldren Signalen induziert. Beispielsweise induziert
IL-1 die Expression der Gene die fiir IL-1, IL-2 und IL-6 kodieren (Muegge et al.
1990). Auch konnte gezeigt werden, dass Zellen mit nicht translatierter IL-1 mRNA
auf kleine Stimuli reagieren (LPS oder IL-1) und sofort mit der Translation beginnen
konnen und im Ergebnis mehr IL-1 synthetisieren als Zellen ohne erhohte IL-1
mRNA Level (Schindler et al. 1990a;b). Diese Beispiele zeigen, dass schon der
alleinige Nachweis von Zytokin mRNA bei der Kldrung von pathogenetischen

Prozessen bei der CP hilfreich sein kann.

4.1.3. Interpretation der Ergebnisse

Drei Eigenschaften von Zytokinen seien hier erwédhnt, um die Ergebnisse dieser
Arbeit entsprechend interpretieren zu koénnen. Zum einen zeigen struktuell
unterschiedliche Zytokine (z.B. IL-lo/fB und TNF-a/pf) bemerkenswerte
Ahnlichkeiten in ihrer Wirkung (Le et al. 1987), zum anderen tendieren die einzelnen
Zytokine dazu, ihr breites Spektrum an Wirkungen auf unterschiedliche Zellen und
Gewebe auszuiiben. Dementsprechend sind absolute Aussagen iiber Reaktionen von
Zielzellen aufgrund einer bestimmten Zytokinaktivierung nicht immer moglich.
Andererseits besitzen Zytokine durch ihre autokrine bzw. parakrine Wirkungsweise
einen relativ kleinen Aktionsradius, der sowohl die Ursachen ihrer Aktivierung als
auch die Konsequenz ihrer Wirkung auf die Zellen des untersuchten Gewebes
beschrinkt. Die Mehrzahl der Informationen iiber das Wirkungsspektrum der
einzelnen Zytokine wurden aus Tierexperimenten und aus in vitro Systemen
gewonnen. Ein identisches Bild der Funktionen der Zytokine im intakten
menschlichen Organismus kann nicht unkritisch erwartet werden. Zytokine werden
in starkem MaBe durch das Milieu indem sie agieren, und von der An- oder
Abwesenheit anderer biologisch aktiver Stoffe wie z.B. andere Zytokine, Hormone,

Wachstumsfaktoren, Prostaglandinen usw. beeinflusst (Sporn et al. 1988). Unter
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natiirlichen Bedingungen trifft eine Zelle dulerst selten auf nur ein Zytokin, sondern
auf eine Mehrzahl von Zytokinen und ist anderen biologisch aktiven Stoffen
ausgesetzt mit dem Ergebnis, dass die biologische Aktion die Summe aus allen
synergistischen und antagonistischen Effekten der anwesenden Stoffe darstellt.
Feinman et al. zeigten 1987 beispielsweise, dass nur TNFo und IFNy zusammen eine

zytotoxische Reaktion in HT 29 Kolonkarzinomzellen auslosen konnten.

Die chronische Pankreatitis der Patienten, deren Gewebe fiir diese Untersuchung
verwendet wurde, war bereits relativ weit fortgeschritten. SchlieBlich waren
Komplikationen Grund fiir die operative Therapie. Aus diesem Grund miissen die
Ergebnisse auch im Zusammenhang mit kompensatorischen Prozessen im Sinne von
Reparationsvorgingen gewertet und diirfen nicht nur im Zusammenhang mit der
Krankheitsentstehung betrachtet werden. Es war nicht Ziel dieser Arbeit die Funktion
bestimmter Zytokine hinsichtlich ihrer regulatorischen Eigenschaften wie z.B.
Stimulation  anderer  Zytokine, = Aktivierungs-,  Differenzierungs-  und
Proliferationseffekte herauszuarbeiten. Vielmehr sollte die An- oder Abwesenheit der
untersuchten Zytokine weitere Argumente flir die Beteiligung spezifischer und
unspezifischer Immunreaktionen bei der CP liefern.

Als Untersuchungsmaterial dienten 30 Gewebeproben von Patienten mit chronischer
Pankreatitis wobei es sich bei der iberwiegenden Mehrzahl der Patienten (26) um die
athyltoxische Form handelte. Aufgrund der geringen Fallzahl der Patienten mit
nichtalkoholinduzierter Pankreatits konnten beide Gruppen statistisch nicht
miteinander verglichen werden. Zusammenhédnge die fiir die CP im Vergleich zum
Normalgewebe herausgearbeitet wurden, trafen auch fiir den Vergleich zwischen
alkoholischer CP und Normalgewebe zu. Somit kann die CP in dieser Arbeit
stellvertretend fiir die alkoholische Form diskutiert werden.

In dieser Arbeit wurde nicht wie bei anderen Untersuchungen die CP
histopathologisch in Schweregrade unterteilt, sondern es wurden elf histologische
Einzelkriterien festgelegt und deren Ausprigungsgrad unabhingig voneinander
untersucht. Dieses Vorgehen wurde gewdhlt, da die Gewebe, die firr die
Untersuchung der histologischen Verdnderungen verwendet wurden, verschieden
von den fiir die Bestimmung der Genexpressionen verwendeten Gewebeproben
waren. Die Histopathologie diente mehr der Charakterisierung der Gewebe und sollte
weniger eine Grundlage fiir die Herausarbeitung direkter Beziehungen zwischen

Genexpression und histologischer Verdnderung darstellen. Dennoch sind ermittelte
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Verdnderungen der Genexpressionen in histopathologisch auffilligen Geweben als

Hinweise auf mogliche Zusammenhédnge zu werten.
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4.2 Diskussion der eigenen Ergebnisse

4.2.1. IL-1 und IL-6

Bamba et al. konnten bereits 1994 signifikant erhdhte IL-13 Serumspiegel bei
Patienten mit CP nachweisen. Eine Korrelation zu krankheitsspezifischen
Eigenschaften wie z.B. Atiologie und Pankreasenzymaktivitit war dabei nicht zu
finden. Im Ergebnis wurde dem IL-1 eine die Entziindungsreaktion hemmende
Funktion zugesprochen. Neben dem Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) und anderen
Zytokinen ist auch von IL-1 bekannt, dass es auf Fibroblasten wirkt und deren
Proliferation und Kollagensekretion zu unterstiitzen vermag (Schmidt et al. 1984;
Canalis et al. 1986; Matsushima et al. 1985). IL-1 unterstiitzt ebenfalls die Produktion
von Prostaglandin-E (Dinarello et al. 1983). In Tierexperimenten konnte demonstriert
werden, dass Prostaglandin-E die Pankreatitis abzuschwichen vermag (Robert et al.
1989). Ein die Pankreatitis lindernde Effekt konnte so durch eine IL-1 vermittelte
Prostaglandinsteigerung initiiert werden. Robert et al. (1991) zeigten, dass IL-1 die
durch Caerulein induzierten Pankreatitis bei der Ratte hemmt, ohne dagegen die
endogene Prostaglandinproduktion zu beeinflussen. Weitere Arbeiten weisen darauf
hin, dass IL-1 an Reparaturvorgéngen bei der CP beteiligt ist. Browder et al. (1987)
spekulierten, dass die durch Ethionin induzierte experimentelle Pankreatitis bei der
Ratte durch eine IL-1 vermittelte Steigerung von Proteaseinhibitoren abgeschwécht
wurde. Die signifikant erhohten IL-1 Werte in dieser Arbeit konnten ein weiterer
Hinweis fiir die Beteiligung von IL-1 an der Pankreasfibrose sein. Quelle der IL-1
Produktion sind nach Bedossa et al. (1990) die im chronisch entziindeten

Pankreasgewebe vorhandenen T-Lymphozyten.

Neben IL-1 wurde auch der Serumspiegel von IL-6 bei der humanen CP untersucht
(Bamba et al. 1994). Die in dieser Studie gemessenen Werte unterschieden sich nicht
signifikant von denen der Kontrollgruppe. Es konnte keine Korrelation zwischen IL-6
Werten und Atiologie bzw. Komplikationen aufgezeigt werden. Dagegen korrelierte
IL-6 mit den CRP-Werten. Daher wurde dem IL-6 eine Beteiligung bei der Induktion
dieses Akut-Phase-Proteins zugesprochen. Hierbei muss man beriicksichtigen, dass
bei Bamba et al. (1994) die Mehrheit der Patienten nicht in der akuten Phase der CP

untersucht wurden und der Schweregrad der Erkrankung ausschlieBlich mild oder
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moderat war. Bei den Patienten dieser Arbeit spricht dagegen die operative
Intervention fiir ein fortgeschrittenes Krankheitsstadium. In einem Tiermodell der IL-
6 iiberexprimierten Maus konnten signifikante histopathologische Verdnderungen des
Pankreas festgestellt werden. So konnte ein starker architektonischer Umbau der
Inselzellen und des umliegenden Gewebes mit Fibrose und Infiltration mit
mononukledren Zellen, B-Lymphozyten, CD4 und CDS positive Zellen beobachtet
werden. Die B-Zellinfiltrate waren in unmittelbarer Nachbarschaft der IL-6
produzierenden Inselzellen zu finden. Die Autoren vermuten eine Beteiligung dieses
Zytokins sowohl am Entziindungsprozess als auch an der Gewebeerneuerung
(Campbell et al. 1994). IL-6 vermittelt als proinflammatorisches Zytokin die Akut-
Phase-Reaktion und gilt als Marker fiir den Schweregrad einer akuten Pankreatitis
(Heath et al. 1993). In einem Tiermodell der CP der Ratte (Entwicklung einer
chronischen Pankreatitis nach eiwei3- und fettreicher Didt) wurde nach Behandlung
mit einem Proteaseinhibitor (Camostat Mesilate) eine Reduktion von Entziindung und
Fibrose bei gleichzeitiger Suppression der mRNA-Expression Pankreatitis-assozierter
Proteine (PaP und p&) und der Zytokine TGFB1 und IL-6 beobachtet (Su et al. 2001).
In dieser und anderen Studien (Dusetti et al. 1993; 1995) wird vermutet, dass 1L-6
iiber die Induktion der mRNA-Expression Pankreatitis-assozierter Proteine die

Entziindungsantwort bei der CP zu stimulieren vermag.

Um die Bedeutung der proinflammatorischen Entziindungsreaktion bei der CP
aufzuzeigen, sei hier eine Arbeit von Shimizu et al. (2002) angefiihrt. Sie konnte
zeigen, dass bei der chronischen Pankreatitis der Ratte (WBN/Kob-rats)
Thiazolidinedione-Derivaten (Troglitazone) einen glinstigen Einfluss auf den
Schweregrad der Erkrankung haben. So waren in der mit Thiazolidinedione-
Derivaten behandelten Krankengruppe morphologische Pankreasverdnderungen
schwicher ausgeprigt. Es waren entziindliche Zellinfiltrationen mit geringerem
Fibrosegrad und nur eine geringe exokrine Pankreasinsuffizienz nachweisbar. Fiir
diese Beobachtung wurde u.a. der hemmende Einfluss von Troglitazone auf
proinflammatorische Zytokinexpressionen (signifikant verminderte Serum IL-8
Spiegel und Pankreas TNFx mRNA Level) verantwortlich gemacht. Die
Thiazolidinedione-Derivaten  z&hlen neben Prostaglandin-D2-Metaboliten zu
Liganden des , nuclear-receptor-peroxisome proliferator-activated receptor y*
(PPARy). Sie gehdren zu neuen antidiabetischen Substanzen, die u.a. die
biologischen Effekte von TNFx hemmen (Szalkowski et al. 1995; Maegawa et al.

1995).
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IL-6 ist ein frith nachweisbarer, sehr sensitiver Marker bei Entziindungsreaktionen,
der bereits mit Organdysfunktionen bei der akuten Pankreatitis in Verbindung
gebracht wurde (Farkas et al. 1998). Pedersen et al. (2004) berichten iiber einen
signifikanten Plasma-IL-6 Anstieg bei Patienten mit dthyltoxischer CP unmittelbar
und 24h nach Alkoholaufnahme. Die Rolle von IL-6 bei der Pathophysiologie von
Entziindungsreaktionen ist komplex und wird kontrovers diskutiert. IL-6 besitzt bei
der CP hauptsidchlich proinflammatorische Eigenschaften. So konnte {iber die
Hemmung des Transkriptionsfaktors NF-kappaB die IL-6 Sekretion bei der
experimentellen &thyltoxischen Pankreatitis vermindert und eine Regression der
Erkrankung erreicht werden (Gukovsky et al. 2003). IL-6 werden auch anti-
inflammatorische Eigenschaften im Rahmen der Akut-Phase-Reaktion zugesprochen.
In einem Modell der experimentellen akuten Pankreatitis wurde postuliert, dass
endogen produziertes IL-6 die Entzlindungsreaktion hemmt und die
Gewebsschiadigung vermindert (Cuzzocrea et al. 2002). Allerdings bleibt die Frage
unbeantwortet, ob eine erhohte Produktion der proinflammatorischen Zytokine (IL-1,
IL-6) bei der CP die Folge einer Thl-Zell-Aktivierung ist oder ein primires
Phinomen reprisentiert (z.B. durch die Produktion von Epithelzellen). Nach
Auswertung unserer Daten muss den proinflammatorischen Zytokinen im Verlauf der
CP weiterhin Beachtung geschenkt werden. Eine Aussage zur Quelle der
Zytokinproduktion kann mit Hilfe dieser Untersuchung nicht getroffen werden, da die
Zytokine IL-1 und IL-6 nicht nur von Lymphozyten, sondern auch von Makrophagen,
Endothelzellen, Epithelzellen und Fibroblasten produziert werden (Cerami et al.
1992; Dechanet et al. 1997; Gressner et al. 1995). So konnen neben den
Lymphozyteninfiltraten auch diese Zellen fiir die erhohten IL-6 mRNA Werte

verantwortlich sein.

4.2.2. Das Th1/Th2 Relation bei der CP

Der Nachweis von IL-2 und IFNy mRNA (signifikant fiir IFNy beim Vergleich

Normalgewebe mit Pankreatitisgewebe) bei gleichzeitig fehlendem Unterschied fiir
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IL-4 und IL-10 weist auf eine Aktivierung von Th1-Zellen im Gewebe von Patienten
mit CP hin und ldsst die Beteiligung spezifischer zelluldirer Immunreaktionen am
pathogenetischen Prozess der CP vermuten. Bei durchflusszytometrischer Analyse
intrazelluldrer Zytokine fand sich bei Patienten mit Autoimmunpankreatitis eine
signifikant hohere Zahl von CD4+ Zellen, die IFNy produzieren, als bei Patienten mit
nicht autoimmun bedingter Pankreatitis. Die Anzahl der IL-4 produzierenden CD4+
Zellen war im Gegensatz dazu bei Patienten mit Autoimmunpankreatitis und bei der
Kontrollgruppe gleich (Montefusco et al. 1984). Okazaki et al. (2000) beschrieben
eine erhohte IFNy-Produktion von stimulierten peripheren CD4+ T-Zellen bei der
nicht-alkoholinduzierten CP und vermuten in den untersuchten Fillen eine
systemische Thl-Zellaktivitit. Ajjan et al. (1998) berichtet iiber derartige
Veranderungen beim Sjorgren Syndrom und Dienes et al. (1997) bei der PBZ. CD4+
Zellen konnen zu Thl und Th2 Zellen differenzieren. Dabei produzieren Thl Zellen
vorzugsweise IL-2, IFNy und TNFa und vermitteln so die zelluldire Immunitét,
Makrophagenaktivierung und Zytotoxizitidt. Des Weiteren unterstiitzen sie B-Zellen
bei ihrer Differenzierung (De Carli et al. 1994). Obwohl die genaue Atiologie der
organspezifischen Autoimmunitit noch weitgehend unbekannt ist, sind
Abnormalititen in der Immunantwort vermittelt durch T-Zellen und deren Zytokine
weitgehend akzeptiert. Studien iiber Lymphozyteninfiltrate bei Patienten mit
Hashimoto-Thyreoditis und Graves-Disease zeigten das zytotoxische Potential von
sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Zellen und ein Th1-dhnliches Zytokinprofil mit einer
vorzugsweise TNFa und IFNy Produktion dieser Zellen (Del Prete et al. 1989; Turner
et al. 1987).

Klinische  und  experimentelle @ Daten lassen die  Entstechung  von
Autoimmunerkrankungen auf dem Boden von Abnormalititen in der Immunantwort
vermuten, welche durch T-Zellen und deren Zytokinen vermittelt werden. Es gibt u.a.
in tierexperimentellen Untersuchungen Hinweise dafiir, dass ,, ThI-Typ-Zytokine* an
der Entstehung von organspezifischen Autoimmunerkrankungen, wie z.B. dem
insulinabhédngigen Diabetes (Hahn et al. 1987) oder der Multiplen Sklerose (Brod et
al. 1991; Benvenuto et al. 1991) beteiligt sind. Allerdings ist der Nachweis von Thl-
Zytokinen nicht beweisend fiir autoimmune Erkrankungen. Auch ist die gleichzeitig
gesteigerte  Expression proinflammatorischer Zytokine als Ursache dieser
Beobachtung zu diskutieren. Im Gegensatz dazu zeigen Studien bei
nichtorganspezifischen- bzw. systemischen Autoimmunerkrankungen eine weniger

deutliche Zytokinspiegelverteilung. In murinen Modellen vom systemischen Lupus
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Erythematodes war die Produktion von IL-2 weder erhdht noch erniedrigt (Kroemer
et al. 1989; Goldman et al. 1991). Dennoch geben erhdhte IL-2 und IFNy mRNA
Werte Grund zur Annahme, dass Thl Zytokine der infiltrierten T-Zellen fiir einige
der bei der CP beobachteten histomorphologischen Verdnderungen verantwortlich
sind und dass es bei Patienten mit CP zu einer Verschiebung des Verhéltnisses
zwischen T-Zellen mit Thl- und Th2-Zytokinsekretionsprofil zugunsten von Zellen
mit einer Th1-Sekretion kommt. Auch bestand in der vorliegender Untersuchung eine
signifikante, negative Korrelation zwischen der CD-25/CD-3 Ratio (als Ausdruck fiir
den Anteil aktivierter T-Zellen in der T-Zell-Population) und der IL-10 Expression.
Die Tatsache, das IFNy die Proliferation der Th2-, nicht aber der Th1-Zellen hemmt
(Gajewsky et al. 1988), spricht ebenfalls dafiir, dass die Prisenz von IFNy in dieser
Untersuchung auch das Th1/Th2-Gleichgewicht wéihrend der Immunantwort bei der
CP in Richtung Th1 verschiebt.

Die IL-2 Sekretion stellt einen antigenabhingigen Prozess dar (Friemel et al. 1990).
Der Nachweis von IL-2 mRNA bei einigen Patienten mit CP ldsst die Existenz eines

Antigens vermuten, welches den Ablauf der Entziindungsreaktion fordert.

Aktivierte zytotoxische Zellen sowohl der CD8+ als auch der CD56 Subpopulation
sind in der Lage, den Krankheitsverlauf nicht nur durch zellvermittelte zytotoxische
Aktivitdt, sondern auch durch ihre Zytokinproduktion wie z.B. der von IFNy zu
beeinflussen (Farrar et al. 1993). IFNy unterstiitzt die Expansion von Th1-Zellen, was
zu einem Uberwiegen der zelluldren Immunantwort fiihrt (Romagnani et al. 1994).
Des Weiteren ist IFNy neben IL-2 auch an der Ausbildung der CTL beteiligt (Farrar
et al. 1981). Hunger et al. postulierten 1997 eine Beteiligung von aktivierten
zytotoxischen Zellen an der Organzerstorung bei der CP. Die in dieser Arbeit
nachgewiesene erhohte IFNy Expression sowie das Fehlen von IFNy und IL-2 mRNA
im Normalgewebe sprechen fiir die Existenz einer autoreaktiven, zytotoxischen

Entzlindungsreaktion bei der CP.

4.2.3. CD-25 und CD-3

Die signifikant erhohte CD-25 mRNA Expression im Gewebe der Patienten mit CP

unterstreicht die Vermutung, dass aktivierte T-Lymphozyten am Proze8 der CP

beteiligt sind. Eine Zytokinproduktion aktivierter T-Zellen wird im Allgemeinen bei

chronisch  fibrotischen Entziindungen beobachtet. So wurde wu.a. eine

Expressionssteigerung der mRNA fiir IL-2, IL-6, IL-10 und IFNy bei der chronischen
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Hepatitis C (Dumoulin et al. 1997) und der PBZ (Nagano et al. 1999) nachgewiesen.
Auch war bei diesen Studien IL-4 mRNA nicht oder nur geringfiigig nachweisbar.
Fir Auftreten und Persistenz aktivierter Lymphozyten werden stimulierende
Substanzen, ein zytokinreiches Gewebe und die extrazelluldre Matrix verantwortlich
gemacht (Flynn et al. 1997; Postlethwaite et al. 1997; Ploegh et al. 1997). Bei der
DBTC induzierten Pankreatitis der Ratte konnten wéhrend der chronischen Phase
ebenfalls eine erhohte IL-2, IFNy und CD-25 mRNA Expression festgestellt werden
(Sparmann et al. 2001). Eine Erhohung des Serumspiegels des 16slichen IL-2-
Rezeptors in der akuten Phase konnte bei einer Studie mit u.a. 34 Patienten mit CP
(Pezzilli et al. 1994) nachgewiesen werden und wurde hier als Folge der Aktivierung
des zelluldren Immunsystems diskutiert.

Die Patienten, die sowohl IL-2 als auch IFNy mRNA exprimierten, zeigten eine
signifikant gesteigerte CD-3 Expression. Da die Lymphozyten die einzigen Zellen
sind, welche IL-2 und IFN-y produzieren, war der mit dieser Methode nachgewiesene

Zusammenhang zu erwarten und bestatigte die vorgestellten Ergebnisse.

4.2.4. IFNy und MHC

Im Thymus werden die T-Zellen eliminiert, die gegen korpereigene Strukturen
reagieren. Autoreaktive T-Zellen, die dieser Selektion entgehen, werden durch zum
Teil noch nicht vollkommen geklirte Mechanismen kontrolliert und haben noch
keine krankheitsauslosende Potenz. Erst wenn regulierende Mechanismen versagen,
werden die autoreaktiven T-Zellen durch bestimmte HLA-Molekiile in Kombination
mit korpereigenen Proteinen aktiviert. Wéhrend der Entwicklung der
organspezifischen Autoimmunitdt kommt es zur Expression von MHC Molekiilen auf
Zellen, die normalerweise diese Molekiile nicht exprimieren (Bottazzo et al. 1983).
MHC Klasse I Molekiille werden von vielen kernhaltigen Zellen des Korpers
exprimiert, nicht aber von exokrinen Pankreaszellen (Daar et al. 1984). Azinus- und
Gangzellen des gesunden Pankreas synthetisieren normalerweise keine HLA-Klasse
IT Molekiile (Lautenschlager et al. 1989; Daar et al. 1984; Natali et al. 1981; Klein et
al. 1981), welche aber fiir die CD4 vermittelten Antigenerkennung notwendig sind.
Dennoch koénnen Zytokine wie IFNy (und TNF) diese Molekiile induzieren und
dadurch die Présentation mdglicher Antigene verstirken. Basham et al. (1983)
zeigten die durch IFNy induzierte Expression von HLA-DR Antigenen humaner

Melanomzellen. In einer anderen Arbeit erhoht IFNy unter experimentellen
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Bedingungen die Expression von Klasse I und II Molekiilen von kultivierten Azinus-
und Gangzellen (Pujol-Borrell et al. 1986). Das Vorkommen von HLA-DR
Antigenen in Pankreasgang und —azinuszellen konnte Ausdruck eines autoimmunen

Pathomechanismus sein (Okazaki et al. 2002).

Die Anwesenheit spezifischer HLA-Molekiile kann die Wahrscheinlichkeit erhéhen,
im Laufe des Lebens eine bestimmte Erkrankung auszubilden. Diese Antigene
konnten spezifische Peptide den T-Zellen prédsentieren und so eine
Autoimmunantwort auslosen. In einer Studie von 40 Patienten mit
Autoimmunpankreatitis konnte eine Assoziation zu Klasse II Antigenen
DRB1*0405-DQB1*0401) gezeigt werden. Kriterien fiir eine Autoimmunpankreatitis
waren unregelméfige Verengungen im Pankreasgangsystem, diffuse Schwellung des
Pankreas, erhohter Serum-IgG4 Spiegel, Ansprechen einer Prednisolontherapie sowie
fehlende Kalzifikationen und Alkoholabusus. HLA-Molekiile wurden fiir die
Antikorpererhohung vom Typ IgG4 und so fiir die Initiierung der Autoimmunantwort
verantwortlich gemacht (Kawa et al. 2002). Bereits 2001 berichteten Hamano et al. in
einer Studie mit u.a. 20 Patienten mit sclerosierender-Pankreatitis iiber erhohte
IgG4-Serumkonzentration. Es wurde ein direkter Zusammenhang zwischen IgG4 und
Schwere der Erkrankung postuliert. Kriterien der sclerosierenden Pankreatitis waren
dabei unregelmédflige Verengungen im Pankreasgangsystem, diffuse Schwellung des
Pankreas, Hypergammaglobulindmie mit erhohter Serum-IgG-Konzentration und das
Ansprechen einer Prednisolontherapie. Deshpande et al. fanden IgG4 positive Plasma
Zellen im Pankreas und im extrapankreatischen Gewebe wobei eine signifikante
Erhohung bei der AIP nachgewiesen werden konnte. In Auswertung der Daten
diskutierte die Arbeitsgruppe die AIP als Pankreasmanifestation einer systemischen
Autoimmunerkrankung (Deshpande et al. 2006). IgG4 ist eine IgG-Subklasse und
zeichnet sich durch die Unfdhigkeit aus, Clg-Komplement zu binden und die
klassische Komplementaktivierung auszuldsen.

Bovo et al. beobachteten 1987, dass die Gangzellen bei einem Teil der Patienten mit
chronischer Pankreatitis HLA-DR Molekiile exprimieren. Bedossa et al. (1990)
trennten in ihrer Studie zwischen der obstruktiven und der diffus fibrosierenden Form
der CP und wiesen eine Klasse II Antigen HLA-DR-Expression der Gangzellen bei
der obstruktiven Form nach. Jalleh et al. (1993) zeigten bei 82 % der untersuchten 93
Patienten mit CP eine MHC Klasse I Expression exokriner Epithelzellen. Eine Klasse
IT Expression war in 66% und eine Expression beider Typen in 57% der untersuchten

Fille nachzuweisen. Kontrollgewebe zeigten keine HLA-Expression. Eine gesteigerte
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HLA-DR Expression von Epithelzellen wurde auch bei anderen Erkrankungen mit
Immunregulationsstdorungen nachgewiesen und dort als pathogenetischer Faktor
diskutiert. Dazu zdhlen die PBZ (Ballardini et al. 1984), chronisch entziindliche
Darmerkrankungen (Hirata et al. 1986) und Diabetes mellitus Typl (Foulis et al.
1987). Es ist denkbar, dass die Induktion von MHC Klasse II Molekiilen auch bei der
Pathogenese der CP eine Rolle spielt. Die in dieser Arbeit nachgewiesene signifikant
erhohte IFNy mRNA-Expression bei der CP unterstiitzt diese Vermutung. Die IFNy
induzierte HLA-Expressionssteigerung sprache dann gegen einen genetischen Defekt
des HLA-Systems als dtiologischen Faktor und wire dann als Epiphdnomen im
Rahmen der CP zu werten. Eine angeborene genetische Pradisposition ist dennoch
nicht auszuschlieBen. In beiden Féllen ist eine zellvermittelte zytotoxische Reaktion
die Folge, moglicherweise ausgeldst durch die im Rahmen der Entziindungsreaktion
entstandenen Antigenstrukturen. Aktivierte T-Zellen und deren Mediatoren [z.B.
TGFB (van Laethem et al. 1996)] sind auch in diesem Zusammenhang fiir die

Unterhaltung der Entziindungsreaktion verantwortlich.

4.2.5. IFNy und Matrixmetallproteinasen

IFNy inhibiert die Synthese von Matrixmetallproteinasen (MMP) in Makrophagen
(Shapiro et al. 1990). Die Matrixmetallproteinasen gehdren zu einer Familie von
Proteasen, die in der Lage sind, eine Reihe von extrazelluliren Matrixproteinen
abzubauen (Matrisian et al. 1990). Die Genexpression von Matrixmetallproteinasen
unterliegt weitestgehend der Kontrolle von Wachstumsfaktoren, Hormonen und
Zytokinen. So wird die Expression der meisten MMP-Gene durch den Einfluss von
TNFa, PDGF, BFGF, EGF, IFNa und IL-1a (Murphy et al. 1990) gesteigert. Es wird
vermutet, dass die Fibrose nicht nur Ergebnis der vermehrten Matrixsynthese ist,

sondern auch eine Hemmung des Matrixabbaues (Arthur et al. 1994) beteiligt ist.
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Dies kann sowohl durch die Aktivierung von spezifischen Inhibitoren die als TIMP's
(tissue inhibitors of metalloproteinases) bezeichnet werden als auch durch die direkte
Hemmung der MMP's erreicht werden. IFNy konnte liber den Weg der Hemmung
der Synthese von Matrixmetallproteinasen fiir den bindegewebigen Umbau des

Organs bei der CP mitverantwortlich sein.

4.2.6.1L-10 und IL-4

Es waren keine Expressionsunterschiede der IL-10 mRNA zwischen Patientengruppe
und Kontrollgruppe nachzuweisen. IL-10 zdhlt zu den immunsupressiven Zytokinen
(de Vries et al. 1995). Seine protektive Funktion konnte beispielsweise bei der akuten
Pankreatitis (Pezzilli et al. 1997) und beim Morbus Crohn (van Deventer et al. 1997)
gezeigt werden. Deviére et al. (2001) konnten eine signifikante Reduktion des
Risikos an einer Post-ERCP Pankreatitis zu erkranken durch Applikation von IL-10
30min vor Beginn der Untersuchung nachweisen. Es wurde postuliert, dass IL-10 die
Ausschiittung proinflammatorischer Mediatoren (z.B TNFa) inhibiert, welche nach
Schiadigung von Azinuszellen durch ins Pankreasgewebe rekrutierte Immunzellen
freigesetzt werden. IL-10 scheint allerdings bei der CP eine untergeordnete Rolle zu
spielen, wenn nicht gerade durch das Auftreten akuter Entziindungsschiibe eine

antiinflammatorische Gegenregulation induziert wird (Pezzilli et al. 1997).

Bei der Rheumatoiden Arthritis konnte gezeigt werden, dass in der Synovialmembran
unter IL-4 EinfluB die Produktion proinflammatorischer Zytokine reduziert war
(Miossec et al. 1992). In der vorliegenden Arbeit war eine IL-4 mRNA-Produktion
nachweisbar. Allerdings wire (bei nur zwei von 30 Patienten mit CP) diese kaum
nachweisbare IL-4 mRNA-Expression wahrscheinlich Folge der signifikant
gesteigerten mRNA Expression von IL-1 und IL-6. Aufgrund der Fahigkeit von IL-4
und IL-10 die Produktion proinflammatorischer Zytokine und die Differenzierung
von Thl-Zellen und deren Zytokinproduktion zu inhibieren, wéiren neue
therapeutische Strategien durch den Einsatz dieser Zytokine bei der Behandlung von
immunologischen Reaktionen bei der CP denkbar, wie dies schon tierexperimentell
gezeigt wurde (Brock et al. 2006). Dies setzt allerdings eine genauere

Charakterisierung dieser Zytokine insbesondere ihrer Wirkung in vivo voraus.
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4.3. CP und weitere Zytokine

Bei der Pathogenese der CP werden weitere Zytokine diskutiert. Als Beispiel sei IL-8
genannt, dessen Expression im Gewebe von Patienten mit CP nachgewiesen werden
konnte. De Sebastiano et al. (2000) fanden IL-8 hauptsichlich in Nerven
benachbarter Makrophagen. Es lief3 sich eine positive Korrelation zwischen der 1L-8
mRNA Expression und sowohl dem Entziindungsgrad als auch der Stirke der
Pankreasgangveranderungen ermitteln. Zwischen der IL-8 Expression und dem
Fibrosegrad wurde kein signifikanter Zusammenhang gefunden. Xie et al. (2002)
untersuchten den zeitlichen Verlauf u.a. der IL-8 Expression von Azinuszellen
(semiquantitative RT-PCR und Immunhistochemie) bei der CP von WBN/Kob
Ratten. Nach 12 Wochen waren pankreatitisspezifische Organverdnderungen sichtbar
und die IL-8 Expression erreichte ihr Maximum. Es wurde eine Beteiligung von IL-8
an frithpathogenetischen Prozessen postuliert.

Saurer et al. (2000) untersuchten die Expression von C-X-C Chemokinen (IL-8,
ENA-78, MIG) und C-C Chemokinen (MCP-1, I-309) im Gewebe von Patienten mit
CP und fanden eine deutliche Hochregulation von IL-8, ENA78, MCP-1 in
Pankreasgangzellen, Fibroblasten, Endothelzellen und Entziindungszellen im
Vergleich zum Kontrollgewebe (Saurer et al. 2000). Diese Substanzen sind
verantwortlich fiir die Rekrutierung von neutrophilen bzw. mononuklearen
Entziindungszellen und machen deutlich, dass das Pankreasparenchym aktiv an der
Induktion von Entziindungsreaktionen bei der CP beteiligt ist.

Detlefsen et al. untersuchten immunhistochemisch das Vorkommen von
Myofibroblasten und deren Zytokine TGF-betal (Propeptid) und PDGF-B bei
unterschiedlichen Stadien der alkoholtoxischen chronischen Pankreatitis. Es konnte
eine starke Ausprigung am Beginn der Erkrankung nachgewiesen werden was fiir
eine Beteiligung der untersuchten Zellen und deren Zytokine bei der Initiierung der
Fibrose bei der CP spricht (Detlefsen et al. 2006). PDGF stimuliert unter anderem die
Aktivierung von Stellate-Zellen im Pankreas (Jaster et al. 2003).

Auch iiber IL-18 wurden Ergebnisse publiziert, die diesem Zytokin eine Beteiligung
beim bindegewebigem Umbau des Organs zusprechen. Die IL-18 Expression war
sowohl im Serum als auch im Pankreasgewebe von Patienten mit CP erhoht. Als
Ursprungszellen fiir die IL-18 Produktion wurden sowohl Azinuszellen als auch im

Pankreas befindlichen Zellinfiltrate identifiziert (Schneider et al. 2006).

98



Es wurde auch fiir einige Wachstumsfaktoren und ihren Rezeptoren eine gesteigerte
Expression bei der CP nachgewiesen. Sie werden u.a. von Azinus- und Gangzellen
produziert und beeinflussen den fibrotischen Umbau durch Aktivierung von

Fibroblasten und direkte Stimulation von Verdnderungen der extrazelluliren Matrix.

4.4. Immunologische Aspekte bei Pathogenese und Progredienz der CP

Die Beziehung zwischen akuter und chronischer Pankreatitis wird schon seit
Jahrzehnten untersucht. Es ist allgemein anerkannt, dass die Manifestation einer CP
in enger Beziehung zu vorangegangenen akuten, pankreatitischen Phasen steht.
Allerdings ist bis heute nicht geklért, welche Faktoren die Entwicklung bis hin zu
einer irreversiblen Organverdnderung, wie bei der CP beobachtet, bestimmen. Es ist
nicht auszuschlieBen, dass veridnderte Zytokingenexpressionen den Krankheitsprozef3
nach akuten Pankreatitiden beeinflussen, nicht zuletzt, weil auch das
Pankreasparenchym eine bedeutende Quelle dieser kompetenten Mediatoren darstellt
(Saurer et al. 2000).

Der starke fibrotische Umbau des Organs stellt eine der wesentlichsten
histomorphologischen Verdnderungen bei der chronischen Pankreatitis dar. So
konnen z.B. durch verschiedenste Antigene stimulierte Lymphozyten bei der
Pankreatitis Zytokine sezernieren, die ihrerseits die Produktion extrazelluldrer
Matrixproteine (Fibronektin, Kollagen) induzieren (Johnson et al. 1976). Im
Mittelpunkt des Interesses steht TGF-B3, welcher als Regulator der Wundheilung,
Inhibitor proinflammatorischer Zytokine und Stimulator der Synthese von
Bestandteilen der extrazelluldren Matrix gilt (Roberts et al. 1990). Van Leathem et al.
(1995) haben im chronisch verdnderten Pankreasgewebe Hinweise auf eine vermehrte
Genexpression und Freisetzung von TGFB1 vor allem in den fibrotischen
Gewebearealen gefunden. Die infiltrierten Leukozyten sind also in der Lage, mittels
ihrer Zytokine z.B. IL-1, IL-6, TNFo und TGFf die Fibroblastenproliferation und
den Metabolismus der extrazelluliren Matrix zu beeinflussen (Wahl et al. 1989). In
einem Tiermodell der Pankreatitis bei der Ratte wurde weiterhin gezeigt, dass die
Kollagenexpression in Zusammenhang mit der Entziindungsreaktion steht (Sparmann

etal. 1997).
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Fir die vergleichende Betrachtung der Organverdnderungen bei akuter und
chronischer Pankreatitis sind zuverldssige Tiermodelle entscheidend, da nur eine
geringe Zahl an Pankreasresektaten von Patienten mit akuten Pankreasentziindungen
zur Verfiigung steht. Zum anderen sind Beziehungen zwischen klinischer Ursache der
Erkrankung und der unterschiedlichen Expression der Zytokine sowie der
histologischen Verdnderungen in den fiir diese Untersuchungen zur Verfiigung
stehenden sehr kleinen Gewebemengen nur mit Zuriickhaltung zu diskutieren. Zur
Losung dieses Problems werden gro3e Anstrengungen unternommen, um geeignete
Tiermodelle fiir die CP zu entwickeln. Ein allgemein anerkanntes Modell ist das der
DBTC induzierten, fibrosienden Pankreatitis bei der Ratte, welche histopathologisch
der CP beim Menschen dhnlich ist (Sparmann et al. 1997). Dieses Modell ermoglicht
es, die Erkrankung auch zum Zeitpunkt ihrer Entstehungen zu untersuchen, und
erwies sich in der Folge als gutes Werkzeug, um die sequentiellen Verdnderungen bei
der Pankreatitis besser untersuchen zu konnen. In weiterfilhrenden Studien wurde
hier eine im Verlaufe des Entziindungsprozesses zunehmende Infiltration mit CD4+
T-Lymphozyten nachgewiesen. Eine AntiCD4+-Antikérpertherapie reduzierte
dagegen die Schwere der Entziindung. Dies lief3 eine pathogenetische Rolle der CD4
Lymphozyten bei der experimentellen Pankreatitis vermuten (Behrend et al. 1999).
Auch konnte in diesem Tiermodell in der akuten Phase der Erkrankung eine
gesteigerte mRNA Expression der Zytokine kodierend fiir IL-13, IL-6 und IL-10
nachgewiesen werden. In der chronischen Phase der Erkrankung waren die durch
Lymphozyten hervorgerufenen Expressionen von IL-2-; IFNy und IL-2R mRNA
erhoht (Sparmann et al. 2001).

Eine andere Studie zeigte eine Beziehungen zwischen dem Grad der
Gewebeinfiltration mit immunkompetenten Zellen in Nachbarschaft das Pankreas
befindliche Nerven und der Intensitit der Schmerzattacken bei an CP leidenden
Patienten. Diese Beobachtung spricht fiir eine neuroimmunologische Ursache fiir die
bei der CP auftretenden Symptome (Di Sebastiano et al. 1997).

Nicht nur die Ergebnisse dieser Arbeitsgruppe zeigen die aktiven Interaktionen
zwischen Pankreas-, Entziindungs- und Nervenzellen durch teilweise aktiv durch
diese Zellen sezernierten Substanzen (z.B. NGF) und lassen eine Beteiligung der im
Pankreas vorhandenen Nervenstrukturen am Entziindungsprozess vermuten (Friess et

al. 1999).
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4.4.1. Autoimmunpankreatitis

Ein Erkldrungsansatz fiir die Chronizitdt der Pankreatitis ist die Annahme des
Vorhandenseins von Antigenen, die dann fiir die Aufrechterhaltung einer
Immunraktion verantwortlich sein konnten. Als AG wird zum Beispiel bei der
Idiopatischen CP die Carboanhydrase2 diskutiert (Kino-Ohsaki et al. 1996). Auch
andere AG wurden in diesem Zusammenhang untersucht (Peen et al. 1993). Trotz
kleiner Fallzahlen fanden sich Unterschiede zur chronischen athyltoxischen
Pankreatitis. Mittels Radioimmunoassay mit pankreatischem Antigenserum konnten
bei 6/20 Patienten (30%) mit einer idiopathischen CP Autoantikdrper identifiziert
werden. Bei 3/11 (27%) Patienten mit Sjorgren-Syndrom lieBen sich Autoantikorper
identifizieren, hingegen wies nur 1/15 (7%) Patienten mit chronischer dthyltoxischer
Pankreatitis Autoantikdrper auf (Nishimori et al. 1994). Okazaki et al. (1989)
isolierten einen monoklonalen Antikdrper (SP3-1), der in der Lage ist ein Antigen zu
identifizieren, welches von duktalen Zellen exokriner Organge, einschlieBlich des
Pankreas, exprimiert wird.

Im Jahre 2000 konnten Okazaki et al. bei Patienten mit nicht-alkoholinduzierter CP
erhohte Serumspiegel von Ca-2 AK und Laktoferin-AK beobachten. Sowohl CA-2
als auch Laktoferrin werden in dieser und in weiteren Studien (Aparisi et al. 2005) als
Ausgangspunkt einer Immunreaktion gesehen. Die in der Arbeit von Okazaki et al.
(2000)  postulierte  Thl-Typ-vermittelte Immunantwort bei Patienten mit
Autoimmunpankreatitis ist durch eine vorherrschende zellulire Immunitat,
Makrophagenaktivitit, Zytotoxizitdt und die Verstirkung der B-Zell Funktion
einschlieBlich  der Produktion von komplementfixierenden  Antikorpern
charakterisiert.

2002 konnte an einem Maus-Modell eine mogliche autoimmune Induktion der AIP
nachvollzogen werden. Durch Immunisierung mit Carboanhydrase2 und Laktoferrin
entwickelten neonatal thymektomierte BALB/c-Mause eine vorwiegend durch CD4+
Th-Zellen vermittelte Pankreatitis (Uchida et al. 2002). Die Carboanhydrase gehort
zu einer Gruppe von Zink-Metall-Enzymen, welche die reversible Hydratation von
Kohlendioxid zu Bicarbonat katalysiert und in den Gangzellen verschiedener Organe
einschlieBlich  Pankreas,  Speicheldriisen, den  Gallengdngen und im
Nierentubulussystem vorkommt. Lf ist ein Protein, dall von verschiedenen Geweben
wie z.B. der Brustdriise, Driisen des Bronchialsystems, von Speichel- und
Magendriisen und in Azinuszellen des Pankreas exprimiert wird. (Kumpulainen et al.

1984; Jonas et al. 1993). Diese Expression konnte die hdufige Assoziation der AIP
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mit weiteren Autoimmunerkrankungen wie einer sklerosierenden Cholangitis und
dem Sjogren-Syndrom erkliren.

Man muss davon ausgehen, dass ein Teil der zuvor als ideopathisch klassifizierten
Pankreatitiden in Wirklichkeit autoimmunen Ursprungs waren. Nicht zuletzt die in
den Forschungsarbeiten der vergangenen Jahre von unterschiedlichen Arbeitsgruppen
eingefiihrten neuen Termini wie z.B. die ,,primary chronic pancreatitis” (Cavallini et
al. 1993), ,,autoimmunpancratitis” (Yoshida et al. 1995; Ito et al. 1997), “non-
alcoholic duct-destructive chronic pancreatitis® (Ectors et al. 1997; Youssef et al.
2004), ,,Jlymphoplasmocytic sclerosing pancreatitis* (Kawaguchi et al. 1991; Kram et
al. 2002), ,,granulomatous pancreatitis*“ (Gschwantler et al. 1995) und die “sclerosing
pancreato-cholangitis* (Erkelens et al. 1999, Horiuchi et al. 2001) waren Ausdruck
der Bemiihungen, die durch offensichtlich autoimmune Mechanismen
mitverursachten histopathologischen Verdnderungen bei der CP im Rahmen einer
neuen Entitdt zu klassifizieren.

Das endosonographische Bild einer AIP ist dem bei vorliegendem Pankreaskarzinom
dhnlich. In einer 2004 publizierten Arbeit wurde aufgrund von typischen Kriterien
(bildgebenden Verfahren, Laborparametern, Klinik), dem endosonographischen Bild
eines diffus vergroBerten, echoarmen Pankreas sowie dem zytologischen Nachweis
von chronischen Entziindungszellen im Feinnadelaspirat die Diagnose einer AIP
wahrscheinlich. Bei Erfolg einer sich anschlieBenden Steroidtherapie konnte bei
derart ausgewdhlten Patienten der operative Eingriff bei in Frage kommender

Malignitit vermieden werden (Farrell et al. 2004).

4.4.2. Immunreaktionen bei idiopathischer und éthyltoxischer chronischer

Pankreatitis

Ergebnisse aus immunhistochemischen Untersuchungen zur Lokalisation von T-
Zellen, B-Zellen und Makrophagen in Gewebeproben von Patienten mit
alkoholischer CP weisen auf zellvermittelte Immunreaktionen hin. Emmrich et al.
(1998) wiesen u.a. erhohte Zahlen von CD4 und CD8 positiven Lymphozyten im
Gewebe von Patienten mit CP mit einer Dominanz von CDS8 positiven Lymphozyten
nach. Die Lymphozyteninfiltrate waren hier hauptsdchlich in der Marginalzone
zwischen fibrotischen Arealen und Pankreasparenchym zu finden, weswegen eine
Beteiligung von immunkompetenten Zellen bei der Entstehung der extrazelluldren

Matrix postuliert wurde. Aufgrund ihrer Prasenz konnte man nicht ausschlieen, dass
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autoimmune Mechanismen an der Aufrechterhaltung der chronischen Entziindung
beteiligt ~ waren. Die  Bedeutung der  Verhédltnisse der  einzelnen
Leukozytenpopulationen bei Erkrankungen ist noch nicht ausreichend erforscht. Aber
es ist allgemein anerkannt, dass Autoimmunerkrankungen mit einer Akkumulation
von CD4 positiven Zellen, wie bei der Rheumatoiden Arthritis (Pitzalis et al. 1988;
Pitzalis et al. 1991), PBZ (Jones et al. 1988) und bei der Atopischen Dermatitis
(Reinhold et al. 1991) bereits beschrieben, assoziiert sind. Das Uberwiegen der CD8
positiven Zellpopulation ist z.B. in gesunden Organen (Bedossa et al. 1990; Zeitz et
al. 1991; Bos et al. 1987), bei der Pankreatitis (Bedossa et al. 1990) und bei akuten
Entziindungen gezeigt worden. CDS8 positive Zellen sind MHC-restringierte,
zytotoxische T-Zellen und erkennen Antigene in Verbindung mit Klasse I MHC-
Molekiilen. Diese in einigen Studien belegte verminderte CD4/CDS8 Ratio im Gewebe
von Patienten mit CP verglichen mit der Ratio von entsprechenden Blutproben lédsst
eine gesteigerte Aktivitdit bzw. eine bevorzugte Rekrutierung von MHC-Klasse I
restringierten CD8 T-Lymphozyten vermuten (Hunger et al. 1997; Ebert et al. 1998;
Emmrich et al. 1998).

In einem Tiermodell konnte gezeigt werden, dass bet MHC-II knockout Méusen die
Zerstorung von Azinus- und Gangzellen von autoreaktiven CD8+ Lymphozyten
mitverursacht werden und es so zu einer immunologisch vermittelten exokrinen
Pankreasschdadigung kommt. CD4 T-Zellen sind in der Lage, durch Sekretion von IL-
10 oder TGFP die Entwicklung einer zellvermittelten Immunreaktion zu hemmen.
Das Uberwiegen der CD8 T-Zellaktivitit im betroffenen Pankreasgewebe von MHC
Klasse Il knockout Mdusen kann durch eine fehlerhafte intrathymische
Differenzierung der CD4 Zellen erkldrt werden. Im Ergebnis der verminderten CD4
Zellzahl kommt es dann zur Exazerbation der zellvermittelten Zytotoxizitéit (Vallance
et al. 1998). Diese Annahme wurde zusdtzlich von der Beobachtung einer
gesteigerten Perforin-mRNA-Expression sowohl in der CD56+ NK- als auch in der
CD8+ Zellpopulation im Gewebe von Patienten mit chronisch, entziindlich
verdndertem Pankreas gestiitzt. Perforin ist dabei Ausdruck der Aktivierung
zytotoxischer Zellen. Es wird somit eine Beteiligung dieser Zellen an der
Gewebszerstorung bei der CP vermutet, da diese auch in unmittelbarer Nachbarschaft
zum verbliebenen intakten Pankreasparenchym gefunden wurden (Hunger et al.
1997). Autoreaktive T-Zellen existieren auch im gesunden Immunsystem, werden
allerdings durch regulatorische T-Lymphozyten kontrolliert (Sprent et al. 1995). In
Féllen von Stérungen in der Immunbalance oder der thymischen Selektion ermdglicht

der Verlust an regulatorischen T-Lymphozyten eine Akkumulation zytotoxischer T-
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Zellen. Eine Erkldrung fiir die Initiierung der zellvermittelten zytotoxischen Reaktion
ist die Annahme des Vorhandenseins von Antigenen, die dann fiir die MHC-Klasse I
restringierte Aktivierung zytolytischer T-Zellen verantwortlich sein kdnnte. So wére
es denkbar, dass z.B. durch chronischen Alkoholkonsum eine Verdnderung
korpereigener Proteine generiert wird und diese dann als auslosende Faktoren einer
autoimmunen Reaktion fungieren konnten. Den Zytokinen kommt an dieser Stelle
besondere Bedeutung zu, da sie nicht nur in der Lage sind, diese Reaktionen auf
spezifische und unspezifische Weise (Taub et al. 1996) zu vermitteln, sondern auch
Fehlregulationen z.B. im Sinne einer fehlenden oder verzdgerten Selbstlimitierung
der Aktivierung denkbar wéren. Bereits in fritheren Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass es bei Organldsionen, wie z.B. Entziindungen, zu einer Freisetzung von
organspezifischen Antigenen in den Organismus kommt, woraus eine in-vivo
Sensibilisierung von Lymphozyten durch diese als fremd erkannten Stoffe resultiert.
Der Nachweis gegeniiber dem Pankreas sensibilisierter Lymphozyten bei einigen
Patienten mit CP spricht fiir die Beteiligung einer Uberempfindlichkeitsreaktion vom
verzogerten Typ. Diesem Entziindungstyp wird allgemein eine wichtige Rolle bei

autoimmunen Reaktionen zugesprochen (Schiitt et al. 1975; Velbri et al. 1973).

Zusammengenommen weisen diese Untersuchungen auf eine Beteiligung
immunologischer =~ Mechanismen  hin, mdglicherweise  verursacht  durch
autoimmunologische Prozesse, sowohl bei Pathogenese und Pathophysiologie, als
auch bei der Entwicklung der Chronizitit der d&thyltoxischen CP. Diese
Autoimmunitdt konnte sowohl Folge der Stérung des Gleichgewichtes des
Immunsystems als auch der lokalen und systemischen Aktivierung ruhender
autoreaktiver T-Zellen sein (Wekerle et al. 1998). Beobachtungen von
Pankreasverdnderungen bei einigen Autoimmunerkrankungen, Typl Diabetes
mellitus (Roep et al. 1996) und Sjogren’s Syndrom (Nishimori et al. 1993)
bekriftigen diesen Ansatz. Die Beobachtung, dass im untersuchten Gewebe der
Patienten mit CP ein anderes Zytokinexpressionsmuster vorhanden war als im
gesunden Pankreasgewebe, ldsst den untersuchten Zytokinen eine wichtige Rolle im
Erkrankungsprozess zukommen. Sowohl den Stimuli, die fiir die Induktion der
Mediatorengene verantwortlich sind, als auch den sich daraus resultierenden
Konsequenzen miissen in zukiinftigen Arbeiten weiter Aufmerksamkeit geschenkt

werden
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Bereits Shimizu et al. (2002) konnten zeigen, dass mit Thiazolidinedion-Derivate
(TZD-D - Troglitazon) behandelte Ratten eine abgeschwichte Form der CP
ausbilden. Dabei wurde die Hypothese aufgestellt, dass das Fortschreiten der
Pankreatitis durch den hemmenden Einfluss von TZD-D auf die Produktion
proinflammatorischer Zytokine vermittelt wird. IL-8 Serum- und TNFa mRNA-
Spiegel waren in den Pankreata der mit TZD-D behandelten WBN/Kob-Ratten im
Vergleich  zur  Kontrollgruppe  deutlich ~ abgeschwicht  nachweisbar.
Thiazolidinedione-Derivate sind neue Antidiabetika, welche die Insulinwirkung
wieder steigern und werden in dieser Studie als therapeutischer Ansatz bei der CP
diskutiert. In einer von Tanaka et al. (2000) beschriebenen Studie waren unter 2220
untersuchten Patienten mit CP insgesamt vier Patienten mit Zeichen -einer
Autoimmunpankreatitis, welche auch gleichzeitig einen Diabetes mellitus aufwiesen.
Nach Behandlung mit Prednisolon kam es zu einer Verbesserung der Insulinsekretion
bei diesen Patienten. Immunhistochemisch konnten CD4 und CDS8 T-Zellinfiltrate in
der Ndhe von Gangzellen des geschidigten Pankreas nachgewiesen werden, welche
HLA-Klasse II Molekiile exprimierten. Auch hier wurde die Freisetzung von
Zytokinen aus den Zellinfiltraten dafiir verantwortlich gemacht. Es wurde weiter
angenommen, dass die B-Zellen unter dem Zytokineinfluss in ihrer Funktion
gehemmt wurden, da sich nach Glucocorticoidbehandlung die Insulinproduktion
normalisierte.

Es ist also anzunehmen, dass die bei der chronischen Pankreatitis beschriebenen
Zellinfiltrate u.a. durch die Sekretion von Zytokinen erheblichen Einfluss auf den
Verlauf der Erkrankung nehmen. Mit einem besseren Verstandnis um die Umsténde,
die fiir die Zytokininduktion verantwortlich sind, wire es moglich, therapeutisch in
den Krankheitsprozess einzugreifen und somit eine chirurgische Intervention zu
verhindern. Hier wiren die Hemmung der Freisetzung proinflammatorischer
Zytokine und die Hemmung der Th1-Zell-Differenzierung z.B. durch IL-4 und IL-10
mogliche Ansatzpunkte. Brock et. al. beschrieben in einem Tiermodell einen Weg
wie die IL-4 Expression im entziindeten Pankreasgewebe durch adenoviral
vermitteltem Gentransfer induziert und so die Immunantwort modifiziert werden

konnte (Brock et al. 2005; Brock et al. 2006).

Die Arbeit zeigt, dass sowohl die Rolle der nachgewiesenen Zytokine als auch die
Mechanismen die zu ihrer Aktivierung fithren vielversprechende Ansatzpunkte in der
Pankreasforschung sind. Weiteren Ergebnissen aus molekular- und zellbiologischen

Untersuchungen bleibt es vorbehalten, die auslésenden Faktoren fiir die Induktion der
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Zytokingene zu ermitteln sowie Zusammenhinge zwischen den é&tiologischen
Faktoren und den morphologischen bzw. pathophysiologischen Aspekten der

chronischen Pankreatitis aufzudecken.

Dabei konnten sowohl Proteine aus dem Pankreas als auch pankreasunabhingige
Proteine als mogliche Antigenstrukturen in Frage kommen. Ergebnisse der
Vergangenheit auf zell- und molekularbiologischer Ebene konnten einige der
komplexen Interaktionen zwischen Effektorzellen des Immunsystems und den
Pankreasparenchymzellen aufzeigen. Die Ermittlung verdnderter Expressionen von
Wachstumsfaktoren und Entziindungsmediatoren als mogliche Ursache der
Fehlregulation der Immunantwort werden dabei auch zukiinftig mehr an Bedeutung
gewinnen. Diese Erkenntnisse konnen dazu beitragen, die unterschiedlichen Facetten

der CP zu beschreiben bzw. zu erklaren.

Im Ergebnis konnten Pankreaserkrankungen frithzeitig diagnostiziert und genauere
Aussagen iiber Verlauf und Prognose der Erkrankung formuliert werden. Eine
zufrieden stellende Klassifikation der chronischen Pankreatitis lieBe sich ebenfalls
erarbeiten. Nicht zuletzt konnten Erkenntnisse {iber die funktionelle Konsequenz von
Genaktivititen und Gendefekten bei der Entwicklung von neuen therapeutischen
Konzepten behilflich sein, die dann in eine bestehende pathogenetische Kette
eingreifen wiirden. Durch die Beeinflussung der Zytokinproduktion mittels
Medikamente und durch die Beeinflussung der Interaktion eines Zytokins mit seinem
Rezeptor durch die Anwendung von Antikdrpern bzw. Antagonisten wéren

Moglichkeiten vorhanden, um therapeutisch Einfluss zu nehmen.
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5. Zusammenfassung

Die Infiltration des erkrankten Gewebes bei der chronischen Pankreatitis (CP) mit
Leukozyten ist in den vergangenen Jahren ausfiihrlich beschrieben worden. Die
Rekrutierung und Aktivierung dieser Zellinfiltrate ist abhdngig von der lokalen
Produktion von Entziindungsmediatoren. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
lassen darauf schlieBen, dass auch bei der alkoholtoxischen CP Zytokine am
Entziindungsgeschehen beteiligt sind. In Anbetracht der groBen Anzahl der bisher
identifizierten Zytokine beschrinkte sich die Untersuchung auf den Nachweis von IL-
1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 und IFNy mRNA. Zusétzlich wurde die mRNA Expression
der Lymphozytenoberflaichenantigene CD-3 und CD-25 bestimmt. Ziel war es,
Unterschiede in der Expression dieser Gene zwischen Patienten und einer
Kontrollgruppe festzustellen, sowie diese Ergebnisse auf klinische und
histopathologische Daten zu beziehen. Als Untersuchungsmaterial dienten 30
Gewebeproben von Patienten mit chronischer Pankreatitis wobei es sich bei der

iiberwiegenden Mehrzahl der Patienten (26) um die dthyltoxische Form handelte.

Es konnte gezeigt werden, dass in Gewebeproben von Patienten mit CP im Vergleich
zum Kontrollgewebe die Zytokin-mRNA Expression von IL-1, IL-6 und IFN-y
signifikant gesteigert war. Fiir die Lymphozytenoberflaichenantigene CD-3 und CD-
25 konnte ebenfalls eine signifikant erhohte Expression nachgewiesen werden. Es
konnte in der CP-Gruppe fiir die Transkriptlevel von IL-2 und IFN-y eine positive
Korrelation nachgewiesen werden, wobei die RNA Dbeider Zytokine im
Normalgewebe nicht detektierbar war. Auch korrelierte die CD-25 mRNA-
Expression positiv mit dem Nachweis von CD-3.

Dabei weisen erhohte Werte fiir IL-1 und IL-6 auf eine unspezifische entziindliche
Aktivitdit hin. Bei fehlendem Unterschied zwischen Patienten- (CP) und
Kontrollgruppe beziiglich der IL-4 und der IL-10 mRNA-Expression kann aufgrund
erhohter Expressionen von IL-2 und IFNy von einer Verschiebung des
Gleichgewichtes zwischen Th1l und Th2 Zytokinen zu Gunsten der Th1l Zytokine bei
der CP ausgegangen und die Beteiligung von spezifisch sensibilisierten Thl-
Lymphozyten am Entziindungsprozess der CP angenommen werden. Diese
Vermutung wird auch von der ermittelten signifikant negativen Korrelation zwischen
der CD-25/CD-3 Ratio (als Ausdruck fiir den Anteil aktivierter T-Zellen in der T-
Zell-Population) und der IL-10 Expression gestiitzt.
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Histologisch bestand ein positiver Zusammenhang zwischen dem Fibrosegrad und
den drei histologischen Kriterien Lymphozyteninfiltration, Azinusatrophie und dem
Vorhandensein von tubuldren Komplexen. Die Gewebe mit verstirktem Nachweis
von Narbenfeldern waren insgesamt auch verstirkt fibrotisch umgebaut und zeigten
vermehrt atrophe Azini. Auch war der Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein
von tubulidren Komplexen und dem Grad der Lymphozyteninfiltration statistisch
signifikant.

Beim Vergleich der histopathologischen- mit den klinischen Daten zeigte sich bei
einer lingeren Krankheitsdauer eine sowohl vermehrte Lymphozyteninfiltration als
auch eine stirker ausgeprigte Azinusatrophie.

Eine Autoimmunpankreatitis kann primir auftreten, findet sich aber auch sekundir
im Rahmen anderer Autoimmunerkrankungen, insbesondere bei PSC, PBZ, beim
Sjogren-Syndrom und mdglicherweise auch bei  chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen. In Zusammenfassung der Ergebnisse dieser Arbeit konnen
immunologische Mechanismen auch bei der alkoholinduzierten CP vermutet werden.
Fiir die Pathogenese scheint — wie bei organspezifischen Autoimmunerkrankungen —

eine Immunantwort vom Th1-Typ von besonderer Bedeutung zu sein.
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Thesen

Die chronische Pankreatitis (CP) ist eine progrediente Erkrankung, bei der das
funktionstlichtige Pankreasgewebe kontinuierlich oder schubweise geschadigt wird.

Es resultiert eine Fibrose, die zunehmend das Parenchym ersetzt.

Wihrend bei der akuten Pankreatitis zahlreiche Arbeiten die Rolle von Zytokinen
diskutieren, liegen nur wenige Studien vor, welche die Expression dieser
Immunmodulatoren im Gewebe der humanen chronischen Pankreatitis beschreiben.
Eine fehlgeleitete Immunantwort konnte einen FErkldrungsansatz fiir das
Fortschreiten der CP mit Gewebezerstorung, Gewebeumbau und Fibrosierung

liefern.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Genexpression von Zytokinen (IL-1, IL-6,
IL.4, IL-10, IL-2, IFNy) und Lymphozytenoberflichenantigenrezeptoren (CD-3,
CD-25) in Pankreasgewebeproben von Patienten mit CP nachgewiesen. Die
Zytokin-mRNA-Expression wurde in dieser Arbeit mit Hilfe der semiquantitativen,

kompetitiven RT-PCR bestimmt.

Das Pankreasgewebe konnte von Patienten mit chronischer Pankreatitis gewonnen
werden, bei denen im Verlaufe ihrer Erkrankung eine Operation mit Resektion von
Pankreasgewebe notwendig wurde. Insgesamt wurden 30 Patienten mit chronischen
Pankreatitiden sowie Gewebeproben von acht gesunden Spenderpankreata, die als
Vergleichsfille dienten, ausgewdhlt und der molekularbiologischen Untersuchung

zugefiihrt.

Die histopathologische Charakterisierung der Pankreasresektate wurde von Herrn
Prof. Nizze aus dem Institut fiir Pathologie vorgenommen. Dabei wurde das Gewebe
auf verschiedene Eigenschaften (Lymphozyteninfiltration, Fibrosegrad usw.)

untersucht und bewertet.

Um Unterschiede in der mRNA-Expression der untersuchten Zytokine und
Lymphozytenrezeptoren zwischen der Gruppe der Patienten mit CP und der
Kontrollgruppe nachweisen zu konnen, wurde ein Vergleich der Messwerte

(Mittelwerte) mittels des U-Testes nach Mann/Whitney durchgefiihrt. Dabei waren
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in der Gruppe der Patienten mit CP die mRNA-Expression von IL-6 signifikant, von
IL-1, IFNy und CD-25 sehr signifikant und von CD-3 hoch signifikant gesteigert.

Die IL-1 Expression war in allen 38 untersuchten Geweben (100%) und eine IL-6
Expression bei 26 Patienten mit CP (86,7%) und bei 5 Kontrollen (62,5%)
nachweisbar.Die Erhéhung von IL-1 und IL-6 mRNA bei den durchgefiihrten
Untersuchungen ist im Rahmen von unspezifischen Entziindungsreaktionen bei der

CP zu werten.

Die signifikant erhohten IL-1 mRNA Werte konnten ein weiterer Hinweis fiir die

Beteiligung von IL-1 an der Pankreasfibrose sein.

CD-3 und CD-25 mRNA konnte in allen Pankreatitisgeweben nachgewiesen
werden, wihrend in 6 Normalgeweben CD-3 (75%) und in 5 Normalgeweben CD-
25 (62,5%) nachweisbar war.

Die IL-2 mRNA zeigte bei der CP im Vergleich zum Normalgewebe eine Tendenz
zur signifikant gesteigerten Expression und war genauso wie die IFNy mRNA

(positiv bei 20 Patienten, 66,7%) im Normalgewebe nicht detektierbar.

Eine IL-4 Expression konnte nur bei zwei Fillen der CP-Gruppe, nicht aber in der

Kontrollgruppe nachgewiesen werden.

Beim Vergleich der IL-10 mRNA Expression zwischen der Patientengruppe konnte

kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Der Nachweis von IL-2 und IFNy mRNA bei gleichzeitig fehlendem Unterschied fiir
IL-4 und IL-10 weisen auf eine Aktivierung von Thl-Zellen im Gewebe von
Patienten mit CP und lassen die Beteiligung spezifischer zelluldrer Immunreaktionen

am pathogenetischen Prozess der CP vermuten.
Die signifikant erh6hte CD-25 mRNA Expression im Gewebe der Patienten mit CP

unterstreicht die Vermutung, dass aktivierte T-Lymphozyten am Prozess der CP

beteiligt sind.
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Die Patienten, die sowohl IL-2 als auch IFNy mRNA exprimierten, zeigten eine
signifikant gesteigerte CD-3 Expression. Da die Lymphozyten die einzigen Zellen
sind, welche IL-2 und IFN-y produzieren, war der auch mit dieser Methode

nachgewiesene Zusammenhang zu erwarten.

IL-10 scheint bei der CP eine untergeordnete Rolle zu spielen, wenn nicht gerade
durch das Auftreten akuter Entziindungsschiibe seine antiinflammatorische Funktion

induziert wird.

Eine IL-4 mRNA Expression war in dieser Arbeit kaum nachweisbar und ist
wahrscheinlich Folge der signifikant gesteigerten mRNA Expression von IL-1 und

IL-6 bei den Patienten mit CP.

Histologisch bestand ein positiver Zusammenhang zwischen dem Fibrosegrad und
den drei histologischen Kriterien Lymphozyteninfiltration, Azinusatrophie und dem
Vorhandensein von tubuliren Komplexen. Die Gewebe mit verstirktem Nachweis
von Narbenfeldern waren insgesamt auch verstérkt fibrotisch umgebaut und zeigten
vermehrt atrophe Azini. Auch war der Zusammenhang zwischen dem
Vorhandensein ~ von  tubuliren @ Komplexen und dem  Grad  der

Lymphozyteninfiltration statistisch signifikant.

Beim Vergleich der histopathologischen- mit den klinischen Daten zeigte sich bei
einer lingeren Krankheitsdauer eine sowohl vermehrte Lymphozyteninfiltration als

auch eine stirker ausgeprigte Azinusatrophie.

Zusammenfassend lassen sich immunologische Mechanismen bei der CP vermuten.
Mit einem besseren Verstindnis der Faktoren, die fiir die Zytokininduktion
verantwortlich sind, wére es moglich, therapeutisch in den Krankheitsprozess
einzugreifen. Hier wiéren die Hemmung der Freisetzung proinflammatorischer
Zytokine und die Hemmung der Th1-Zell-Differenzierung z.B. durch IL-4 und IL-10

mogliche Ansatzpunkte.
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