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Einleitung

1 Einleitung

Zu den entziindlichen Erkrankungen der Bauchspeichel-

Acute pancreatitis
(non-gallston

driise zahlen zwei Entitaten: die akute und die chronische el

Pankreatitis [67 Mitchell et al., 2003]. Heute werden die

Acute pancreatitis

Recurrent
acute pancreatitis
(10)

akute, die akut rezidivierende und die chronische Pankrea-
titis als Krankheits-Kontinuum betrachtet (siche Abbil-
dung 1) [10 Braganza et al., 2011]. Patienten mit be-
stimmten Formen der akuten Pankreatitis (z.B. die durch
Alkohol versursachte) entwickeln héufig eine chronische

Pankreatitis bzw. viele Patienten mit chronischer Pan- Abbildung 1

Inzidenz (pro

kreatitis haben mindestens einmal eine akute Pankreatitis 100000) und Zusammenhang fiir

. . . . Pankreatitis und Pankreaskarzi-
gehabt [16 Chari, 2007]. Patienten mit chronischer Pan- . = g4 [108 Yaday und
kreatitis haben ein erhdhtes Risiko fiir die Entwicklung Lowenfels, 2013]

eines Pankreaskarzinoms [108 Yadav und Lowenfels, 2013].

1.1 Akute PanKkreatitis

Die akute Pankreatitis (AP) ist eine Entziindung der Bauchspeicheldriise, die als einmali-
ges Ereignis oder rezidivierend auftreten kann. Die meisten Patienten haben eine milde
Form der AP, aber ca. ein Fiinftel entwickelt eine schwere Form mit Komplikationen und
hoher Mortalitdt von bis zu 30% [15 Carroll et al., 2007; 37 Frossard et al., 2008].

Die Inzidenz der AP betrdgt 20 /100 000 in Deutschland, in anderen europdischen Léndern
und in den USA 5-80 /100 000 [54 Lankisch et al., 2002]. In vielen Studien wird ein An-
stieg der Inzidenz in den letzten Jahrzehnten bemerkt. Im Gegensatz dazu wird ein Absin-
ken der Mortalitdt auf unter 10% beobachtet [37 Frossard et al., 2008; 108 Yadav und
Lowenfels, 2013]. In den USA stellte die akute Pankreatitis 2009 den hdufigsten stationa-
ren Aufnahmegrund unter den gastrointestinalen Erkrankungen dar [75 Peery et al., 2012].
Die haufigsten Ursachen einer AP sind Choledocholithiasis (40-60%) und Alkoholabusus
(20-32%). Ungefdhr 10-20% der Félle sind idiopathisch. Seltene Ursachen sind Post-
ERCP-Pankreatitis (bis 10%), Traumata (bis 5%), Medikamente und Toxine (bis 2%) [54
Lankisch et al., 2002; 65 Masclee und Jansen, 2006].
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Der klinische Verdacht einer AP ergibt sich durch das Leitsymptom des plotzlichen Auftre-
tens eines anhaltenden giirtelformigen Oberbauchschmerzes, kombiniert mit Spannungsge-
fithl im Oberbauch, Ubelkeit und Erbrechen. Weitere Symptome konnen leise bis fehlende
Darmgeriusche, Meteorismus, Aszites, Fieber, Zeichen eines Volumenmangelschocks, ein
linksseitiger Pleuraerguss sowie ein Ikterus sein [1 Adler und Woehrle, 2005; 15 Carroll et
al., 2007; 65 Masclee und Jansen, 2006].

Zur Bestitigung der Verdachtsdiagnose ist der erste Schritt die Bestimmung der Lipase-
Aktivitidt im Serum. Die zusitzliche Bestimmung der Amylase verbessert die diagnostische
Aussage nicht. Die Hohe der Lipase sagt nichts liber den Schweregrad der AP aus. Fiir die
weitere Diagnostik eignet sich die Sonographie. Ein Kontrastmittel-CT gilt als geeignete
Methode zum Nachweis von Pankreasnekrosen [1 Adler und Woehrle, 2005].

Neben der Diagnosestellung steht die Einschitzung des Schweregrades im Vordergrund.
Bei Hinweisen auf eine schwere Form der AP ist eine intensive Uberwachung aller Organ-
systeme entscheidend, um Komplikationen zu vermeiden. Die richtige Beurteilung des
Schweregrades ist ausschlaggebend fiir die Behandlung und das Uberleben des Patienten.
Die Bestimmung des CRP-Wertes und des Serumkalziums gibt neben den klinischen Pa-
rametern den wichtigsten Hinweis auf den Schweregrad [1 Adler und Woehrle, 2005; 37
Frossard et al., 2008; 46 Johnson et al., 2005].

Die Therapie der AP basiert neben der ursdchlichen Behandlung - insbesondere fiir die
gallensteininduzierte AP in den ersten 72 Stunden nach Beginn der Schmerzsymptome -
auf einer addquaten Analgesie. Der rechtzeitige Ausgleich des Fliissigkeitsverlustes stellt
einen weiteren wichtigen Punkt dar [1 Adler und Woehrle, 2005; 37 Frossard et al., 2008].
Patienten mit einer AP kénnen wiederholte Schiibe bekommen (Lankisch et al. beobachte-
ten 18% Rezidive [55 Lankisch et al., 2008]) oder eine chronische Pankreatitis entwickeln.
Die Unterscheidung zwischen einer rezidivierenden akuten Pankreatitis (ohne fortschrei-
tende Schiadigung des Pankreasgewebes) und einer chronischen Pankreatitis (mit progres-
siver Gewebsschiadigung) stellt ein diagnostisches Problem dar [38 Glasbrenner et al.,
2002]. Im Gegensatz zur bilidren Pankreatitis geht die durch Alkohol verursachte Pankrea-
titis in der Mehrheit der Falle in eine chronische Pankreatitis iiber [3 Ammann, 2006]. Ins-
besondere in den ersten Jahren nach Beginn einer chronischen Pankreatitis kommt es zu
rezidivierenden akuten Schiiben der Erkrankung, deren Schweregrad mit dem zunehmen-

den Verlust von exokrinem Gewebe abnimmt [52 Konig et al., 2008].
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1.2 Chronische Pankreatitis

1.2.1 Definition und Epidemiologie

Die chronische Pankreatitis (CP) ist eine schubweise verlaufende, chronische Entziindung
der Bauchspeicheldriise, die mit einem sukzessiven Verlust der exokrinen und endokrinen
Organfunktion sowie einem chronischen Schmerzsyndrom einhergeht [52 Konig et al.,
2008]. Als histologische Verdnderungen der CP werden unregelméBige Fibrose, Verlust
von Azinuszellen, Inselzellverlust und Infiltrate von Entziindungszellen beobachtet [32
Etemad und Whitcomb, 2001].

Lankisch et al. zeigten in Deutschland eine Inzidenz von 6 Fillen pro 100 000 Einwohnern
und einen Peak der Inzidenz, welcher mit 45-54 Jahren ca. 10 Jahre spéter als bei der aku-
ten Pankreatitis liegt [54 Lankisch et al., 2002]. Weltweit liegt die Inzidenz bei ca. 4-12
Féllen pro 100 000 Personen mit einem hoheren Wert bei Ménnern und einer Privalenz
von 10-50 pro 100 000 Personen [54 Lankisch et al., 2002; 98 Tandon et al., 2002; 108
Yadav und Lowenfels, 2013].

Das Fehlen einer allgemeingiiltigen Klassifikation sowie die spite Diagnosestellung im
Verlauf einer CP erkldren, warum Literaturdaten - insbesondere frithe Formen einer CP
betreffend - von verschiedenen Zentren oft schlecht vergleichbar sind. Von vielen Experten
wird eine Unterscheidung in eine wahrscheinliche und eine gesicherte CP (siehe Tabelle 1)

anerkannt [3 Ammann, 2006].

Tabelle 1: Klinische Unterscheidung der CP (nach [3 Ammann, 2006] )

Wahrscheinliche CP Gesicherte CP

Typische Anamnese Typische Anamnese (und Atiologie)

+ mindestens eines der folgenden Kriterien: + mindestens eines der folgenden Kriterien:

Leichte duktale Veranderungen MaRige oder schwere duktale Veranderungen
(Cambridge-Klassifikation) (Cambridge-Klassifikation)

Rezidivierende oder persistierende Pseudozysten Kalzifikationen des Pankreas

Pathologischer Sekretin-Test Typische Histologie einer Probe

Endokrine Insuffizienz: Ausgepragte exokrine Insuffizienz:

z.B. anormaler Glukose-Toleranz-Test Steatorrhoe (7g/24h) nach Enzymsubstitution norma-

lisiert oder sehr verbessert

1.2.2 Atiologie und Pathogenese
Die chronische Pankreatitis kann &tiologisch nach dem TIGAR-O-System klassifiziert

werden (siehe Tabelle 2). In Industrieldndern ist der prominenteste Risikofaktor einer CP
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Alkohol (ca. 70%); des Weiteren bestehen verschiedene seltenere Ursachen. Die &tiologi-
schen Faktoren der CP sind jedoch geografisch unterschiedlich verteilt und kénnen in
manchen Regionen stark abweichen [3 Ammann, 2006; 54 Lankisch et al., 2002; 76
Pezzilli et al., 2008].

Tabelle 2: TIGAR-O-Klassifikation: Ursachen einer chronischen Pankreatitis [S2 Konig et al., 2008]

Toxisch-metabolisch Alkohol
Tabak
Hyperkalzamie
Hypertriglyzeridamie
Medikamente
Toxine
Idiopathisch Early onset, late onset
Tropisch-kalzifizierend
Genetisch Autosomal-dominant:
— Kationisches Trypsinogen-Gen, Codon 29 und 122
Autosomal-rezessiv:
- CFTR
— SPINK
— Kationisches Trypsinogen-Gen, Codon 16, 22 und 23
- ay-Antitrypsinmangel
Autoimmun Isolierte autoimmune Pankreatitis
Autoimmunes Syndrom bei:
- Sjogren-Syndrom
— Chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen
— Primarer bilidrer Zirrhose

Rezidivierende akute Pankreatitis Postnekrotische chronische Pankreatitis
Rezidivierende schwere akute Pankreatitis
Vaskular/ischamisch bedingte Pankreatitis
Strahlenpankreatitis nach Radiatio
Obstruktiv Gangobstruktion
Dysfunktion des Sphinkter Oddi
Posttraumatische Vernarbungen

Bis auf wenige Ausnahmen ist die exakte Atiologie der meisten Fille einer Pankreatitis
nicht bekannt. Es entwickeln beispielsweise nur ca. 10% der Alkoholabhéngigen eine CP,
was zeigt, dass zusdtzliche, groBtenteils unbekannte Faktoren eine Rolle spielen [32
Etemad und Whitcomb, 2001; 36 Frossard und Nicolet, 2007]. AuBlerdem besteht eine
komplexe Interaktion zwischen einerseits den genetischen Voraussetzungen als auch ande-
ren Risikofaktoren wie tibermédfigem Alkoholkonsum und andererseits dem Risiko fiir die
Erkrankung an einer CP [27 DiMagno und DiMagno, 2006]. Es zeigen sich viele Hinwei-

se, dass vor allem eine genetische Pradisposition eine grofle Rolle in der Entstehung einer
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Pankreatitis spielt. Umgebungsbedingte Faktoren scheinen einen limitierten Einfluss zu
haben [107 Whitcomb, 2004].

Alkoholkonsum ist ohne Zweifel der hiufigste assoziierte Faktor einer CP in westlichen
Industrienationen und ist in den vergangenen 60 Jahren als Ursache stark gestiegen. Alko-
hol scheint eine Fibrose des Pankreas zu induzieren, was auch bei Probanden ohne klini-
sche Manifestation einer Pankreatitis nachgewiesen wurde [76 Pezzilli et al., 2008]. Das
absolute Risiko fiir die Entwicklung einer CP liegt bei chronischem Alkoholkonsum zwi-
schen 2 und 5 % [108 Yadav und Lowenfels, 2013]

Rauchen verstirkt die durch Alkohol induzierte - aber auch die nicht-alkoholische - Be-
schddigung und beschleunigt das Fortschreiten einer CP hin zu Kalzifikationen und/oder
Diabetes [3 Ammann, 2006; 53 Lankisch, 2007]. Rauchen und Alkohol sind Faktoren, die
hiufig gemeinsam vorliegen. Obwohl Rauchen auch ein eigenstindiger Risikofaktor ist,
sind die Effekte des Rauchens insbesondere bei der durch Alkohol bedingten CP schwer-
wiegend. AuBBerdem haben Raucher ein ungeféhr doppelt so hohes Risiko fiir die Entwick-
lung eines Pankreaskarzinoms [108 Yadav und Lowenfels, 2013].

Zu den idiopathischen chronischen Pankreatitiden wird u.a. die tropische chronische Pan-
kreatitis gezdhlt, welche mittlerweile hédufig als eigene Entitédt betrachtet wird. Diese ist
assoziiert mit einer Mangelerndhrung und der Konsumierung der Cassava-Pflanze. Die
Erkrankung tritt typischerweise in jungem Alter auf (early onset) und es zeigen sich haufig
Mutationen im SPINK-1-Gen, nicht aber im PRSS1- oder CTFR-Gen [26 DiMagno und
DiMagno, 2003]. Frither machten die idiopathischen chronischen Pankreatitiden bis zu
44% der Ursachen einer CP aus, jedoch sinkt dieser Anteil mit den Fortschritten der Tech-
nik sowie dem Verstindnis der Pankreatitis stark. Es ist in bis zu 80% der Fille einer frither
als idiopathisch diagnostizierte CP moglich, eine eindeutige Ursache herauszufinden [58
Lee und Enns, 2007].

Eine weitere Gruppe stellen die genetisch bedingten Pankreatitiden dar. Normalerweise
werden die inaktiven Vorstufen der Pankreasenzyme in das Duodenum transportiert und
dort aktiviert. Eine durch Mutationen verursachte gesteigerte intrapankreatische Trypsin-
Aktivitat fiihrt zur vorzeitigen Aktivierung verschiedener Enzymkaskaden, die in einer
Autodigestion des Pankreas mit nachfolgender chronischer Organentziindung resultieren
(siehe Abbildung 2). Bei der genetisch bedingten Pankreatitis sind drei Hauptgruppen von
Mutationen bekannt. Diese betreffen das kationische Trypsinogen-Gen (PRSS1), das Gen
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des Trypsininhibitors SPINK-1 (Serinproteaseinhibitor Kazal Typ 1) und des Chloridkanals
CFTR (Cystic Fibrosis Transmembran Regulator). Diese Mutationen besitzen eine stark
voneinander abweichende Penetranz in der Entwicklung einer CP (siehe Abbildung 2) [52
Konig et al., 2008]. Die PRSS1-Mutation allein scheint fahig, eine CP zu induzieren;
hingegen scheinen CFTR- und SPINK-1-Mutationen Gene zu modifizieren und in
Anwesenbheit eines Risikofaktors wie z.B. Alkohol eine CP zu induzieren [76 Pezzilli et al.,

2008].

Inhibition der Aktivierung Stabilisierung gegeniiber Autolyse
von CathepsinB (D22, K23R) (N29T R122¢, R122H)

. e Gesteigerte Autoaktivierung

N29| N29T, D226, K23RR122¢, R122H

Risiko i die Entstehung einer
chronische Pankreatitis

800-1000 fach [ PRSST (R122H)

/' ~
Hemmung der Verminderter Abtransport von 500fach PRSST (R16V, N29l)
Trypsin-inhibitorischen Wirkung Pankreasenzymen durch eine
von SPINK1(N345, PS59) ethohte Viskositat des Pankreassekrets
(verschiedene CFTR-Mutationen) 10-50 fach SPINK- 1

2-10fach CFTR-Mutionen

Aktivierung von Pankreasenzymkaskaden

25fach W chronischer C2-Abusus
Autodigestion des Pankreas / Pankreatitis (>80g/ )

Abbildung 2: Einfluss von Mutationen verschiedener Schliisselproteine auf die Pathogenese und das
Risiko einer hereditiren Pankreatitis [52 Konig et al., 2008]

In den meisten Féllen (52-82%) einer hereditéren Pankreatitis zeigt sich eine Mutation des
PRSS1-Gens [27 DiMagno und DiMagno, 2006]. Es sind verschiedene Mutationen be-
kannt (z.B. R122H oder N291), welche das Gleichgewicht zwischen pankreatischer Pro-
tease und Antiprotease zugunsten der intrazelluldren Protease-Aktivitdt verschieben. Dies
geschieht liber die Mechanismen einer gesteigerten Autoaktivierung des kationischen
Trypsinogen, einer Stabilisierung gegeniiber Autolyse und einer Inhibition der Aktivierung
von Cathepsin B (sieche Abbildung 2) [99 Teich und Mossner, 2004].

Eine Mutation des Chloridkanals CFTR erhoht durch Funktionsstérungen der Pankreas-
gangzellen und anderer Anionen sekretierender Epithelzellen die Viskositit des Pankreas-

sekrets und verursacht somit einen verminderten Abtransport der Pankreasenzyme im Aus-

10
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fiihrungsgangsystem. Es sind iiber 1200 Polymorphismen bekannt, welche durch eine ab-
norme CFTR-Funktion zur zystischen Fibrose fiihren, einer autosomal rezessiv vererbten
Erkrankung, charakterisiert durch eine pulmonale Dysfunktion und eine exokrine Pankre-
asinsuffizienz. Die verschiedenen Mutationen werden eingeteilt nach dem Schweregerad
der durch sie bedingten zystischen Fibrose [52 Konig et al., 2008; 107 Whitcomb, 2004].

Eine autoimmune Pankreatitis (AIP) stellt in ca. 2-11% der Félle die Ursache einer CP dar
[25 Detlefsen und Drewes, 2009; 34 Finkelberg et al., 2006; 76 Pezzilli et al., 2008]. Eine
AIP kann isoliert oder in Kombination mit anderen Autoimmunerkrankungen wie dem
Sjogren-Syndrom, der primér bilidren Zirrhose oder chronisch entziindlichen Darmerkran-
kungen auftreten [32 Etemad und Whitcomb, 2001]. Es werden seit wenigen Jahren zwei
Typen der AIP unterschieden: Die Typ-I-AIP ist Teil einer mit Immunglobulin G4 (IgG4)
assoziierten sklerosierenden Systemerkrankung, welche sich beispielsweise auch mit einer
sklerosierenden retroperitonealen Fibrose oder Cholangitis manifestieren kann. Histolo-
gisch zeigen sich periduktale lymphoplasmatische Infiltrationen mit Sklerosierung des Pa-
renchyms. Die Typ-II-AIP ist auf das Pankreas beschriankt — allerdings héufig (bis 30%)
mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen assoziiert — und charakterisiert durch gra-
nulozytire epitheliale Lisionen der Pankreasginge typischerweise ohne Erhohung der
IgG4-Werte [25 Detlefsen und Drewes, 2009; 89 Shinagare et al., 2012]. Bei einem Teil
der Patienten mit einer autoimmunen Pankreatitis kann es zur Ausbildung eines Pseudotu-
mors kommen [52 Konig et al., 2008]. Dieser Umstand ist klinisch von Bedeutung, da die
AIP als Pankreaskarzinom fehldiagnostiziert werden kann und deshalb mit einer Resektion
statt einer notwendigen Steroidtherapie behandelt wird [26 DiMagno und DiMagno, 2003].
Weitere seltene Ursachen der CP sind Obstruktionen des Pankreasgangs verursacht durch
ein Pankreas diversum, ein Pankreas anulare, narbige Pankreasgangstenosen nach akuter
Pankreatitis oder eine Kompression durch einen langsam wachsenden Tumor [52 Konig et

al., 2008].

1.2.3 Verlauf und Komplikationen

Der Verlauf einer CP kann in drei Stadien eingeteilt werden. Im Friihstadium der Erkran-
kung kommt es typischerweise zu wiederholten Schiiben einer akuten Pankreatitis und es
zeigen sich keine oder nur marginale Einschrinkungen der Pankreasfunktion. Im mittleren

Stadium treten Komplikationen auf, die Schmerzen werden intensiver und die Pankreas-

11
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funktion ist signifikant beeintrachtigt. Das Spétstadium ist gekennzeichnet durch einen
Riickgang der Schmerzen bei gleichzeitiger Manifestation schwerer Funktionseinschrin-
kungen und Komplikationen. Die Progression einer CP ist sehr variabel und hidngt von
vielen Faktoren wie Atiologie oder fortgesetztem Alkoholkonsum ab [3 Ammann, 2006; 49
Kahl et al., 2001; 53 Lankisch, 2007].

Die hiufigste Komplikation der CP ist das Entwickeln von Pseudozysten (10-40% der Fal-
le). Diese sind zystische Raumforderungen ohne Epithelauskleidung, umschlossen von
Bindegewebe und Kollagen. Sie kdnnen der Grund eines persistierenden Schmerzes sein,
der bei bis zu 94% der Patienten mit Pseudozysten auftritt. Pseudozysten konnen sich
spontan zuriickbilden, jedoch zeigen Patienten mit CP bei zunehmender Grof3e der Pseudo-
zysten eine schlechtere Prognose im Bezug auf die spontane Riickbildung und Komplikati-
onen. Hiufige Komplikationen sind Pseudozysteninfektionen (Haufigkeit bis 55%), Ob-
struktionen von Magen bzw. Duodenum (bis 24%) und Verschluss der extrahepatischen
Gallenwege (bis 17%) [13 Byrne et al., 2002; 52 Konig et al., 2008; 85 Rosso et al., 2003;
98 Tandon et al., 2002].

Weitere Folgen einer CP sind entziindliche Pankreastumore oder peripankreatische Exsu-
date. Des Weiteren kénnen Milzvenenthrombosen auftreten (ca. 10%), die zu gastrointesti-
nalen Varizenblutungen fiihren konnen. Bis zu 50-75% der Patienten mit einer CP und bis
zu 90% der Patienten mit einer kalzifizierenden CP entwickeln einen Diabetes mellitus,
allerdings tritt dieser erst sehr spdt im Verlauf der Krankheit auf [27 DiMagno und
DiMagno, 2006; 52 Konig et al., 2008; 98 Tandon et al., 2002].

Die schwerwiegendste Komplikation der CP ist die Entwicklung eines Pankreaskarzinoms.

1.2.4 Diagnostik der chronischen Pankreatitis

Eine CP ist leicht zu diagnostizieren, wenn es sich um eine schwere Form mit Kalzifikatio-
nen, Diabetes mellitus oder Malabsorbtion handelt. Die Schwierigkeit besteht darin, eine
CP in einem frithen Stadium zu diagnostizieren, in dem sich Bauchschmerz als einziges
Symptom zeigt [26 DiMagno und DiMagno, 2003; 49 Kahl et al., 2001]. Es existiert mo-
mentan kein diagnostisches Verfahren, welches zuverlédssig eine chronische Pankreatitis in
diesem Stadium diagnostizieren kann [4 Banks, 2007; 98 Tandon et al., 2002]. Ein welt-
weit anerkannter und geeigneter Algorithmus zur Diagnosesicherung bei Verdacht auf CP

steht momentan nicht zur Verfligung [10 Braganza et al., 2011]. Die sichere Diagnosestel-
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lung der CP erfolgt daher meist sehr spét, da z.B. Kalzifikationen oder Dysfunktionen erst
ca. 5 Jahre nach Ausbruch der Krankheit auftreten (siche Abbildung 3 [3 Ammann, 2006].

Die Diagnose der chronischen Pankreatitis kann durch histologische oder morphologische
Kriterien allein oder durch eine Kombination von morphologischen, funktionellen und

klinischen Befunden gestellt werden [32 Etemad und Whitcomb, 2001].

Pankreatitisschiilbe @ ® ®©¢ ®® ® o ¢ = == =

Lokale Komplikationen
H E = Bl |

Fibrose, Atrophie

Kalzifikationen

u

Exokrine Insuffizienz

Steatorrhoe

Endokrine Insuffizienz

Diabetes mellitus

Dauer der Erkrankung

T T 1
0 5 10 Jahie 13

modifiziert nach Ammann 1989

Abbildung 3: Zeitlicher Verlauf der CP [S2 Konig et al., 2008]

1.2.4.1 Klinische Symptome

Die klinischen Symptome einer CP kdnnen sich im Verlauf der Erkrankung individuell sehr
unterschiedlich prédsentieren und einzeln oder in unterschiedlicher Kombination und Aus-
pragung auftreten. Sie reichen von hochakuten Zustinden mit heftigen Oberbauchschmer-
zen bis zu einer sich langsam entwickelnden Kachexie. Zu den Leitsymptomen gehoren
rezidivierende, glirtelférmig ausstrahlende Oberbauchschmerzen, Symptome der Maldiges-
tion wie chronische Diarrhoe oder Gewichtsverlust sowie die Entwicklung eines Diabetes
mellitus. Ein zeitlicher Verlauf der typischen Symptome einer CP ist in Abbildung 3 darge-
stellt [49 Kahl et al., 2001; 52 Konig et al., 2008].

Insbesondere die alkoholische chronische Pankreatitis verlduft mit rezidivierenden akuten
Schiiben, deren Schweregrad und Intensitdt der Schmerzattacken bei zunehmender Fibro-

sierung im Verlauf mehrerer Jahre abnehmen [6 Bertschinger und Biihler, 2004; 36
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Frossard und Nicolet, 2007]. Die Schmerzattacken treten iliblicherweise gemeinsam mit
Ubelkeit und Erbrechen auf. Einige Patienten mit chronischer Pankreatitis (10-20%) zeigen
einen primér schmerzlosen Verlauf und prisentieren Symptome erst durch Auftreten der
Zeichen einer exokrinen und / oder endokrinen Pankreasinsuffizienz [36 Frossard und Ni-
colet, 2007; 91 Steer et al., 1995].

Steatorrhoe und Diabetes mellitus entwickeln sich hdufig in fortgeschrittenen Stadien der
Erkrankung, aber viele Patienten bleiben komplett frei von diesen Symptomen. Dies spie-
gelt die Tatsache wider, dass bis zu 90% des Pankreasgewebes zerstort sein konnen, bevor
eine exokrine bzw. endokrine Pankreasinsuffizienz mit Malabsorption oder Diabetes melli-
tus auftritt [36 Frossard und Nicolet, 2007; 91 Steer et al., 1995]. Beispielsweise entsteht
Steatorrhoe erst, wenn die Leistung der Lipase-Synthese auf 5-10% gesunken ist [27
DiMagno und DiMagno, 2006].

Labordiagnostisch zeigen sich bei einer CP im Serum normale oder leicht erhohte Werte
der Amylase und Lipase [91 Steer et al., 1995]. Wihrend eines Schubes einer chronischen
Pankreatitis kann es zu bis zu dreifach erhohten Werten von Amylase und Lipase im Serum
kommen. Die Erhohung der Enzyme ist aber wie bei der akuten Pankreatitis kein Indikator
fiir den Schweregrad des Schubes [53 Lankisch, 2007]. Die Verminderung von Pankreas-
enzymen im Serum als diagnostisches Mittel beziiglich der Pankreasfunktion hat sich auf-

grund mangelnder Sensitivitit nicht bewdhrt [90 Siegmund et al., 2004].

1.2.4.2 Bildgebende Diagnostik

Neben den Pankreasfunktionstests stellen die bildgebenden Verfahren die zweite wichtige
Sdule in der Diagnostik einer chronischen Pankreatitis dar. Seitdem mittels ERCP erstma-
lig detailliert die Pankreasgidnge dargestellt werden konnten, gab es viele Fortschritte in der
bildgebenden Diagnostik. Die Fihigkeit zur Diagnostizierung einer CP im Friihstadium
konnte jedoch nicht entscheidend verbessert werden. Dies stellt weiterhin die grof3te Her-

ausforderung fiir die bildgebenden Verfahren des Pankreas dar [23 Cote et al., 2013].

Transabdominelle Sonographie

Der transabdominelle Ultraschall (TUS) ist eine einfache, komplikationslose und gut ver-
fiigbare Methode, die als morphologische Basisdiagnostik gilt. Die Sensitivitét in der Di-
agnostik einer CP ist jedoch sehr untersucherabhéngig und unterliegt mit 48-90% bei einer

Spezifitit von 75-90% groBBen Schwankungen. Insbesondere bei komplikationslosen frithen
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Stadien einer CP ist die Sensitivitdt sehr eingeschriankt. Im TUS kdnnen eine Vergrof3erung
des Pankreas und Gangdilatationen dargestellt werden. Zur Darstellung und ultraschallge-
steuerten Punktierung von Pseudozysten eignet sich das Verfahren sehr gut [38 Glasbren-
ner et al., 2002; 52 Koénig et al., 2008; 67 Mitchell et al., 2003]. Eine Standardisierung des
Untersuchungsablaufs und der Schnitte ist aus anatomischen und technischen Griinden
nicht mdglich. In der klinischen Routine liegt der Stellenwert des TUS nicht in der Diagno-
sestellung, sondern in der Detektion von Komplikationen und moglicherweise in der Ver-

laufskontrolle der CP [49 Kahl et al., 2001].

Computertomographie

Die Computertomographie (CT) gilt als der nicht-invasive Goldstandard in der Diagnostik
einer CP mit einer Sensitivitdt von 56-95% und einer Spezifitit von 85-90% [52 Konig et
al., 2008]. Der Vorteil der CT liegt in ihrer Nicht-Invasivitit, der weiten Verfiigbarkeit, der
geringeren Untersucherabhdngigkeit als bei der TUS und der relativ guten Sensitivitit bei
mittelmaBiger bis schwerer CP. Nachteile sind die Strahlenbelastung, die begrenzte Aus-
sagekraft bei milden Formen der CP und die im Vergleich zum TUS hoheren Kosten [32
Etemad und Whitcomb, 2001; 38 Glasbrenner et al., 2002]. Die CT ist niitzlich zur Identi-
fizierung der meisten Komplikationen einer CP (z.B. Portalvenenthrombose, Splenomega-
lie oder bilidre Obstruktion) und Visualisierung entziindlicher oder neoplastischer Raum-
forderungen groBler als lem. Es konnen auflerdem pathognomonische Kalzifikationen,
Zysten und dilatierte Pankreasgédnge sowie Atrophien des Parenchyms identifiziert werden.
Differentialdiagnostisch konnen andere peripankreatische bzw. abdominelle Befunde er-
kannt werden, die eine CP simulieren konnen [32 Etemad und Whitcomb, 2001; 38 Glas-

brenner et al., 2002; 67 Mitchell et al., 2003].

Magnetresonanztomographie

Die Magnetresonanztomographie mit Cholangiopankreatikographie (MRCP) ist nicht-
invasiv, vermeidet Strahlenbelastung sowie Gabe von jodhaltigem Kontrastmittel und be-
notigt routineméBig keine Sedierung, was sie bei bestimmten Patientengruppen zur Metho-
de der Wahl macht [32 Etemad und Whitcomb, 2001]. Die Sensitivitdt und Sensibilitét
schwanken sehr zwischen den Untersuchungszentren, da sie von den Gerdten und den Fi-
higkeiten des Untersuchers abhéngig sind [67 Mitchell et al., 2003]. Neben dem endosko-
pischen Ultraschall ermoglicht auch die MRCP die gleichzeitige Darstellung von Paren-

15



Einleitung

chym und Géngen des Pankreas. Kombiniert mit Sekretin-Stimulation ist auBerdem eine
quantitative Einschidtzung der Pankreasfunktion moglich [104 Wallace, 2007].

Ein Nachteil der MRCP ist die im Vergleich zur ERCP geringere Auflosung und der Um-
stand, dass Pankreasgédnge bei einer MRCP hiufiger kollabieren. Deshalb ist die Sensitivi-
tét bei frithen Formen einer CP geringer. Mit einer Weiterentwicklung der Magnetreso-
nanztechnik und Erhohung der Auflosung kann die diagnostische Genauigkeit zukiinftig

verbessert werden [97 Sugiyama et al., 2007; 103 Varghese et al., 2002].

Endosonographie

Ein prinzipieller Vorteil des endoskopischen Ultraschalls (EUS) ist die Mdglichkeit der
gleichzeitigen Beurteilung von parenchymatdsen und duktalen Verdnderungen. Die Sensi-
tivitdat (80-100%) und Spezifitit (56-100%) unterliegen jedoch groBen Schwankungen.
Insbesondere die Spezifitit kann vermindert sein, da einzelne endosonographische Charak-
teristika der CP auch ohne Erkrankung nachgewiesen werden konnen. Eine Kombination
mit einer Feinnadelpunktion zur Untersuchung der Histologie und Zytologie kann diese
Probleme verringern und ist ein groer Vorteil der Endosonographie [38 Glasbrenner et al.,
2002]. Es konnen durch eine CP verursachte - insbesondere parenchymatdse - Verdnderun-
gen erkannt werden, welche sich in keinem anderen bildgebenden Verfahren darstellen [82
Raimondo und Wallace, 2004; 105 Wallace, 2009].

Aufgrund der momentan geringen Verfiigbarkeit bzw. des hohen Grades an benoétigter
Kompetenz zur Durchfiihrung und Interpretation der Bilder sollte der EUS primér in diag-
nostisch unklaren Fillen einer CP angewendet werden. Eine Kombination mit anderen di-
agnostischen Verfahren - insbesondere mit Pankreasfunktionstest wie der sekretinstimulier-
ten MRCP - zeigt sich als genaue und wenig invasive Methode zur Diagnostizierung einer
CP. Mit steigender verfligbarer Expertise kann sich der EUS zukiinftig gegeniiber anderen
diagnostischen Verfahren weiter durchsetzen [68 Morris-Stiff et al., 2009; 95 Stevens et al.,
2008; 105 Wallace, 2009].

Endoskopische retrograde Cholangiopankreatikographie
Die Endoskopische retrograde Cholangiopankreatikographie (ERCP) stellt bis heute den
Goldstandard der invasiven Diagnostik und Schweregradeinteilung der CP dar. Die Sensi-

tivitdt liegt bei 68-93% und die Spezifitit bei 89-97% [38 Glasbrenner et al., 2002].
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In der ERCP konnen neben Pseudozysten und anderen Raumforderungen Verdnderungen
des Pankreasgangs bzw. der Seitenédste wie Dilatationen, Obstruktionen, Strikturen und
Kalzifikationen festgestellt werden [11 Brugge und Van Dam, 1999]. Die Einteilung erfolgt
in Abhingigkeit der Schwere und Lokalisation von Gangverdnderungen entsprechend der
Cambridge-Klassifikation (sieche Tabelle 3) [38 Glasbrenner et al., 2002; 52 Ko6nig et al.,
2008; 67 Mitchell et al., 2003].

Tabelle 3: ERCP-Stadieneinteilung der chronischen Pankreatitis anhand von Verinderungen im
Pankreasgangsystem (Cambridge-Klassifikation nach Sarner u. Cotton) [52 Konig et al., 2008]

Normal Keine pathologischen Gangveranderungen

Grad |, fragliche CP <3 pathologisch veranderte Seitendste

Grad ll, leichte CP >3 pathologisch veranderte Seitendste

Grad lll, maRige CP >3 pathologisch veranderte Seitenaste und
Pathologisch erweiterter Ductus pancreaticus

Grad IV, schwere CP Grad lll und mindestens einer der folgenden Befunde:

— Zyste >10 mm

— Intraduktale Fiillungsdefekte

—Verkalkungen

— Gangobstruktionen und Strikturen

- Gangerweiterung oder GangunregelmaRigkeiten
— Einbeziehung von Nachbarorganen

Die gleichzeitige Moglichkeit der Intervention wie z. B. Steinextraktion, Dilatation von
Strikturen, Stenteinlage, Sphinkterotomie sowie die Drainage von Pseudozysten ist ein
zusétzlicher Nutzen der ERCP. Dartiber hinaus konnen Histologie- oder Zytologiepriparate
gewonnen werden [11 Brugge und Van Dam, 1999; 52 Konig et al., 2008].

Ein Nachteil ist das nicht zu vernachlédssigende Risiko von Komplikationen mit einer Mor-
talitdt bis zu 1%. Zu den Hauptkomplikationen zéhlen die Post-ERCP-Pankreatitis (in 2 bis
15% der Fille) und die Cholangitis mit folgender Sepsis. Seltenere Komplikationen sind
Blutungen und Perforationen des Duodenums [8 Bolan und Fink, 2003; 67 Mitchell et al.,
2003; 95 Stevens et al., 2008].

1.2.4.3 Pankreasfunktionstests

Pankreasfunktionstests beruhen auf der direkten oder indirekten Messung der exokrinen
Pankreasfunktion - mit oder ohne Stimulation der Driise [90 Siegmund et al., 2004].

Das Pankreas hat grof3e funktionelle Reserven, sodass es signifikant beschiadigt sein muss,

bevor dies klinisch bemerkbar ist (siche Abbildung 4) [32 Etemad und Whitcomb, 2001].
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Vor allem im frithen Stadium der Pankreasinsuffizienz ist das Sekretionsspektrum des
Pankreas nur zum Teil eingeschridnkt. Die Erkennung einer leichten bis moderaten Ein-
schrinkung der Pankreasfunktion stellt daher ein grofes Problem dar. Folglich ist fiir die
Bewertung eines Pankreasfunktionstests entscheidend, wie empfindlich er eine leichte bis
moderate Pankreasinsuffizienz diagnostiziert. Tests, mit deren Hilfe ein breites Spektrum
sekretorischer Parameter vor und nach einer Stimulation bestimmt werden kann, besitzen

eine hohere diagnostische Sensitivitit [90 Siegmund et al., 2004].

Pankreasfunktion

T
100 %o 50 % 0 %6

Sekretin-Pankreozymin-Test
Glukosetoleranz

indirekte Funktionstests
Verkalkungen

Steatorrho

Gewichtsverlust

Abbildung 4: Auftreten von morphologischen und klinischen Symptomen sowie pathologische Funkti-
onstests im Verlauf einer CP in Korrelation zur progredienten Funktionseinschrinkung (nach Loser
und Folsch) aus [92 Stein et al., 2006]

Zwar ist eine verminderte Pankreasfunktion nicht diagnostisch beweisend fiir eine CP, aber
sie dient als ein Zeichen und zur Beurteilung des Schwergrades einer Beschiddigung des
Pankreas [32 Etemad und Whitcomb, 2001]. Die Kombination von Pankreasfunktionstests
mit bildgebenden Verfahren kann die Sensitivitdt und Spezifitit der Diagnostik der CP er-
hohen, da bei frithen Stadien der CP trotz Abwesenheit von sichtbaren strukturellen Verian-
derungen funktionelle Abweichungen erkannt werden kdnnen [95 Stevens et al., 2008].

Pankreasfunktionstests sind schwer zwischen verschiedenen Zentren vergleichbar, da oft
unterschiedliche Stimulanzien verwendet und verschiedene Parameter gemessen werden
[32 Etemad und Whitcomb, 2001]. Die Sensitivitit und Spezifitit der verschiedenen Pank-
reasfunktionstests variieren mit der Auswahl von bestimmten Patientengruppen mit unter-

schiedlichen Schweregraden in der Literatur stark [38 Glasbrenner et al., 2002].
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Zur Uberpriifung der exokrinen Pankreasfunktion stehen grundsitzlich zwei Moglichkeiten
zur Verfliigung — indirekte und direkte Verfahren. Mittels indirekten Pankreasfunktionstests
lasst der Nachweis einer verminderten Verdauungsleistung oder eine reduzierte Enzym-
konzentration im Stuhl auf eine eingeschrinkte Pankreassekretion schlieen. Alle indirek-
ten Verfahren sind nichtinvasiv. Bei direkten Methoden werden die Produkte der Pankreas-
sekretion unmittelbar erfasst. Direkte Tests sind in der Regel invasiv, d.h. mit

Positionierung einer Sonde [17 Chowdhury und Forsmark, 2003; 92 Stein et al., 2006].

Indirekte Pankreasfunktionstests

Nichtinvasive Pankreasfunktionstests werden selten durchgefiihrt, da sie nicht sensitiv ge-
nug sind und eine hohe Rate falsch-positiver Ergebnisse liefern [32 Etemad und
Whitcomb, 2001]. Insbesondere fiir die zuverldssige Diagnose einer leichten bis moderaten
Pankreasinsuffizienz reicht die Sensitivitdt nicht aus [38 Glasbrenner et al., 2002; 90
Siegmund et al., 2004]. Die indirekten Tests sind einfach durchzufiihren. Alle nichtinvasi-
ven Pankreasfunktionstests haben den Vorteil, dass sie keine Nebenwirkungen oder Risiken
fiir den Patienten haben und nach einem standardisierten Verfahren durchgefiihrt werden

konnen [92 Stein et al., 2006].

Chymotrypsin im Stuhl

Es wird die Restaktivitidt des Enzyms Chymotrypsin nach der Darmpassage in zwei will-
kiirlich entnommenen Stuhlproben gemessen. Die diagnostische Genauigkeit des Tests ist
unbefriedigend [38 Glasbrenner et al., 2002; 92 Stein et al., 2006]. Bei der Messung der
Chymotrypsin-Aktivitdt im Stuhl zeigte sich in verschiedenen Studien eine nicht ausrei-
chende Sensitivitét fiir die Diagnostik der leichten und moderaten Formen der CP. Sie bie-
tet sich allerdings an, wenn lberpriift werden soll, ob eine Enzymsubstitution addquat ist

[17 Chowdhury und Forsmark, 2003; 90 Siegmund et al., 2004; 92 Stein et al., 2006].

Elastase im Stuhl

Eine weitere nichtinvasive Moglichkeit zur Einschédtzung der Pankreasfunktion ist der
Nachweis der humanen Pankreas-FElastase-1 in einer Spontanstuhlprobe mithilfe von Anti-
korpern. Siegmund et al. zeigten in einer Metaanalyse eine Sensitivitdt von 54% bei leich-

ter, 75% bei moderater sowie 95% bei schwerer CP und eine Spezifitit von 79%. Die Wer-
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te der diagnostischen Validitdt unterscheiden sich in verschiedenen Untersuchungen sehr
stark [90 Siegmund et al., 2004].

Sowohl der fakale Chymotrypsin-Test als auch der Elastase-1-Test sind sensitiver und spe-
zifischer als das Symptom Steatorrhoe [3 Ammann, 2006]. Auch wenn die Messung der
Elastase der Messung von Chymotrypsin iiberlegen ist, sollte ihre Genauigkeit bei der
Feststellung einer CP nicht {iberschitzt werden [38 Glasbrenner et al., 2002; 90 Siegmund
et al., 2004; 92 Stein et al., 2006].

Pankreolauryltest

Das Prinzip des Pankreolauryltests basiert auf der oralen Zufuhr eines Substrats
(Flouresceindilaurat), welches von der pankreasspezifischen Cholesterinesterase-Hydrolase
gespalten wird. Dadurch wird die Marker-Substanz (freies Fluorescein) freigesetzt. Diese
wird im Darm absorbiert und kann im Urin oder im Serum quantifiziert werden. Siegmund
et al. zeigten in einer Metaanalyse eine Sensitivitdt von 63% bei leichter, 76% bei modera-
ter sowie 94% bei schwerer CP und eine Spezifitidt von 85%. Eine Limitation in der An-
wendung des Pankreolauryltests besteht in der Beeinflussung der Ergebnisse durch anato-
mische oder funktionelle Abnormitéten des oberen Gastrointestinaltrakts [38 Glasbrenner
et al., 2002; 90 Siegmund et al., 2004]. Der Pankreolauryltest eignet sich zur Diagnostik
der miBigen bis schweren exokrinen Pankreasinsuffizienz, ein normaler Test schlief3t diese

aus [92 Stein et al., 2006].

BC_Atemtests

Bei einem *C-Atemtest wird ein '*C markiertes Substrat oral zugefiihrt und von spezifi-
schen Pankreasenzymen verdaut. Durch den Vergleich von vorausgegangener und an-
schlieBender Messung von 13 CO; in der Atemluft kann man Riickschlusse auf die exokrine
Pankreasfunktion ziehen. Ein '’C-Atemtests eignet sich bei Patienten mit chronischer
Diarrhoe zum Ausschluss einer Malabsorption von Fett und zum Therapiemonitoring einer
Pankreasenzymsubstitution. *C-Atemtest eignen sich nicht zur Diagnostizierung von mil-
den oder moderaten Formen der CP, da sie eine unbefriedigende Sensitivitit besitzen und
ihr Ergebnis durch eine groBe Anzahl extrapankreatischer Einflussgrofen wie z.B. Lungen-
funktion oder Magenentleerungsgeschwindigkeit verdndert wird [38 Glasbrenner et al.,

2002; 90 Siegmund et al., 2004; 92 Stein et al., 2006].
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Direkte Pankreasfunktionstests

Invasive Pankreasfunktionstests, an erster Stelle der Sekretin-Cholezystokinin-Test, stellen
den Goldstandard der Pankreasfunktionsdiagnostik dar [32 Etemad und Whitcomb, 2001;
38 Glasbrenner et al., 2002; 53 Lankisch, 2007; 90 Siegmund et al., 2004]. Trotzdem ist
die Anwendung invasiver Pankreasfunktionstest in den vergangenen 30 Jahren stark ge-
sunken, vor allem wegen des Zeitaufwands und der hohen Kosten [3 Ammann, 2006].
Hormonstimulierte Pankreasfunktionstests gelten als nicht-histologischer Referenzstandard
fiir die Diagnostik einer CP, da sie eine milde exokrine Insuffizienz stellvertretend fiir eine

Fibrose nachweisen kénnen [95 Stevens et al., 2008].

Sekretin-Cholezystokinin-Test

Der Sekretin-Cholezystokinin-Test (auch Sekretin-Pankreozymin-Test genannt) ist die ge-
naueste Methode zur Beurteilung der Pankreasfunktion. Nach Platzierung einer Duodenal-
sonde und nach Stimulation mit Sekretin und Cholezystokinin (synonym: Pankreozymin)
oder Sekretin und Caerulein, einem synthetischem Analogon des Cholezystokinin, wird der
Duodenalsaft gesammelt. Darin werden die Bikarbonatkonzentration und Enzymaktivitdten
von Amylase und Lipase gemessen [56 Lankisch und Schmidt, 1999; 92 Stein et al., 2006].
Die Sensitivitdt des Sekretin-Cholezystokinin-Tests schwankt abhingig vom Schweregrad
der Funktionseinschrinkung zwischen 80% und 90%, die Spezifitit zwischen 90% und
95% [38 Glasbrenner et al., 2002]. Vergleichsuntersuchungen der Ergebnisse eines Sekre-
tin-Cholezystokinin-Tests und der ERCP bei Patienten mit Verdacht auf CP zeigen, dass
die exokrine Pankreasinsuffizienz den Gangverdnderungen vorrausgeht [56 Lankisch und
Schmidt, 1999].

Seit der ersten Beschreibung des Tests wurden von verschiedenen Untersuchern Testmodi-
fikationen vorgenommen, welche die Vergleichbarkeit von Ergebnissen aus verschiedenen
Zentren erschweren. Im Folgenden wird die vom Europdischen Pankreasclub mit dem Ziel
einer Standardisierung vorgeschlagene Testdurchfithrung beschrieben. Nach Absetzen von
verdauungsfordernden Medikamenten 72 Stunden vor Testbeginn und einer Nahrungska-
renz von 12 Stunden wird zur Gewinnung des Duodenalsafts eine doppelldufige Lagerlof-
Sonde unter Rontgenkontrolle in das Duodenum vorgeschoben. Es wird iiber den gastralen
Sondenteil Magensaft aus dem Antrum und iiber dem duodenalen Teil Duodenalsaft inklu-

sive Pankreassekret gewonnen. Vor der Stimulation wird zunédchst 15 Minuten Sekret ab-
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gesaugt und die Basalsekretion gemessen. Im Anschluss wird bei der Variante der zweizei-
tigen Stimulierung zuerst eine Einheit Sekretin pro Kilogramm Korpergewicht (1U/kg KG)
und nach weiteren 30 Minuten Cholezystokinin (ebenfalls 1U/kg KG) intravends injiziert.
Der Duodenalsaft wird nach jeder Hormonapplikation fraktioniert {iber zweimal 15 Minu-
ten gesammelt. Bei der Variante der kontinuierlichen Stimulierung wird nach intravenoser
Gabe von Sekretin (1 U/kg KG) der Duodenalsaft {iber eine Stunde in mehreren Fraktionen
gesammelt. In der zweiten Stunde erfolgt eine kontinuierliche Infusion von Sekretin und
Caerulein (1000 U bzw. 75 ng/kg KG) mit erneuter Sammlung des Duodenalsafts in meh-
reren Fraktionen. Zur Beurteilung der Testergebnisse dienen die Sekretvolumina, die ma-
ximale Bikarbonatkonzentration sowie die Enzymaktivititen von Amylase, Lipase und
Trypsin [92 Stein et al., 2006].

Es existieren einige Einflussgroflen und Storfaktoren: unvollstindiges Sammeln des Sekre-
tes, Vermischung von Magen- und Duodenalsaft und verstirkter Zufluss von bikarbonatrei-
chem Gallensaft zdhlen zu den hiufigen Problemen [92 Stein et al., 2006].

In der klinischen Routine wird der Test selten angewandt, da er kosten- und zeitaufwendig
ist. AuBBerdem tolerieren Patienten das Einbringen und Liegen einer Duodenalsonde von
mehr als einer Stunde Dauer nur schlecht [29 Draganov et al., 2004].

In den vergangenen Jahren wurden von unterschiedlichen Arbeitsgruppen versucht, das
Prinzip des Sekretin-Cholezystokinin-Tests auf endoskopische Verfahren zu iibertragen.
Bisher ist diese Methode noch nicht standardisiert. Die Ergebnisse scheinen jedoch in der
iiberwiegenden Zahl der Fille gut mit dem konventionelleren Sekretin-Cholezystokinin-

Test zu korrelieren [92 Stein et al., 2006].

Lundh-Test

Nach Gabe einer Testmahlzeit (enthidlt 5% Proteine, 6% Fett und 15% Kohlenhydrate) wird
das Pankreassekret mittels einer Duodenalsonde iiber zwei Stunden aspiriert und der Ge-
halt an Trypsin, Lipase oder Amylase gemessen. Die Sensitivitét reicht von 66% bis 94%.
Pankreasfunktionstests mit Sekretin und bzw. oder Cholezystokinin zeigen eine hohere
Sensitivitdt und Spezifitit, weshalb der Lundh-Test sich nicht durchgesetzt hat [17 Chowd-
hury und Forsmark, 2003].
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Neben den genannten Pankreasfunktionstests existieren noch weitere weniger gebriuchli-
che Verfahren, die aufgrund mangelnder Standardisierung oder schlechter Sensitivitét kei-
ne klinische Bedeutung haben und hier nicht weiter erldutert werden: Fettbestimmung im
Stuhl, der doppelt gelabelte Schilling-Test, die Stuhl-Stickstoffbestimmung, der NBT-
PABA-Test, die mikroskopische Untersuchung der Fiazes auf unverdaute Nahrungsbestand-
teile, die a-Aminostickstoffmessung im Plasma sowie verschiedene Tests der endokrinen

Pankreasfunktion [38 Glasbrenner et al., 2002; 92 Stein et al., 2006].

1.2.5 Therapie

Das primére Ziel einer Therapie der chronischen Pankreatitis ist die addquate Behandlung
der Folgen wie Schmerzen und Pankreasinsuffizienz [63 Mahlke et al., 2005].

Die Therapie erfolgt symptomorientiert und beinhaltet die Uberwachung symptomfreier
Patienten, die Korrektur der exokrinen und endokrinen Organinsuffizienz, die Behandlung
rezidivierender akuter Schiibe der Pankreatitis sowie die endoskopische oder chirurgische
Behandlung lokaler Komplikationen [52 Konig et al., 2008].

Zur Behandlung der Schmerzen wird nach der Deutschen Leitlinie zur Therapie der CP -
beruhend auf den Richtlinien der WHO fiir Schmerzen bei chronischen Erkrankungen - ein
Stufenschema angewandt. In Stufe 1 werden peripher wirkende Analgetika eingesetzt, in
Stufe 2 werden diese mit Neuroleptika oder niedrig potenten Opiaten kombiniert und in
Stufe 3 kommen zusétzlich starkwirksame Opiate zum Einsatz [52 Konig et al., 2008].

Ein wichtiger Teil der Behandlung einer alkoholbedingten CP ist die Abstinenz. Im Gegen-
satz zu einer Opiatabhingigkeit hat der Alkoholmissbrauch zwar keinen Einfluss auf das
Schmerzprofil sobald eine fortgeschrittene CP erreicht ist, jedoch erhoht er die Mortalitét
um das 3-fache. Auerdem ist Abstinenz die Therapie der Wahl in einem frithen Stadium
einer CP zur Vermeidung weiterer akuter Schiibe und zur Verlangsamung der Progression
[3 Ammann, 2006]. Auch Nikotinabusus wirkt sich negativ auf den Verlauf einer CP aus.
Somit hat die Einstellung des Nikotinkonsums einen wichtigen Stellenwert bei der Thera-
pie der CP [52 Ko6nig et al., 2008; 108 Yadav und Lowenfels, 2013].

Die Indikation zur Substitution von Pankreasenzymen bei CP besteht bei einer klinischen
Manifestation der Maldigestion mit einem Gewichtsverlust von mehr als 10% des Korper-
gewichts, einer Steatorrhoe, dyspeptischen Beschwerden mit Meteorismus oder Diarrhoe.

Es werden Pankreatin enthaltende Enzympriparate eingesetzt, welche aus Schweinepank-
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reas gewonnen werden und eine definierte Menge an Lipase, Amylase, Trypsin und Chy-
motrypsin enthalten [52 Ko6nig et al., 2008].

Ein durch eine CP verursachter Diabetes mellitus wird generell gleich den anderen Formen
des Diabetes mellitus behandelt, bis auf zwei Besonderheiten: nur bei wenigen Ausnahmen
kann auf Insulinsubstitution verzichtet werden und das Auftreten von Ketoazidosen kommt
typischerweise nicht vor [98 Tandon et al., 2002]. Die Therapie des Diabetes gestaltet sich
bei Patienten mit CP bei fortbestehendem Alkoholabusus und einer Maldigestion haufig
schwierig [67 Mitchell et al., 2003].

Die Behandlung einer autoimmunen Pankreatitis erfolgt mit Kortikosteroiden und fiihrt zu
einer schnellen und dauerhaften Reduktion ihrer Symptome [34 Finkelberg et al., 2006].
Zur Therapie von Pseudozysten, Pankreasgangstenosen bzw. —steinen und Gallengangste-
nosen stehen verschiedene endoskopische und chirurgische Verfahren zur Verfiigung.

Die Indikation zur Therapie von Pseudozysten richtet sich nach dem Vorhandensein von
klinischen Symptomen sowie lokalen Komplikationen wie Obstruktionen des Ductus cho-
ledochus oder des Duodenums, Infektionen oder Einblutungen. Es werden endoskopisch-
interventionelle Drainageverfahren angewendet. Bei Misserfolg sollte eine chirurgische
Losung angestrebt werden. Die endoskopischen Verfahren gewinnen jedoch zunehmend an
Bedeutung, da sie eine geringere Mortalitétsrate bei steigenden bzw. annidhernd gleichen
Erfolgsraten im Vergleich zu den chirurgischen Verfahren aufweisen. Wichtigstes Ziel einer
Behandlung von Pankreasgangstenosen ist das Erreichen von Schmerzfreiheit, wahrend die
exokrine bzw. endokrine Funktion nicht beeinflusst werden kann [52 Konig et al., 2008;

101 Varadarajulu et al., 2013].

1.2.6 Chronische Pankreatitis als Risikofaktor des Pankreaskarzinoms

Die Inzidenz des Pankreaskarzinoms liegt weltweit bei ca. 8 / 100 000 Personen. Die Inzi-
denz schwankt jedoch von Land zu Land um den Faktor 5-7 und liegt beispielsweise in den
USA bei 13 / 100 000 Personen. Im Jahr 2008 wurden weltweit geschétzte 279 000 Diag-
nosen eines Pankreaskarzinoms gestellt [108 Yadav und Lowenfels, 2013]. Das Pankreas-
karzinom gehdrt in Industrienationen zu den letalsten Krebsarten. In den USA und Europa
wird es zu den flinf hiufigsten Krebstodesursachen gezéhlt [39 Gold und Cameron, 1993;
62 Lowenfels et al., 1999; 64 Maisonneuve und Lowenfels, 2002; 77 Pinho et al., 2013].

Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt unter 5% bei einer medianen Uberlebenszeit unter 6
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Monaten. Diese Statistiken haben sich in den letzten 50 Jahren kaum verbessert. Die Ursa-
che fiir die hohe Letalitdt dieser Erkrankung liegt an der zumeist spdten Diagnosestellung
in einem unheilbaren Stadium und der somit ineffektiven Therapie [7 Biankin et al., 2012;
77 Pinho et al., 2013]. Dieser Umstand zeigt die Notwendigkeit einer frithen Erkennung
oder Pravention des Pankreaskarzinoms [64 Maisonneuve und Lowenfels, 2002].

Das Adenokarzinom des Pankreasgangs (Pancreatic Ductal Adenocarcinoma = PDAC)
stellt mit tiber 85% die hdufigste Form der pankreatischen Tumore dar. Es existiert ein all-
gemein anerkanntes Modell der Entwicklung eines PDAC iiber nicht-invasive Vorstufen —
die sogenannten pankreatischen intraepithelialen Neoplasien (PanIN). Diese Vorstufen
werden je nach Grad der zytologischen und architektonischen Atypie — und somit auch
dem Risiko fiir die Entwicklung eines Karzinoms - subklassifiziert in PanIN-1, PanIN-2
und PanIN-3. PanINs konnen in der Nihe eines PDAC histologisch hdufig nachgewiesen
werden und ebenso wurden PanINs bei Patienten dokumentiert, welche spiter ein Pankre-
askarzinom entwickelten. PanINs beherbergen viele genetische Verdnderungen, die auch
bei einem invasiven Pankreaskarzinom nachweisbar sind wie beispielsweise Mutationen
des Onkogens KRAS oder Verlust des Tumorsuppressors p53. Neben dem PanIN-Modell
existiert ein weiteres, das davon ausgeht, dass die Neoplasien (PanIN bzw. Pankreaskarzi-
nom) ihren Ursprung nicht in den Pankreasgang- sondern in den Azinuszellen haben. In
vielen Studien konnte nachgewiesen werden, dass die Aktivierung von KRAS insbesonde-
re in Azinuszellen zu einer PanIN und zur Entwicklung eines invasiven Pankreasgangkar-
zinoms flihren. Aullerdem wurde gezeigt, dass eine chronische Pankreatitis {iber oxidativen
Stress im Rahmen der Entziindung die Azinuszellen anfélliger fiir eine KRAS-Mutation
macht und somit zur Entwicklung von PanINs und eines Pankreasgangkarzinoms fiihrt [77
Pinho et al., 2013]. Ein Problem fiir die Diagnostik stellt der Umstand dar, dass o.g. Muta-
tionen wie die von KRAS zwar in ca. 90% der Gewebeproben eines Pankreaskarzinoms
nachgewiesen werden konnen [7 Biankin et al., 2012], jedoch dieser Nachweis auch bei
Patienten mit chronischer Pankreatitis moglich ist und somit als diagnostisches Mittel al-
lein inadédquat ist [ 12 Buchholz et al., 2008; 79 Pugliese et al., 2001].

Die CP stellt neben Rauchen, Pankreaskarzinom in der Familienanamnese und Diabetes
mellitus einen wichtigen Risikofaktor fiir die Entwicklung eines Pankreaskarzinoms dar

[40 Greer und Whitcomb, 2009; 43 Hassan et al., 2007; 80 Raimondi et al., 2010].
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In einer Metaanalyse mehrerer Studien berechneten Raimondi et al. 2010 ein 13-fach er-
hohtes Risiko fiir die Entwicklung eines Pankreaskarzinoms bei Patienten mit CP [80 Rai-
mondi et al, 2010]. Duell et al. zeigten 2012 in ihrer Metaanalyse von 10 Fall-
Kontrollstudien mit tiber 15 000 untersuchten Personen zwar nur ein 3-fach erhéhtes Risi-
ko bei einem Intervall von 2 Jahren und kiirzer zwischen Diagnosestellung einer CP und
eines Pankreaskarzinoms, jedoch wurde ein 14-fach erhohtes Risiko bei einem Intervall
groBer 2 Jahren festgestellt [30 Duell et al., 2012]. Bei Patienten mit einer hereditéren Pan-
kreatitis ist das Risiko sogar mehr als 50-fach erhoht [61 Lowenfels et al., 1997].

Eine Schwierigkeit in der Diagnostik besteht in darin, dass klinische Symptome sowie Er-
gebnisse bildgebender Diagnostik keine sichere Differenzierung zwischen Pankreaskarzi-
nom und Zeichen einer CP zulassen. Es konnen durch Kalzifikationen im Parenchym des
Pankreas einerseits artifizielle Raumforderungen entstehen und andererseits invasive Tu-
more iibersehen werden. Das momentan geeignetste Verfahren, die endosonographisch
gesteuerte Feinnadelpunktion, zeigt mit einer Sensitivitit von unter 80% fiir die Detektion
maligner Raumforderungen bei Patienten mit CP nur unzureichende Ergebnisse. Alle ande-
ren bildgebenden Verfahren oder zytologischen Untersuchungen zeigen eine deutlich nied-
rigere Sensitivitit [33 Farrell, 2005; 102 Varadarajulu et al., 2005].

Grundsatzlich stehen bei der Suche nach Biomarkern als Hinweise auf ein Pankreaskarzi-
nom bzw. dessen Vorstufen drei Arten von Proben zur Verfiigung: Pankreasgewebe, Pank-
reassaft und Serum. Der Vorteil in der Untersuchung des Pankreassafts gegeniiber den bei-
den anderen Proben liegt einerseits in der einfacheren Gewinnung von erkranktem
Pankreasgewebe (z.B. durch Feinnadelpunktion) und andererseits in der deutlich hoheren
Konzentration an entsprechenden pankreatischen Biomarkern als im Serum. Pankreassaft
kann prinzipiell chirurgisch oder — deutlich weniger invasiv — endoskopisch gewonnen
werden [72 Park et al., 2011].

In den vergangenen Jahren wurden einige Studien zur Untersuchung des Pankreassaftes
hinsichtlich der Expression verschiedener Indikatorgene eines Pankreaskarzinoms durchge-
fiihrt. Es konnte hierbei prinzipiell gezeigt werden, dass eine Uber- oder Unterregulation
bestimmter Indikatorgene im Pankreassaft bei Patienten mit einem Pankreaskarzinom im
Vergleich zu nicht am Karzinom erkrankten Personen nachweisbar ist. Allerdings stellen

die Probengewinnung und -untersuchung (beispielsweise hinsichtlich einer Kontamination
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mit RNasen) weiterhin eine Herausforderung dar [71 Oliveira-Cunha et al., 2011; 72 Park
etal., 2011; 83 Rogers et al., 2006].

1.2.7 Problemstellung

Der ideale diagnostische Test einer CP sollte sensitiv, spezifisch, prizise und zuverlissig,
weit verfiigbar, kosteneffektiv, einfach durchzufiihren und mit niedrigem bzw. keinem Ri-
siko fiir den Patienten verbunden sein [32 Etemad und Whitcomb, 2001]. Die derzeit zur
Verfligung stehenden diagnostischen Verfahren sind nicht zufriedenstellend.

Ein groBles Problem stellt die Diagnostik einer CP im frithen Stadium dar. Hierzu existiert
kein einzelner verldsslicher diagnostischer Test, auler der Histopathologie — welche selten
zur Verfiigung steht [3 Ammann, 2006]. Es besteht der Bedarf nach einem Pankreasfunkti-
onstest, welcher gering invasiv und wenig unangenehm fiir die Patienten sowie diagnos-
tisch moglichst genau ist.

Der momentan diagnostisch  genaueste  Pankreasfunktionstest, der Sekretin-
Cholezystokinin-Test erreicht zwar eine hohe Sensitivitdt und Spezifitdt, ist aber zeit- und
kostenintensiv sowie schlecht tolerabel fiir Patienten. Er wird daher im klinischen Alltag
kaum angewandt [29 Draganov et al., 2004; 92 Stein et al., 2006]. Daher ist es sinnvoll,
eine abgewandelte kiirzere und weniger aufwendige Form dieses Tests zu entwickeln und
zu etablieren.

Der in unserer Studie durchgefiihrte Pankreasfunktionstest, welcher im Rahmen einer nor-
malen Gastroskopie durchgefiihrt werden kann, wurde bereits in der Literatur in dhnlicher
Form beschrieben und erprobt [18 Conwell et al., 2003; 29 Draganov et al., 2004; 45 Jen-
sen und Larsen, 2008; 94 Stevens et al., 2006; 96 Stevens et al., 2010]. Da er wichtige Vor-
teile im Vergleich zum klassischen Sekretin-Cholezystokinin-Test bietet, ist es unser Ziel,
diesen Test am Universititsklinikum GieBBen und Marburg, Standort Marburg, zu etablie-
ren. Am Universititsklinikum Ulm wurde eine Studie mit dhnlicher Zielsetzung und
Durchfiihrung realisiert.

Die Sammlung des Pankreassekrets erfolgt im Rahmen einer normalen Gastroskopie und
ist daher einfach durchzufiihren und gut verfiigbar. Die verkiirzte Dauer des Tests von nur
15 Minuten ldsst den Patienten die Untersuchung besser tolerieren, ist kostengiinstig und
im klinischen Alltag praktikabel. Da die Vatersche Papille (Papilla duodeni major) nicht

sondiert wird, ist das Risiko der Auslosung einer Pankreatitis gering.
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Zur Etablierung des Tests am Universititsklinikum Gieflen und Marburg, Standort Mar-
burg, muss der Test zuerst an gesunden Probanden angewandt werden. Es miissen Norm-
werte fiir die im Pankreassaft gemessene Lipase-Aktivitdt ermittelt werden, welche von
den jeweiligen Laborbedingungen abhingig sind. Der Verlauf der Werte soll iiber einen
Zeitraum von 15 Minuten beobachtet werden, um den geeignetsten Zeitpunkt fiir eine
Messung zu finden. Zusitzlich soll die Patientenakzeptanz des durchgefiihrten Tests erho-

ben werden.

Im Anschluss soll aus dem im Rahmen des direkten Pankreasfunktionstests gewonnenen
Pankreassekret zusitzlich standardisiert RNA isoliert werden. Dies stellt spezielle Anforde-
rungen insbesondere an die RNase inhibierenden Puffersysteme, weil im Pankreassaft
RNA abbauende Nukleasen und Proteasen in groBerem Umfang vorhanden sind. Die RNA
soll nach deren Isolierung auf ihre Qualitdt hin untersucht werden. Nach erfolgreicher Ge-
winnung von RNA soll mittels reverser Transkription cDNA hergestellt werden. In unserer
Studie soll mittels PCR nachgewiesen werden, dass cDNA von Pankreaszellen aus dem
gewonnenen Pankreassaft hergestellt werden kann. Die gewonnene cDNA kann in weiteren
Studien verwendet werden, um zu untersuchen, ob es mit dem im Rahmen des Pankreas-
funktionstests gewonnen Material moglich ist, zwischen malignem und benignem Gewebe

des Pankreas zu unterscheiden.
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2 Material und Methoden

Die Studie wurde von der Ethikkommission des Fachbereichs Medizin der Philipps-

Universitidt Marburg gepriift (Studie 57/07) — ein positives Votum vom 16.4.2007 liegt vor.

2.1 Probanden und Material

2.1.1 Probandenauswahl

Fiir die Teilnahme an der Studie wurden folgende Ein- und Ausschlusskriterien angewandt:

Einschlusskriterien:

Alle gesunden Probanden im Alter von 18 — 60 Jahren

Ausschlusskriterien:

Bekannte chronische Pankreatitis

Anatomische Anomalien des Pankreasgangs
Verwandter ersten Grades mit hereditarer Pankreatitis
Alkoholabusus > 80 g/d

Chronische Lebererkrankung

Operationen am oberen Verdauungstrakt

Bekannte allergische Reaktion auf Sekretin
Schwangerschaft oder Stillen

Schwere Erkrankungen des kardiovaskuldren Systems

2.1.2 Pharmaka

» Sedierung der Probanden mit Midazolam (2,5 mg Dormicum®) und Propofol (nach

individuellem Bedarf)

» Stimulierung des Pankreas mit Sekretin (1U / kg Korpergewicht Secrelux®, maximal

70U; 1U synthetisch hergestelltes Secrelux® entspricht ca. 0,3mg Sekretin)

2.1.3 Gerite und Labormaterialien

Verwendete Gerdte im Rahmen des Pankreasfunktionstests:

» Untersuchung der Probanden und Gewinnung des Pankreassafts: Gastroskope der Fir-

ma Olympus, Hamburg (GIF-140, GIF-Q180)
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» Messung der Lipase-Aktivitit: SYNCHRON®-Systeme mit entsprechendem Random-

Access-Lipase-Reagenz der Firma Beckman Coulter, Kretfeld

Laborgerdte

YV V V VYV V V¥V

Gelkamera (Stratagene, La Jolla / CA (USA))

Heizblocke (Eppendorf, Hamburg)

Pipetten (Eppendorf, Hamburg)

Gefrierschrank (Bosch, Gerlingen)

PCR-Gerit (Applied Biosystems, Darmstadt)

Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara / CA (USA))

Kits und Reagenzien

» RNeasy® Mini Kit (Qiagen, Hilden) zur Isolierung von RNA:

o

o

o

o

RLT-Puffer
RW1-Puffer
RPE-Puffer

RNase freies Wasser

» Master-Mix zur Herstellung von cDNA:

o

o

o

o

o

2 pl Pufter (Qiagen, Hilden)

2ul ANTP (Stratagene, La Jolla / California (USA))
1ul RNase-Inhibitor (Ambion, Austin / Texas (USA))
0,5ul reverse Transkriptase (Fermentas, St .Leon-Rot)

4l RNase freies Wasser

» REDTaq® ReadyMix™ (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim) fiir die PCR:

O

o

o

o

o

o

o

1,5 units Taqg DNA-Polymerase
10mM Tris-HC1

50mM KCl

1,5mM MgCl,

0,001%ige Gelatine

0,2mM dNTP’s

Stabilisator

» TAE-Puffer fiir die Gelelektrophorese:
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o 40 mM TRIS
o 1 mM EDTA-Na2-Salz
o 40 mM Essigsiure
» RNA 6000 Pico Series II kit (Agilent Technologies, Santa Clara / CA), USA) fiir die
Analyse der RNA-Qualitét
» Primer B-actin (NM_001101): For GAAGTCCCTTGCCATCCTAAA
Rev GTCTCAAGTCAGTGTACAGGTAAG
(Sequenzerstellung mittels PrimerQuest®)
Agarose
1%-iger B-Mercapto-Ethanol
70%-iger Ethanol
RNase freies Wasser
Ethidiumbromid
100bp-Marker

YV V V V VYV V

2.2 Methoden

2.2.1 Vorbereitung des Tests

Vor Beginn des Tests und dem Einschluss der Probanden in die Studie wurde neben der
ausfiihrlichen Aufkldrung des Probanden iiber die Gastroskopie und die Studie eine aus-
fiihrliche Anamnese erhoben. Dabei wurden Alter, Gewicht, Geschlecht, Allergien, Vorer-
krankungen, bisherige Medikation, Voroperationen, abdominelle Beschwerden, Stuhlgang,
Alkoholkonsum, Schwangerschaft, Erkrankungen des Pankreas sowie hereditire Erkran-
kungen des Pankreas in der Verwandtschaft erfasst (siehe Fragebogen, Anhang 6.5). Zum
Ausschluss moglicher Komplikationen und zur Dokumentation eines sonomorphologisch
unauffilligen Pankreas wurde vor Durchfithrung des Tests eine Ultraschalluntersuchung
des Pankreas durchgefiihrt. Des weiteren wurden im Blut folgende Werte bestimmt: Natri-
um, Kalium, Calcium, GPT, yGT, Bilirubin (gesamt), Glukose, Kreatinin, Leukozyten,
Erythrozyten, Hamoglobin, Himatokrit, MCV, MCH, MCHC, Thrombozyten, Quick, PTT.

Bei unauffilligen Voruntersuchungen wurden die Probanden in die Studie aufgenommen.
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2.2.2 Ablauf des Tests

Am Tag der Untersuchung wurde dem niichternen Probanden ein periphervendser Zugang
angelegt. Durch die Schwestern bzw. Pfleger der Endoskopieabteilung erfolgte die Vorbe-
reitung nach Pflegestandard, d.h. Entfernung von Brillen, Anschluss an die Pulsoxymetrie
zur kontinuierlichen Uberwachung von Herzfrequenz und peripherer Sauerstoffsittigung,
Lagerung in Linksseitenlage und Bereitstellung eines Bei3schutzes zum Schutz der Zéhne.
Nach Sedierung durch Gabe von Midazolam und Propofol wurde das Gastroskop bis ins
Duodenum nahe der Vaterschen Papille (Papilla duodeni major) vorgeschoben. Nach Ab-
saugen von Magen- und Duodenalsaft wurde dem Probanden dem Kdpergewicht angepasst
Sekretin iiber einen Zeitraum von einer Minute appliziert. AnschlieBend wurde das Sekret,
das aus der Vaterschen Papille floss, kontinuierlich abgesaugt und in verschlieBbaren
Rohrchen gesammelt. Wenn die Rohrchen vollstindig gefiillt waren, wurden sie gewech-
selt. Zu den Zeitpunkten 5 und 10 Minuten nach Applikation des Sekretins wurden die
Rohrchen gewechselt, auch wenn sie nicht vollstindig gefiillt waren. Zwischen 10 und 14
Minuten nach Applikation des Sekretins wurde die Sammlung des Safts beendet, sobald
kein Sekretfluss aus der Vaterschen Papille erkennbar war. Alle Proben wurden sofort auf
Eis gelagert und nach Beendigung der Untersuchung bei -80°C tiefgefroren.

Nach Gewinnung der letzten Sekretprobe wurde die Gastroskopie beendet und die sedier-
ten Probanden fiir mindestens eine Stunde im Aufwachraum vom Pflegepersonal {iber-
wacht. Vor der Entlassung erfolgte ein Gespriach mit dem Arzt, der die Untersuchung
durchgefiihrt hatte, mit dem Ziel friihzeitig etwaige Komplikationen zu erkennen. Die Pro-
banden wurden darauf hingewiesen, dass sie 24 Stunden nach Sedierung als fahruntauglich

betrachtet werden miissen. AbschlieBend wurde der periphervendse Zugang entfernt.

2.2.3 Bewertung der Untersuchung durch die Probanden
Am Tag nach der Untersuchung fiillten die Probanden einen Fragebogen zur Bewertung
der Untersuchung aus (sieche Anhang 6.6). Dabei sollten die Probanden beantworten,

1. ob Beschwerden nach dem Pankreasfunktionstest bei ihnen aufgetreten sind
(Bauchschmerzen, Voéllegefiihl, Hals-/Rachenschmerzen, Durchfall oder sonstige
Beschwerden),

2. wie sie die Untersuchung insgesamt bewerten (auf einer Skala von -3/unangenehm

iiber O/neutral bis +3/angenehm) und
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3. ob sie die Untersuchung nochmals durchfiihren lassen wiirden, wenn sie medizi-

nisch notwendig wire (ohne zu zdgern, mit Bedenken oder nein).
2.2.4 Messtechniken und Labormethoden

2.2.4.1 Messung der Lipase-Aktivitat

Der Messbereich der im Zentrallabor des Uniklinikums GieBBen und Marburg, Standort

Marburg, verwendeten SYNCHRON®-Systeme fiir die Lipase-Aktivitdt liegt ohne Ver-

diinnung im Bereich von 10-400 U/L. Fiir die Messung der Proben dieser Studie wurden

Werte im Bereich von 10°-10 U/L erwartet. Deshalb wurde eine Verdiinnung von 1:1000

(Verdiinnungsfaktor 1000) gewdhlt, welche ggf. im Zentrallabor falls nétig weiter verdn-

dert werden konnte.

Nach Abschluss der Gewinnung des Pankreassekrets wurden die Proben bei Zimmertempe-

ratur aufgetaut. Zur Verdiinnung der Proben wurden 100ul davon in ein Eppendorfgefaf3

pipettiert und mit 900ul isotoner Natriumchlorid-Losung vermischt. Aus dieser verdiinnten

Probe wurden erneut 100pl in ein zweites Eppendorfgefal3 pipettiert und mit 900ul isotoner

Natriumchlorid-Losung vermischt, um die gewiinschte Verdiinnung der Originalprobe von

1:1000 zu erhalten. Anschlieend wurden die verdiinnten Proben sofort an das Zentrallabor

des Uniklinikums Gieflen und Marburg, Standort Marburg, weiter gegeben. Hier wurde die

Lipase-Aktivitit quantitativ fotometrisch bestimmt.

Um den Effekt der Verdiinnung auf die Messwerte zu untersuchen, wurden mit einzelnen

Proben zusidtzlich verschiedene Vergleichsverdiinnungen durchgefiihrt (nach gleichem

Schema, d.h. zuerst Verdiinnung auf 1:100 mit 100ul der Probe und 900pu1 mit der jeweili-

gen Verdiinnungsfliissigkeit und dann entsprechende Weiterverdiinnung):

1. Zwei Proben wurden jeweils einmal ausschliefSlich mit isotoner Natriumchlorid-
Losung 1:1000, einmal ausschlieBlich mit destilliertem Wasser 1:1000 sowie einmal
ausschlieBlich mit Humanalbumin 1:1000 verdiinnt.

2. Eine Probe wurde in drei verschiedenen Gefdllen 1:100 mit isotoner Natriumchlorid-
Losung verdiinnt und von diesen verdiinnten Proben wurde eine nochmals 1:3 mit iso-
toner Natriumchlorid-Losung, eine weitere 1:3 mit destilliertem Wasser und die dritte
1:3 mit Humanalbumin verdiinnt.

3. Eine Probe wurde 1:100, 1:200 sowie 1:500 ausschliefSlich mit isotoner Natriumchlo-

rid-Losung verdiinnt.
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4. Eine Probe wurde 1:100 und 1:1000 ausschlieSlich mit isotoner Natriumchlorid-

Losung verdiinnt.
2.2.4.2 RNA-Gewinnung, reverse Transkription in cDNA und Nachweis mittels PCR

RNA-Gewinnung mittels RNeasy® Mini Kit

Um aus dem Pankreassaft der Probanden Genprodukte nachweisen zu konnen, muss DNA
oder RNA gewonnen werden. Die Zellen werden zunichst lysiert. Diese lysierten Zellen
enthalten aber auch Zellbestandteile wie Zellmembranen und andere Zellorganellen. Um
DNA oder RNA zu isolieren, miissen diese entfernt werden.

Der Arbeitsplatz wurde mit RNase Erase abgewischt. Es wurden RNase-freie Handschuhe
verwendet. Die tiefgefrorenen Proben wurden aufgetaut und auf Eis gestellt. Je 500ul Pro-
be, 500ul RLT-Puffer und Sul 1%-iger B-Mercapto-Ethanol wurden in ein Eppendorfgefil3
pipettiert. Mittels eine 20G-Spritze wurde dieses Gemisch homogenisiert. Dem homogeni-
sierten Lysat wurde 1ml 70%-iger Ethanol zugefiigt und das Gemisch mittels Pipette gut
vermischt. 700ul des Gemischs wurden auf RNeasy® Sidulen pipettiert, die in einem be-
schrifteten 2ml-Eppendorfgefdl platziert wurden. Die Tubes wurden anschlieend 15 Se-
kunden bei 10.000 rpm (8000G) zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen und die
Séulen auf neue Collection-Tubes umgesetzt. Nun wurden 700ul RW1-Puffer auf die Siu-
len pipettiert und erneut bei 10.000rpm fiir 15 Sekunden zentrifugiert. Erneut wurde der
Durchlauf verworfen und 500ul RPE-Puffer auf die Sdulen pipettiert und das Gemisch 15
Sekunden zentrifugiert. Auch dieser Durchlauf wurde verworfen und ein neuer Waschgang
mit 500ul RPE-Puffer durchgefiihrt, der 2 Minuten bei 11.000rpm zentrifugiert wurde. Die
Sdulen wurden sorgfiltig in neue sterile Eppendorfgefdfle umgesetzt, mit 31l RNase frei-

em Wasser gespiilt und 2 Minuten bei 13.000rpm (10.000G) zentrifugiert.

cDNA-Gewinnung mittels reverser Transkription

Je 10pul der isolierten RNA enthaltenden Fliissigkeit wurden mit 1l Primer in ein Eppen-
dorf-GefaB pipettiert, 6 Minuten bei 65°C inkubiert, fiir 1 Minute auf Eis gestellt und an-
schlieend fiir 30 Sekunden bei 13.000rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurden jeder Probe
9,5ul eines zuvor vorbereiteten Master-Mixes hinzugefiigt. Dieser Ansatz wurde 1 Stunde

bei 37°C inkubiert.
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Vervielfiltigung der cDNA mittels REDTag® ReadyMix™ — PCR

Die nun erhaltene cDNA wurde mittels einer PCR vervielfaltigt. Es wurden je 14ul des
REDTaq® ReadyMix™, 14ul RNase freies Wasser, 2ul Primer und 1ul Probe in ein PCR-
Tube pipettiert. Die Probenansdtze wurden in der PCR-Maschine fiir 30 Zyklen inkubiert.
Der erste Zyklus begann mit einer 30-sekiindigen Erwdrmung auf 95°C, einer 30-
sekiindigen Abkiihlung auf 58°C (je Zyklus 0,2°C weniger) und einer anschlieBenden Er-

wérmung auf 72°C.

Herstellung des DNA-Gels

Mittels Gelelektrophorese konnen verschieden lange DNA-Fragmente aufgetrennt werden.
Um eine solche Gelelektrophorese durchzufiihren, muss ein spezielles DNA-Gel gegossen
werden. Dazu wurden 0,5g Agarose in einem 200ml Erlenmeyerkolben abgewogen und
mit 50ml 1xTAE-Puffer vermischt. Die fliissige Agarose wurde in der Mikrowelle aufge-
kocht bis keine Schlieren mehr zu erkennen waren. Die Fliissigkeit wurde abgekiihlt und
unter dem Abzug wurden 0,9ul Ethidiumbromid untergemischt. Die Losung wurde in eine
Gelform gegossen, die sich in einem Schlitten mit Probenkdmmen befand. Das Gel hirtete

anschlieBend ca. 20 Minuten aus.

Gelelektrophorese

Das fest gewordene Gel wurde aus dem Schlitten iibernommen und in eine Stromkammer,
die mit TAE-Puffer gefiillt wurde, gelegt. Die Kdimme wurden entfernt und je 1ul der in
der PCR amplifizierten cDNA in die Taschen pipettiert. In die erste Probentasche wurde
jeweils ein DNA-Marker mit 100bp pipettiert. Die Kammer wurde an eine 80-Volt-
Spannung angeschlossen und ca. 1h laufen gelassen. Nach abgelaufener Zeit wurde das
Gel mit den aufgetragenen Proben aus der Kammer genommen und in die Gel-
Dokumentation gelegt. Das Bild wurde scharf gestellt und jeweils ein Bild von den aufge-
trennten Proben angefertigt. Die Fotos wurden mit den jeweiligen Probennummern be-

schriftet.

2.2.4.3 Analyse der RNA-Proben mittels BioAnalyzer
Die verwendete BioAnalyzer der Firma Agilent Technologies ermdoglicht es, auch sehr

kleine Mengen RNA, DNA und Proteine zu analysieren. Das Prinzip basiert auf einem
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Mikrofluidik-System, der Steuerung winziger Fliissigkeitsmengen in einem miniaturisier-
ten System.

Ein dazu bendétigter spezieller Chip besteht aus Systemen kleinster geschlossener Kanile
und Wells, die in einem Glas- oder Kunststoff-Chip vorhanden sind. Diese sogenannten
LabChips werden befiillt mit einer Mischung aus Gelmatrix und Fluoreszenzfarbstoft und-
anschliefend mit einer kleinen Menge der jeweiligen Proben beladen. Durch Druck oder
elektrokinetische Kréfte wird die pipettierte Fliissigkeit durch die vorgegebenen Kanilchen
transportiert und anschlieBend aufgetrennt, detektiert und in virtuelle geldhnliche Bilder
(Banden) und Elektropherogramme (Peaks) iibersetzt. Durch die Kapillar-Elektrophorese
wird die Gesamtheit der RNA, die rRNA, mRNA und fragmentierte RNA der Grée nach
aufgetrennt. Anhand der Elektropherogramme lassen sich der Grad der RNA-Degradation
und das Verhéltnis der rRNA-Peaks darstellen (18S RNA zu 28S RNA). Bei Herstellung
intakter RNA sind jeweils hohe, schmale 18S- und 28S-Peaks zu erkennen, aulerdem ein
kleiner 5S-Peak. Bei erfolgter RNA-Degradierung wird eine Verschiebung der RNA-
Fragmente zu kleineren Langen hin deutlich, was in breitbasigeren, kleineren Peaks zu

erkennen ist (siche Abbildung 5).

Fluoreszenz
Intakte Gesamt RNA

o N B o 0 o
I

Zeit [sek]

Fluoreszenz

Teilweise degradierte
RNA

19 24 29 34 39 44 49 54 59 64 69
Zeit [sek]

Abbildung 5: Beispielelektropherogramme (Graph) und entsprechende gelidhnliche Darstellungen
(jeweils rechts) fiir die Analyse intakter (oben) und teilweise degradierter (unten) RNA mit jeweils
korrespondierender RIN (Produktinformation des Herstellers [Agilent Technologies))

Es wird maschinell ein Zahlenwert - die sogenannte RIN (RNA Integrity Number) - von 1
bis 10 generiert, der die RNA-Integritit einstuft. Dabei steht ein Zahlenwert von ,,10 fiir
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intakte, nicht degradierte RNA hoher Qualitit und ,,1* fiir komplett degradierte, fragmen-
tierte RNA niedriger Qualitét (siche Abbildung 5). Die Proben werden automatisch analy-
siert, somit ist keine anwenderbedingte Datenanalyse notwendig. Fiir die durchgefiihrten
Messungen wurde das vom Hersteller (Agilent Technologies) vorgegebenen RNA 6000
Pico (Series II) Kit verwendet, das die benotigten LabChips und Reagenzien enthielt. Die
Vorginge wurden nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.2.5 Statistische Auswertung

2.2.5.1 Auswertung der Werte der Lipase-Aktivitiit

Fiir die weitere statistische Auswertung der Werte der Lipase-Aktivitit in den gewonnenen
Proben wurden jeweils die Messungen der ersten Rohrchen aus den Zeitrdumen 1-5 Minu-
ten, 6-10 Minuten und 11-15 Minuten verwendet. Wenn in den jeweiligen Zeitrdumen
mehr als ein Rohrchen gefiillt wurde, sind die Werte der folgenden Réhrchen nicht in der
weiteren Auswertung betrachtet worden.

Aus den gemessenen Werten der Lipase-Aktivitit wurden jeweils gesamt sowie nach Ge-
schlecht getrennt die Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet. Daraus konnte der
Variationskoeftizient nach folgender Formel bestimmt werden:

. .. Standardabweichung
Variationskoef fizient = - X 100%
Mittelwert

2.2.5.2 Auswertung der RNA-Gewinnung und Qualitits-Analyse

Fiir die Auswertung der RNA-Gewinnung und Analyse der RNA-Qualitit wurden die ein-
zelnen Proben (die im Rahmen des Tests gefiillten Rohrchen) in der Reihenfolge der zeitli-
chen Gewinnung von 1 A (erste Probe des ersten Probanden) bis 17 F (letzte Probe des

letzten Probanden) alphanummerisch sortiert.
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3

Ergebnisse

3.1 Probandendaten

Im Rahmen dieser Studie wurden 16 gesunde Probanden (11 Frauen und 5 Minner) im

Alter zwischen 22 und 27 Jahren (Durchschnittsalter 23,6 Jahre bei einer Standardabwei-

chung von 1,20 Jahren) im Zeitraum von Mérz bis Mai 2007 untersucht. Ein entsprechen-

des Votum der Ethikkommission zur Durchfiihrung der Studie lag vor. Die freiwilligen

Probanden sind Studierende der Universitdt Marburg. Ein Proband (Probandennummer 3)

erfiillte zwar keine Ausschlusskriterien, entschied sich aber aus personlichen Griinden vor

Durchfiihrung der Untersuchung gegen die Teilnahme an der Studie.

Tabelle 4: Probandendaten

Probanden-Nr. Geschlecht . Alter G.ewicht qrﬁﬂe BM12
(in Jahren) (in kg) (in cm) (kg/m”)
1 weiblich 23 60 168 21,3
2 ménnlich 23 80 184 23,6
4 weiblich 22 55 165 20,2
5 ménnlich 23 75 176 24,2
6 maéannlich 24 76 180 23,5
7 weiblich 23 58 170 20,1
8 weiblich 24 58 163 21,8
9 weiblich 25 47 165 17,3
10 weiblich 23 62 160 242
11 weiblich 23 54 168 19,1
12 weiblich 23 63 165 23,1
13 ménnlich 24 86 179 26,8
14 weiblich 23 55 164 20,4
15 weiblich 27 57 166 20,7
16 weiblich 25 55 170 19,0
17 maéannlich 23 94 186 27,2
Mittelwert 23,6 64,7 170,6 22,0
Standardabweichung 1,20 13,35 7,95 2,79
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Weitere Ergebnisse aus dem Aufnahmefragebogen:

Medikamenteneinnahme

e keine: n=6

e Hormonpréparate zur
Kontrazeption: n=9

e Fluoxetin: n=1

e Levoceterizin: n=1

Vorerkrankungen

e keine: n=11

e chronische Urtikaria: n=1

e Depression: n=1

e Neurodermitis: n=1

e Zustand nach Radiusfraktur: n=1

e Zustand nach Nierenbeckenplas-
tik-Operation: n=1

e Zustand nach Tonsillektomie: n=1

Abdominelle Beschwerden

e keine: n=16

Stuhlgang

e normal: n=16

Allergien
e keine: n=11
e Hausstaub: n=4
e Heuschnupfen: n=2
e Tierhaare: n=1

Durchschnittlicher Alkoholkonsum

o 5g/d:n=2

e 10g/d: n=8
e 25g/d: n=5
e 50g/d: n=1

Erkrankungen der Bauchspeicheldriise

e keine: n=16

Hereditidre Erkrankungen der Bauchspei-

cheldriise in der Verwandtschaft

e Kkeine: n=16
Schwangerschaft

e Alle weibl. Probanden (n=11) ga-

ben an, nicht schwanger zu sein.

Proband 2

Proband?7

Abbildung 6: Beispiele der transabdominellen Sonographie des Pankreas im Rahmen der Voruntersu-

chung
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In der transabdominalen Sonographie des Pankreas (siche Abbildung 6) zeigten sich bei
keinem der Probanden auffillige Befunde wie Gangdilatationen, Stenosen, Steine oder
sonstige pathologische Befunde. Das Risiko des Auslosens einer Pankreatitis durch den
Pankreasfunktionstest konnte durch den Ausschluss eines pathologischen Befundes in der

sonographischen Untersuchung minimiert werden.

3.2 Laborparameter

Die bei der Voruntersuchung ermittelten Laborwerte sind in Tabelle 5 aufgelistet. Bei kei-

nem Probanden zeigten sich Laborwerte, welche zum Ausschluss von der Studie fiihrten.

Tabelle 5: Laborwerte der Probanden bei Aufnahme in die Studie

%l;l:l(l)l?i)ta:;gmeter Referenzbereich Mi;l‘i;;a:ler Ma\);i::.i‘ler Mittelwert

Natrium (mmol/l) 136 — 144 135 144 138

Kalium (mmol/I) 3,6-48 3,3 5,1 4,1

Calcium (mmol/l) 22-27 2,1 2,5 2,3

ALT (UN) méi‘nn%ich =9 9 51 21
weiblich < 34

yGT (U mannlich < 35 5 25 21
weiblich < 38

Bilirubin gesamt (mg/dl) | 0,3-1,2 0,5 1,3 0,7

Glukose (mg/dl) 60— 110 65 128 97

Kreatinin (mg/dI) 3:1??:}1110(;7__11’62 0,63 1,14 0,85

Leukozyten (G/1) 43-10 5,38 10,7 7,82

Erythrozyten (T/l) mannlich 4,5 = 6,0 3,9 5,9 47
weiblich 4,1 — 5,4

. maéannlich 140 — 180

Hamoglobin (g/1) weiblich 120 — 160 118 180 137

MCV (fl) méi?m%ich 84 -97 23 97 %8
weiblich 80 — 96

MCH (ve) rebliios o = = 5

MCHC (g/1) 320 - 360 289 354 335

Thrombozyten (G/1) 154 — 346 218 397 315

Quick (%) 70 — 130 86 100 93

PTT (Sekunden) 25-36 26 35 30
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3.3 Analyse des gewonnenen Sekrets

3.3.1 Verschiedene Verdiinnungen zur Messung der Lipase-AKktivitit
Nach Gewinnung des Pankreassekrets wurde zundchst untersucht, wie sich die Art der Ver-

diinnung (Medium und Konzentration) auf die gemessene Lipase-Aktivitit auswirkt.

Vergleich von Verdiinnungen mit destilliertem Wasser, isotoner Natriumchlorid-Losung

und Humanalbumin

Bei dem Vergleich der Verdiinnung zweier Proben jeweils 1:1000 (Verdiinnungsfaktor
1000) mit destilliertem Wasser, isotoner Natriumchlorid-Losung und Humanalbumin wur-
den folgende Werte fiir die Lipase-Aktivitit gemessen:

Tabelle 6: Vergleich von Verdiinnungen mit destilliertem Wasser (H,0), isotoner Natriumchlorid-
Losung (NaCl) sowie Humanalbumin

Lipase-Aktivitat 1000
Verdi x1000 (in U/I) 500
eraunnung Probe A | Probe B
600
M Probe A
1:1000 H,0 173 69 400
200 - Probe B
1:1000 NaCl 559 281 0 J , ,
1:1000 1:1000 1:1000
1:1000 Albumin 780 249 H20 NaCl  Albumin

Die Verdiinnung einer Probe jeweils 1:300 (Verdiinnungsfaktor 300) mit destilliertem
Wasser und isotoner Natriumchlorid-Losung, ausschlieBlich isotoner Natriumchlorid-

Losung sowie Humanalbumin und isotoner Natriumchlorid-Losung ergab folgende Werte:

Tabelle 7: Vergleich von Verdiinnungen mit Kombinationen aus destilliertem Wasser (H,0), isotoner
Natriumchlorid-Losung (NaCl) sowie Humanalbumin

Lipase-Aktivitat 1000
Verdinnung x1000 (in U/I) 800
600
1:300 NacCl / H,0 182 400
200
m
1:300 NaCl 311 0 ' ' '
1:300 NaCl / 1:300 NaCl 1:300 NacCl /
1:300 NaCl / Albumin 923 H20 Albumin

41




Ergebnisse

Vergleich von verschiedenen Verdiinnungen unterschiedlicher Konzentration mit

ausschlieplich isotoner Natriumchlorid-Losung

Bei dem Vergleich der Verdiinnung einer Probe mit ausschlief8lich isotoner Natriumchlorid-
Losung in den Verhéltnissen 1:100, 1:200 sowie 1:500 (Verdiinnungsfaktor 100, 200 und
500) ergaben sich folgende Werte:

Tabelle 8: Vergleich von Verdiinnungen mit ausschliefllich isotoner Natriumchlorid-Losung (NaCl) in
den Verhiéltnissen 1:100, 1:200 sowie 1:500

Lipase-Aktivitat 150
Verdlinnung x1000 (in U/1)
100
1:100 NacCl 108
50
1:200 NacCl 75 0 l .
1:500 Nacl 54 1:100 NaCl 1:200 NaCl 1:500 NaCl

Ein weiterer Vergleich einer Verdiinnung mit ausschlieBlich isotoner Natriumchlorid-
Losung in den Verhiltnissen 1:100 und 1:1000 (Verdiinnungsfaktor 100 und 1000) ergab
folgende Werte:

Tabelle 9: Vergleich von Verdiinnungen mit ausschliellich isotoner Natriumchlorid-Losung (NaCl) in
den Verhiltnissen 1:100 und 1:1000

Lipase-Aktivitat 60
Verdinnung x1000 (in U/l) 40 -
0 .
1:1000 NaCl 28 1:100 NacCl 1:1000 Nacl

Fiir die weitere Messung der Lipase-Aktivitdt zur Analyse aller Proben wurde eine Ver-
diinnung von 1:1000 (Verdiinnungsfaktor 1000) mit isotoner Natriumchlorid-Losung ver-

wendet.

3.3.2 Messung der Lipase-Aktivitiit in allen gewonnenen Proben
Die Ergebnisse der gemessenen Lipase-Aktivitét aller 64 gewonnenen Proben ist in Abbil-

dung 7 dargestellt.
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Lipase-Aktivitat aller gewonnenen Proben

1800 T M Proband 1
W Proband 2
1600 T M Proband 4
1400 T m Proband 5
—-§~ I B Proband 6
c 1200 + M Proband 7
§ H Proband 8
% 1000 M Proband 9
g 800 1 Proband 10
% M Proband 11
2 600 — - m Proband 12

S I
=] T Proband 13
400 T [ | | Proband 14
200 1 L | Proband 15
T Proband 16
o +—— iy 4 :-:-:'-:l-:lll||:-:-‘:'|-:||'—< Proband 17

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Zeit (in min.)

Abbildung 7: Lipase-Aktivitit aller gewonnenen Proben

3.3.3 Auswertung der gemessenen Lipase-Aktivitiit in drei Zeitriumen

Fiir die weitere Auswertung wurden die jeweils ersten Werte der Lipase-Aktivitit aus den
Zeitraumen 1-5 Minuten (,,5 Minuten®), 6-10 Minuten (,,10 Minuten*) und 11-15 Minuten
(,,15 Minuten*) betrachtet. Pro Proband wurden somit wenn moglich 3 Werte analysiert,
woraus sich bei 16 Probanden insgesamt maximal 48 Werte ergeben. Die restlichen Werte

(16 Messungen) wurden in der weiteren Analyse nicht betrachtet.

Frauen

Bei den weiblichen Probanden ergab der Mittelwert der Lipase-Aktivitit bei 5 Minuten
511900 U/ (Minimalwert 10000 — Maximalwert 1157000 U/I), bei 10 Minuten 72400 U/I
(15000 — 165000 U/1) und bei 15 Minuten 68560 U/l (11000 — 123000 U/1). Der Median
lag mit 476000 U/l nach 5 Minuten am hochsten.
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Es ergab sich ein Variationskoeffizient bei 5 Minuten von 76,46 %, bei 10 Minuten von
70,01 % und bei 15 Minuten von 52,65 %. Bei zwei Probandinnen kam es nach 10 Minu-
ten zu keinem weiteren Sekretfluss, sodass kein dritter Wert gemessen werden konnte.

Die Werte der Lipase-Aktivitéit der weiblichen Probanden sind in Tabelle 10 dargestellt.

Tabelle 10: Lipase-Aktivitit der weiblichen Probanden

Probanden-Nr. Lipase-Aktivitit x1000 in U/1

5 Minuten 10 Minuten 15 Minuten
1 536 43 (kein Sekret)
4 277 76 (kein Sekret)
7 233 15 89
8 476 138 86
9 13 43 24
10 1157 26 91
11 490 165 44
12 345 65 86
14 1162 117 123
15 10 17 11
16 697 95 63
Median 476 65 86
Mittelwert 511,90 72,40 68,56
Standardabweichung 391,41 50,69 36,10
Variationskoeffizient 76,46 % 70,01 % 52,65 %

Maénner

Bei den ménnlichen Probanden ergab der Mittelwert der Lipase-Aktivitdt bei 5 Minuten
666800 U/I (289000 — 1524000 U/1), bei 10 Minuten 226200 U/1 (11000 — 777000 U/1) und
bei 15 Minuten 92200 U/1 (21000 — 295000 U/1). Der Median lag mit 526000 U/l ebenfalls
nach 5 Minuten am hochsten.

Es ergab sich ein Variationskoeftizient bei 5 Minuten von 74,10 %, bei 10 Minuten von
137,02 % und bei 15 Minuten von 124,45 %.

Die Werte der Lipase-Aktivitit der mdnnlichen Probanden sind in Tabelle 11 dargestellt.

44



Ergebnisse

Tabelle 11: Lipase-Aktivitit der ménnlichen Probanden

Probanden-N. Lipase-Aktivitit x1000 in U/1

5 Minuten 10 Minuten 15 Minuten
2 602 71 31
5 289 100 68
6 1524 770 295
13 393 179 46
17 526 11 21
Median 526 100 46
Mittelwert 666,80 226,20 92,20
Standardabweichung 494,10 309,95 114,74
Variationskoeffizient 74,10 % 137,02 % 124,45 %

Gesamtbetrachtung ohne Geschlechterunterscheidung

Bei der Gesamtbetrachtung ohne Geschlechterunterscheidung ergab der Mittelwert der
Lipase-Aktivitit bei 5 Minuten 545630 U/L, bei 10 Minuten 120690 U/l und bei 15 Minu-
ten 77000 U/l. Der Median lag sowohl bei den Frauen als auch bei den Méadnnern und in
der Gesamtbetrachtung mit Werten um 500000 U/1 jeweils nach 5 Minuten am hdchsten.

Es ergab sich ein Variationskoeffizient bei 5 Minuten von 76,53 %, bei 10 Minuten von
149,90 % und bei 15 Minuten von 91,75 %.

Die Werte der Lipase-Aktivitit in der Gesamtbetrachtung ohne Geschlechterunterschei-

dung sind in Tabelle 12 dargestellt.

Tabelle 12: Lipase-Aktivitit in der Gesamtbetrachtung

Lipase-Aktivitiit x1000 in U/l
Gesamt
5 Minuten 10 Minuten 15 Minuten
Median 483 74 66
Mittelwert 545,63 120,69 77,00
Standardabweichung 417,56 180,91 70,65
Variationskoeffizient 76,53 % 149,90% 91,75 %

Die geringste Schwankung um den Mittelwert (Variation) der Lipase-Aktivitét liegt bei der
Bestimmung nach 5 Minuten. Werden die zwei mit deutlichem Abstand niedrigsten Werte

(der Probanden 9 und 15) unter dem Verdacht einer Fehlmessung nicht mit in die Berech-
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nung des Variationskoeffizienten nach 5 Minuten mit einbezogen, so sinkt dieser sogar auf
62,48%.

Ein deutlicher Unterschied zwischen den Geschlechtern ist nicht zu erkennen. Insbesonde-
re bei der Betrachtung der Werte nach 5 Minuten zeigten sich nur minimale Unterschiede.
So lag der Median der Frauen bei 476000 U/l und der Méanner bei 526000 U/l (gesamt
483000 U/1); der Mittelwert der Frauen betrug 511900 U/l und der Méanner 666800 U/I
(gesamt 545630 U/I). Auch der Variationskoeffizient zeigte zwischen Frauen (76,46%) und
Mainnern (74,10%) nur eine geringe Differenz (gesamt 76,53%).

Bei Gegeniiberstellung der absoluten Aktivitdtswerte der Lipase zu diesem Zeitpunkt und

der entsprechenden Haufigkeit ergibt sich die in Abbildung 8 dargestellte Verteilung.
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Abbildung 8: Absolute Hiufigkeit der Werte der Lipase-Aktivitiit nach 5 Minuten

Der Verlauf der Lipase-Aktivitdt {iber den Zeitraum von 15 Minuten ist in Abbildung 9 und
in einer vergroflerten Darstellung des Bereiches der Lipase-Aktivitit bis 200000 U/I in Ab-
bildung 10 dargestellt.

Bei 14 Probanden (87,5 %) liegt der hochste Wert der Lipase-Aktivitét bei 5 Minuten, bei 2
Probanden (12,5 %) bei 10 Minuten.

Ein stetiger Abfall der Lipase-Aktivitit im Verlauf von 15 Minuten kann bei 9 Probanden
(56,25 %) beobachtet werden. Bei zwei Probanden (12,5 %) zeigte sich nach einem An-
stieg der Lipase-Aktivitdt im Verlauf von 5 auf 10 Minuten ein Abfall bei 15 Minuten. Die
Werte von fiinf Probanden (31,25%) stellten sich talférmig dar, d.h. nach einem (zumeist
starken) Abfall der Werte im Verlauf von 5 auf 10 Minuten folgte ein (zumeist leichter)
Anstieg bei 15 Minuten.
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Abbildung 9: Lipase-Aktivitit im Verlauf iiber den Zeitraum von 15 Minuten
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Lipase-Aktivitat im Verlauf
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Abbildung 10: Lipase-Aktivitit im Verlauf iiber den Zeitraum von 15 Minuten (Ausschnitt fiir den
Bereich der Lipase-Aktivitéit bis 200000 U/I)

3.3.4 Auswertung der RNA-Gewinnung sowie der PCR-Analyse

Im zweiten Teil der Arbeit wurde das zuvor gewonnene Pankreassekret laborchemisch wei-
terbehandelt und auf das Vorhandensein von RNA genauer untersucht. Aus dem Sekret
wurde nach den im Methodenteil beschriebenen Abldufen RNA isoliert und iiber reverse
Transkriptasen in cDNA transkribiert, die mittels PCR amplifiziert wurde. Im Rahmen die-
ser PCR wurde ein Primer fiir B-Aktin verwendet. Da p-Aktin ein sogenanntes
housekeeping gene (Haushaltsgen) ist, d.h. fiir zelluldre Basisfunktionen bendtigt wird,
findet man es unter normalen Bedingungen in jeder Zelle eines Organismus. Das Vorhan-
densein von cDNA und somit der Nachweis von RNA bzw. dieses speziellen durch den
benutzten Primer vorgegebenen Genabschnitts, konnte photometrisch nach Durchlaufen

der Gelelektrophorese sichtbar gemacht werden.
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Die Abbildung 11 zeigt exemplarisch einige durch diese Prozesse gewonnene Gelelektro-
phoresen. Jeweils in der ersten Spur links erkennt man eine Kontrollspur mit verschiede-
nen Marker-Banden, die jeweils im Abschnitt von 100bp eine optisch sichtbare Bande her-
vorrufen. Dadurch ist das grobe Abschdtzen der Liange der in den folgenden Spuren
laufenden sichtbaren cDNA-Abschnitte moglich. In der jeweils am rechten Ende vorhan-

denen letzten Tasche werden eine Nullprobe und eine Positiv-Kontrolle eingesetzt.

- -
e D e

14B 14C 14D 16B 16C 16D - +

cocerm i GRENEE NSNS WG e e

7A 7B 7C 12A 12B 12C - qe

Abbildung 11: Beispiele der nach einer PCR entstandenen Gelelektrophoresen

Es wurden insgesamt 38 Proben mittels PCR auf cDNA bzw. RNA untersucht. Dabei lie3
sich in 21 Proben RNA nachweisen, in 17 Proben gelang dies nicht. Bei den durchgefiihr-
ten Untersuchungen des Pankreassaftes lieB sich insgesamt bei 15 der 16 Probanden in
mindestens einem Fall durch die beschriebenen Prozesse cDNA und somit auch RNA im
Pankreassekret nachweisen. Dies ist durch eine vorhandene Bande in der jeweiligen Spur
erkennbar und befindet sich in etwa in der Hohe des dritten 100bp-Markers. Dass alle
Banden auf einer Hohe erkennbar sind, ist in der Tatsache begriindet, dass immer der glei-
che Primer fiir die Vorgidnge benutzt wurde. Bei einem Probanden lie§ sich zu keinem
Zeitpunkt (in den vorhandenen 3 Proben) RNA isolieren.

Es zeigte sich im Ergebnis-Vergleich der verschiedenen Zeitpunkte, dass ein positiver
RNA-Nachweis eher bei den Proben im Zeitintervall 5-10 Minuten (positiver Nachweis bei
11 von 17 Proben, d.h. 64,7%) und 11-15 Minuten (8 von 12 positiv, d.h. 66,7%) vorhan-
den war als in den frither entnommenen Proben zwischen 1-5 Minuten (2 von 9 positiv,
d.h. 22,2%). Dies steht im Gegensatz zu den Messungen der Lipase-Aktivitit, bei denen
hohere Werte mit geringerer Schwankung frith nach Beginn der Untersuchung (d.h. bis 5

Minuten) nachgewiesen wurden.

3.3.5 Auswertung der Qualitit der RNA mittels BioAnalyzer
Fiir die spitere Untersuchung der RNA auf Indikatorgene eines Pankreaskarzinoms ist die

Qualitdt der RNA, d.h. die Lidnge der RNA-Fragmente von Bedeutung. Je nach weiter an-
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zuwendendem Verfahren — ob konventionelle PCR oder Tech-PCR — ist eine bestimmte
Anzahl von Basenpaaren notig.

Um die Qualitdt und Quantitit der gewonnenen RNA moglichst objektiv und untersucher-
unabhingig bestimmen zu konnen, erfolgte eine maschinelle Auswertung mittels BioAna-
lyzer. Dazu wurden mit Probenmaterial beimpfte LabChips verwendet. Durch Anlegen
einer Spannung wurden die Proben jeweils elektrophoretisch aufgetrennt und anschlieBend
durch den applizierten Fluoreszenzfarbstoff detektiert. Dadurch entstanden virtuelle gel-
dhnliche Bilder mit den entsprechenden Banden (siehe Abbildung 12) und Elektropherog-
ramme mit Peaks (sieche Abbildung 13). Die Ergebnisse der virtuellen Gelelektrophorese
stimmten in 20 von 22 Féllen mit denen der mittels PCR erstellten Gelelektrophorese tiber-
ein. Eine Probe zeigte einen positiven RNA-Nachweis mittels PCR, aber nicht mittels Bio-
Analyzer (Probe 1E); eine weitere Probe zeigte keinen RNA-Nachweis mittels PCR, je-
doch mittels Bio-Analyzer (Probe 14B).
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Probe 14D
Probe 16A
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Probe 9B
Probe 10D

~
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Abbildung 12: Virtuelle Gelelektrophoresen der 22 untersuchten Proben

Durch die Kapillar-Elektrophorese wurden die Fraktionen der RNA, der rRNA (58S, 18S,
28S), der mRNA und fragmentierte RNA der GroBe nach aufgetrennt. Abbildung 13 zeigt
die durch diese Methodik gewonnenen Elektropherogramme aller 22 untersuchten Proben.
Es zeigte sich bei den vorliegenden Ergebnissen ein bei allen Proben vorhandener schmaler
Peak zwischen 20 und 25 Sekunden. Dieser entspricht einem Marker-Peak. Bei den meis-
ten Proben zeigte sich auch ein breiterer Peak bei 35-45 Sekunden. Dieser ist eine Mi-
schung der RNA-Fragmente ribosomalen Ursprungs. Das ribosomale 18S-Fragment wére
bei qualitativ hochwertiger RNA um 40s zu erkennen, das 28S-Fragment um 45s. Eine

Differenzierung zwischen diesen beiden Fragmenten, wie beispielhaft in Abbildung 5 dar-
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gestellt, ist bei keiner der untersuchten 22 Proben mdglich. Die in den in Elektropherog-

rammen auffillig breitbasigen Peaks lassen somit auf eine geringe RNA-Qualitdt mit ver-

schieden langen Fragmenten schlieen.
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Abbildung 13: Elektropherogramme der 22 untersuchten Proben

Durch den BioAnalyzer wurde zusitzlich die Qualitdt der RNA maschinell anhand der RIN

(RNA Integrity Number) mit einem Zahlenspektrum von 1bisl0 eingestuft. Dabei steht

eine RIN von 1 fiir fragmentierte, komplett degradierte RNA geringer Qualitdt und 10 fiir

nicht-degradierte und damit intakte RNA hoher Qualitit. Bei den fiir diese Arbeit durchge-

fiihrten Messungen war eine automatische RIN-Bestimmung in 8 von 22 untersuchten Pro-
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ben moglich. Es ergab sich bei diesen 8 Proben eine Durchschnitts-RIN von 2,73 (mit ei-

nem Spektrum von 1,3 bis 4,5). Dies zeigt ebenfalls an, dass die aus dem Pankreassekret

isolierte RNA von geringer Qualitdt ist, da sie bereits in verschieden lange Abschnitte

fragmentiert wurde.

Tabelle 13: Ubersicht der Ergebnisse von RNA-Nachweis und -Analyse

Proban-
den

Proben
(Entnahme-
zeitpunkt)

RNA-Nachweis mittels PCR

RNA-Analyse mittels Bio-Analyzer

Probe
auf RNA
unter-
sucht

positiv

negativ

RNA-
Nachweis
bei Pro-
band
moglich

RNA-
Qualitat
unter-
sucht

RIN (Be-
stimmung
moglich)

RIN-
Bestim-
mung nicht
moglich

A (2 min)

B (4 min)

C (5 min)

D (8 min)

E (10 min)

ja

1,3

A (3 min)

B (5 min)

C (10 min)

D (13 min)

ja

4,5

A (2 min)

B (5 min)

C (10 min)

ja

A (4 min)

B (5 min)

C (9 min)

D (10 min)

E (13 min)

ja

2,3

A (4 min)

B (5 min)

C (10 min)

D (11 min)

E (12 min)

ja

A (5 min)

B (10 min)

C (14 min)

ja

A (5 min)

B (10 min)

C (14 min)

PO M R

ja

2,2

2,8

A (5 min)

B (10 min)

C (14 min)

ja

10

A (3 min)

B (5 min)

C (7 min)

D (10 min)

E (12 min)

ja

11

A (5 min)

B (10 min)

C (12 min)

ja

12

A (5 min)

B (10 min)

b

C (12 min)

PR )R

nein
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RNA-Nachweis mittels PCR RNA-Analyse mittels Bio-Analyzer
RNA-
Probe Nachweis RNA- RIN-
Proben auf RNA bei Pro- Qualitit RIN (Be- Bestim-
Proban- = (Entnahme- unter- band unter- stimmung = mung nicht
den zeitpunkt) sucht positiv | negativ | moglich sucht moglich) moglich
13 | A (2 min) ja
B (5 min)
C (7 min)
D (10 min) X X
E (12 min) X X X X
14 | A (5 min) X X ja
B (6 min) X X X 3,7
C (10 min) X X X 2,7
D (12 min) X X X X
15 | A (5 min) ja
B (10 min) X X X X
C (12 min) X X
16 | A (3 min) X X ja X X
B (5 min) X X X X
C (10 min) X X X X
D (14 min) X X X X
17 | A (4 min) X X ja
B (5 min) X X
C (8 min) X X
D (10 min) X X
E (12 min) X X X 2,4
F (13 min) X X
gesamt 64 38 21 17 15 22 8 14

3.4 Nebenwirkungen des Pankreasfunktionstests

Im Rahmen der Studie traten bei keinem Probanden schwerwiegende Nebenwirkungen auf.
Bei 4 Probanden bestanden nach der Untersuchung leichte Hals- bzw. Rachenschmerzen.
Es wurde bei keinem Probanden eine akute Pankreatitis ausgeldst. Auch Verletzungen
durch die Gastroskopie sind nicht entstanden. Allergische Reaktionen oder Blutungskom-

plikationen traten ebenfalls nicht auf.

3.5 Probandenakzeptanz der Untersuchung

Nach der Durchfiihrung des Pankreasfunktionstests bewerteten alle 16 Probanden die Un-

tersuchung mittels eines Fragebogens (siche Anhang 6.6).

Beschwerden durch den Pankreasfunktionstest

Nach der Untersuchung gaben die Probanden folgende Beschwerden an. Bei 4 Probanden

(25,00%) traten Hals- bzw. Rachenschmerzen auf. Ein Proband (6,25%) gab bei sonstigen
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Beschwerden ldnger anhaltende Benommenheit durch die Sedierung an. Kein Proband

klagte iiber Bauchschmerzen, Vollegefiihl oder Durchfall.

Welche der folgenden Beschwerden sind bei lhnen nach
dem Pankreasfunktionstest aufgetereten?

30,00%

20,00%

10,00%

0,00%

Abbildung 14: Beschwerden nach dem Pankreasfunktionstest

Bewertung der Untersuchung durch die Probanden

Ein Proband (6,25%) bewertete die Untersuchung insgesamt als etwas unangenehm. Die

anderen 15 Probanden (93,75%) bewerteten den Test insgesamt als neutral bis angenehm.

Wie bewerten Sie die Untersuchung insgesamt?

70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

Abbildung 15: Bewertung der Untersuchung durch die Probanden
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Einstellung zu einer erneuten Durchfiihrung der Untersuchung

Von 16 Probanden wiirden 15 (93,75%) die Untersuchung ohne zu zégern nochmals durch-
fiihren lassen, wenn sie medizinisch notwendig wére. Ein Proband (6,25%) wiirde sie auch
durchfiithren lassen - allerdings mit Bedenken. Alle Probanden wiirden die Untersuchung

dementsprechend nochmals durchfiihren lassen.

Wiirden Sie die Untersuchung nochmals durchfiihren lassen,
wenn sie medizinisch notwendig ware?

100,00%

80,00%

60,00%

40,00%

20,00%

0,00%

ja, ohne zu zogern ja, aber mit Bedenken nein

Abbildung 16: Einstellung zu einer erneuten Durchfithrung der Untersuchung

55




Diskussion

4 Diskussion

4.1 Etablierung und Evaluation eines Pankreasfunktionstests

Der ideale diagnostische Test einer chronischen Pankreatitis sollte mdglichst sensitiv, spe-
zifisch, préazise und zuverldssig sowie weit verfiigbar, kosteneftektiv, einfach durchzufiih-
ren und mit niedrigem bzw. keinem Risiko fiir den Patienten verbunden sein [32 Etemad
und Whitcomb, 2001]. Die derzeit zur Verfligung stehenden diagnostischen Verfahren sind
nicht zufriedenstellend [59 Lieb und Draganov, 2008].

Zur Diagnosestellung einer chronischen Pankreatitis stehen die weit verbreiteten bildge-
benden Modalititen wie transabdomineller Ultraschall und Computertomographie den
meist nur in spezialisierten Zentren angewandten funktionellen Tests gegeniiber. Gegen-
wirtig werden zur Diagnosestellung einer CP meist bildgebende Verfahren verwendet. Je-
doch konnen Untersuchungsmethoden wie der transabdominelle Ultraschall oder die Com-
putertomographie nur eine schwergradige CP feststellen und sind nicht in der Lage,
Aussagen iiber die Funktion des Pankreas und damit iiber frithe Veranderungen im Rahmen
einer CP zu erlauben [17 Chowdhury und Forsmark, 2003; 20 Conwell et al., 2002; 18
Conwell et al., 2003; 84 Rosch et al., 2000].

Die ERCP gilt bislang als der Goldstandard in der Diagnostik chronischer Pankreatitiden.
Die diagnostische Genauigkeit steht {iber der des transabdominellen Ultraschalls und der
Computertomographie, jedoch ist die Durchfiihrung invasiv und damit mit potentiellen
Komplikationen verbunden und erfordert viel Erfahrung von Seiten des Untersuchers [38
Glasbrenner et al., 2002; 104 Wallace, 2007].

Die Endosonographie stellt eine vielversprechende Modalitdt in der Diagnostik chronischer
Pankreatitiden dar. Der Hauptvorteil dieser Methode ist die Darstellung parenchymatoser
und duktaler Verdnderungen [48 Kahl et al., 2002]. Stevens et al. demonstrierten, dass die
Endosonographie der ERCP nicht signifikant unterlegen ist und daher wegen des geringe-
ren Komplikationsrisikos und in Kombination mit Funktionstests an Bedeutung gewinnen
wird [95 Stevens et al., 2008].

Conwell et al. zeigten anhand einer Vergleichsstudie endosonographischer Untersuchungen

versus direkter Pankreasfunktionstestung nach Stimulation durch Sekretin, dass die Endo-
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sonographie zwar aufgrund der Nédhe der zu untersuchenden Struktur zum Gerit eine sensi-
tive Methode gerade in fortgeschrittenen Krankheitsstadien darstellt, sich jedoch als Scree-
ningmethode nicht eignet [22 Conwell et al., 2007]. Insgesamt aber ldsst sich die Endoso-
nographie aufgrund ihres geringen Komplikationsrisikos und ihrer relativ breiten
Verfiigbarkeit als gute diagnostische Maflnahme bei Patienten mit suspekten klinischen
Befunden beschreiben [11 Brugge und Van Dam, 1999; 105 Wallace, 2009].

Es ist sinnvoll, eine Methodik zu entwickeln, die die Funktion des Pankreas zuverléssig
einstuft, da es Hinweise darauf gibt, dass die exokrine Pankreasinsuffizienz den Gangver-
anderungen vorausgeht [92 Stein et al., 2006].

Direkte Pankreasfunktionstests konnen sowohl invasiv als auch nicht-invasiv sein und sind
nach derzeitigem Wissensstand der beste nicht-histologische Standard in der Diagnostik
chronischer Pankreatitiden [17 Chowdhury und Forsmark, 2003; 32 Etemad und
Whitcomb, 2001; 90 Siegmund et al., 2004]. Sie sind eine sensitive Methode zur Detektion
einer CP und bieten sich gerade dann an, wenn bildgebende Verfahren (noch) keinen Auf-
schluss iiber eine manifeste Erkrankung geben konnen [22 Conwell et al., 2007; 18 Con-
well et al., 2003; 92 Stein et al., 2006]. Die Durchfiihrung eines invasiven direkten Pankre-
asfunktionstests ist bislang meist spezialisierten Zentren vorbethalten [17 Chowdhury und
Forsmark, 2003]. Dabei ist fiir eine einfache Duodenalsaftuntersuchung kein spezialisiertes
Labor notig und die Sammlung des Sekretes im Rahmen einer Gastroduodenoskopie
durchfiihrbar [18 Conwell et al., 2003; 56 Lankisch und Schmidt, 1999].

Nicht-invasive Tests haben zwar eine deutlich geringere Komplikationsrate und bessere
Verfiigbarkeit, sind jedoch den invasiven Pankreasfunktionstests wie dem Sekretin-
Cholezystokinin-Test insbesondere bei frithen Formen der CP in der Sensitivitdt und Spezi-
fitdt deutlich unterlegen [38 Glasbrenner et al., 2002; 59 Lieb und Draganov, 2008].

Ein invasiver Pankreasfunktionstest gilt bislang als Goldstandard in der Detektion pankrea-
tischer Insuffizienz. Ein Standardablauf und damit verbundene gute Vergleichbarkeit konn-
ten jedoch noch nicht erreicht werden [32 Etemad und Whitcomb, 2001; 38 Glasbrenner et
al., 2002; 90 Siegmund et al., 2004]. Der momentan diagnostisch genaueste Pankreasfunk-
tionstest, der Sekretin-Cholezystokinin-Test, erreicht zwar eine hohe Sensitivitdt und Spe-
zifitdt, ist aber zeit- und kostenintensiv sowie schlecht tolerabel fiir Patienten. Er wird da-

her im klinischen Alltag kaum angewandt [29 Draganov et al., 2004; 92 Stein et al., 2006].
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Folglich ist es sinnvoll, eine abgewandelte kiirzere und weniger aufwendige Form dieses
Tests zu entwickeln und dauerhaft zu etablieren.

Ein Ziel dieser Studie war deshalb, ein diagnostisches Verfahren zu etablieren, das eine
hohere Sensitivitit als nicht-invasive Funktionstests aufweist, jedoch gleichzeitig weniger
zeit- und kostenintensiv sowie fiir die Patienten akzeptabler ist als der sensitivere invasive
Sekretin-Cholezystokinin-Test. Es sollte infolgedessen eine modifizierte Version eines Sek-
retin-Stimulationstests am Universititsklinikum Gieen und Marburg, Standort Marburg,
etabliert werden, die im Rahmen einer normalen Gastroduodenoskopie durchgefiihrt wer-
den kann. In der Literatur wurden bereits dhnliche endoskopische Testverfahren beschrie-
ben [20 Conwell et al., 2002; 18 Conwell et al., 2003; 29 Draganov et al., 2004; 45 Jensen
und Larsen, 2008; 93 Stevens et al., 2008; 96 Stevens et al., 2010]. Stevens et al. konnten
in einer prospektiven Vergleichsstudie an 24 Patienten mit entweder chronischen Bauch-
schmerzen oder nachgewiesener CP zeigen, dass ein endoskopischer Pankreasfunktionstest
im Vergleich zu einem klassischen Pankreasfunktionstest prinzipiell gleiche Ergebnisse zur
Beurteilung der Pankreasfunktion liefern kann [93 Stevens et al., 2008].

Ein Pankreasfunktionstest in der in unserer Studie durchgefiihrten Form weist einige Vor-
teile gegeniiber traditionellen Varianten auf: eine leichte Durchfiihrung, eine gute Verfiig-
barkeit, die gleichzeitige Untersuchung der Schleimhaut des oberen Gastrointestinaltrakts
und ein geringerer Zeitaufwand. Auflerdem ist der Test im Rahmen einer Routinediagnos-
tik wie der Gastroduodenoskopie durchfiihrbar. Des Weiteren kann durch den Verzicht auf
eine kontinuierliche Gabe des Sekretins iiber einen langen Zeitraum dieses im Vergleich
zum klassischen Sekretin-Cholezystokinin-Test eingespart werden [78 Pollack und
Grendell, 2006; 94 Stevens et al., 2006].

Eine Standardisierung der Durchfiihrung - insbesondere die Zeitdauer der Sekretgewin-
nung - eines solchen endoskopischen Pankreasfunktionstests, der bereits in verschiedenen
Studien untersucht wurde, existiert momentan nicht. Die Ergebnisse scheinen jedoch in der
iiberwiegenden Zahl der Fille gut mit dem konventionellen Sekretin-Cholezystokinin-Test

zu korrelieren [92 Stein et al., 2006].

Etablierung des Tests am Universitdtsklinikum Giefsen und Marburg, Standort Marburg

Als erster Teil dieser Arbeit sollte das Testverfahren am Universitatsklinikum Marburg und

Gieflen, Standort Marburg, etabliert werden. Dazu gehorten die laborchemische Optimie-
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rung der Lipase-Aktivitdtsbestimmung und die Organisation des Ablaufs: Einweisung des
Pflegepersonals, Bereitstellung der bendtigten Utensilien, Absprache mit dem Zentrum fiir
Labormedizin, Rekrutierung von Probanden. Es sollte einerseits ein Ablauf entstehen, der
zukunftsperspektivisch eine routinemdflige Durchfilhrung des Pankreasfunktionstests im
klinischen Alltag erlaubt sowie andererseits anhand der Studie mit gesunden Probanden der
beste Zeitpunkt fiir die Entnahme des Duodenalsekrets und die angewandten Verdiinnungs-

techniken ermittelt werden.

Durchfiihrung der Untersuchung

An den Probanden wurde eine Gastroduodenoskopie durchgefiihrt und im Rahmen dieser
wurde nach intravendser Gabe von Sekretin Pankreassekret in unmittelbarer Ndhe der Va-
terschen Papille abgesaugt. Das abgesaugte Sekret wurde sofort auf Eis gelagert und spéter
darin die Aktivitit der Lipase gemessen. Die Sekretgewinnung wurde in drei Zeitrdume
unterteilt (5 Minuten, 10 Minuten und 15 Minuten) um den optimalen Zeitpunkt der Unter-

suchung fiir den Test zu ermitteln.

Einfluss der Verdiinnung auf die Messung der Lipase-Aktivitdt

Um den Einfluss der Verdiinnung auf die Messung der Lipase-Aktivitit zu beurteilen, wur-
den verschiedene Verdiinnungsreihen durchgefiihrt und diese miteinander verglichen. In
einer ersten Reihe wurde die Verdiinnung mit jeweils ausschlieflich destilliertem Wasser,
isotoner Natriumchlorid-Losung und Humanalbumin mit dem Verdiinnungsfaktor 1000
durchgefiihrt. Als nichstes wurden Verdiinnungen (mit dem Verdiinnungsfaktor 300) der
Kombination aus isotoner Natriumchlorid-Losung mit jeweils destilliertem Wasser bzw.
Humanalbumin mit einer reinen Verdiinnung aus isotoner Natriumchlorid-Ldsung vergli-
chen. In weiteren Reihen wurden Verdiinnungen ausschlielich mit isotoner Natriumchlo-
rid-Losungen und jeweils unterschiedlichen Verdiinnungsfaktoren (100, 200, und 500 so-
wie 100 und 1000) gegeniibergestellt.

Bei der Untersuchung der Lipase-Aktivitit von jeweils derselben Probe mit verschiedenen
Verdiinnungsmedien wurden unterschiedliche Werte gemessen. Dabei zeigte sich bei 3 von
3 Messungen, dass bei Verdiinnungen mit isotoner Natriumchlorid-Losung hohere Werte
gemessen wurden als bei Verdiinnungen mit destilliertem Wasser. Im Gegensatz dazu wur-

den bei Verdiinnungen mit isotoner Natriumchlorid-Losung im Vergleich zu Verdiinnungen
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mit Humanalbumin in 2 von 3 Féllen niedrigere Werte und nur in einem Fall ein minimal
hoherer Wert gemessen. Unterschiedliche Werte wurden ebenfalls bei der Untersuchung
von jeweils derselben Probe mit isotoner Natriumchlorid-Losung und unterschiedlichen
Verdiinnungsfaktoren gemessen. Eine Messung mit dem Verdiinnungsfaktor 1000 ergab
einen niedrigeren Wert als eine Messung mit dem Faktor 100. Ebenfalls ergab eine Mes-
sung mit dem Verdiinnungsfaktor 500 einen niedrigeren Wert als jene mit dem Faktor 200
und diese wiederum einen niedrigeren Wert als die Messung mit dem Verdiinnungsfaktor
100.

Zunichst ist festzustellen, dass in dem durch unsere Untersuchung gewonnenen Sekret
(Duodenalsaft) eine Lipase-Aktivitdt vorhanden ist und durch unsere Messungen bestimmt
werden kann. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Art der Verdiinnung sowohl
durch das Verdiinnungsmittel als auch durch den Faktor der Verdiinnung die Messwerte der
Lipase-Aktivitit beeinflusst. Beim Vergleich der Verdiinnungsmittel wurde bei den Mes-
sungen dieser Arbeit folgendes beobachtet: Messungen der Lipase-Aktivitit bei Verwen-
dung von isotonischer Natriumchlorid-Losung ergeben tendenziell niedrigere Werte als
Verdiinnungen mit Humanalbumin und héhere als Verdiinnungen mit destilliertem Wasser.
Bei der Untersuchung des Verdiinnungsfaktors zeigte sich folgendes: Messungen mit iso-
tonischer Natriumchlorid-Losung ergeben mit ansteigendem Verdiinnungsfaktor umso
niedrigere Werte der Lipase-Aktivitt.

Fiir die weitere Untersuchung der Lipase-Werte aller Probanden wurde in dieser Arbeit
eine Verdiinnung mit isotonischer Natriumchlorid-Losung und dem Verdiinnungsfaktor
1000 verwendet. Diese Losung ist einfach verfiigbar, kostengiinstig und wurde auch in
anderen Studien zur Verdiinnung von Pankreassaft bei Messung der Lipase-Aktivitit ver-
wendet [20 Conwell et al., 2002]. Der Verdiinnungsfaktor 1000 wurde gewahlt, da die zu
erwartenden Werte (ca. 10°-10” U/1) dadurch mit dem Messbereich des verwendeten Mess-
gerites (10 — 400 U/]) iibereinstimmten.

Da es keinen giiltigen Standard fiir die Durchfiihrung von Pankreasfunktionstests gibt und
diese in verschiedenen Zentren unterschiedlich durchgefiihrt werden [31 Etemad et al.,
2000], ist auch die Messung der Lipase-Aktivitit im Duodenalsaft nicht standardisiert.
Eine Standardisierung unter anderem von der Verdiinnung im Rahmen der Lipase-

Aktivitdtsmessung ist fiir eine bessere Vergleichbarkeit notwendig.
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Wie durch Experimente im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konnte, sind je nach Ver-
diinnungsmedium und -intensitdt betrdchtliche Unterschiede in der Aktivititsmessung zu
beobachten. Dies ist im klinischen Ablauf jedoch von untergeordneter Bedeutung, da labor-
interne Regelungen und Studien dhnlich der vorliegenden - mit einem groferen Proban-

denkollektiv - die Angabe eines Referenzbereiches innerhalb eines Zentrums erlauben.

Ergebnisse der Lipase-Messung und Bestimmung des optimalen Messzeitpunkts

Der Mittelwert sowie der Median der gemessenen Lipase-Aktivitdt aller Probanden in den
jeweiligen Zeitrdumen lag bei 5 Minuten am hochsten, gefolgt von den Werten bei 10 Mi-
nuten. Bei 15 Minuten wurden der niedrigste Mittelwert und Median errechnet. Es ergab
sich ein Variationskoeffizient bei 5 Minuten von 76,53 %, bei 10 Minuten von 149,90 %
und bei 15 Minuten von 91,75 %. Somit liegt die geringste Schwankung um den Mittelwert
bei der Messung im Zeitraum bis 5 Minuten. Werden die beiden mit deutlichem Abstand
niedrigsten Werte der Messung nach 5 Minuten unter dem Verdacht einer Fehlmessung
(siche unten) nicht mit in die Berechnung des Variationskoeffizienten nach 5 Minuten mit
einbezogen, so sinkt dieser sogar auf 62,48%.

Der Verlauf der Lipase-Aktivitit in dem gewonnen Pankreassaft ldsst sich folgendermaf3en
beschreiben: nach Stimulation mit Sekretin kam es bei 14 von 16 Probanden zu einem
Peak der Lipase-Aktivitdt nach 5 Minuten auf iiber 200000 U/l woraufhin ein unterschied-
licher starker Abfall folgte. Nach 10 und 15 Minuten lag die Lipase-Aktivitit nur bei einem
Probanden noch bei tiber 200000 U/, alle anderen Messungen ergaben Werte darunter bzw.
konnte bei 2 Probanden nach 15 Minuten aufgrund mangelnden Sekretflusses die Lipase-
Aktivitét nicht gemessen werden.

Im Rahmen eines klassischen Pankreasfunktionstests unter kontinuierlicher Stimulation
mit Cholezystokinin zeigten Conwell et al., dass es erst nach 40 Minuten zu einem absolu-
ten Peak der Lipase-Aktivitdt kam. Allerdings konnte bereits nach 5 Minuten ein deutlicher
Unterschied zwischen Gesunden (mittlere Aktivitit 600000 U/l) und Patienten mit leichter
sowie mittlerer CP (< 200000 U/1) festgestellt werden [20 Conwell et al., 2002].

Paulo et al. zeigten in einem Pankreasfunktionstest, der in der Durchfiihrung gleichsam
dem unseren aufgebaut war, dhnliche Ergebnisse im Verlauf der gemessenen Werte wie
unsere Studie [74 Paulo et al., 2010]. Es wurde allerdings nicht die Lipase-Aktivitit im

Pankreassekret sondern die Konzentration pankreasspezifischer Proteine (Lipase, Elastase,
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Amylase etc.) gemessen und das Probandenkollektiv bestand aus Personen mit chronischen
Bauchschmerzen ohne Hinweise auf chronische Pankreatitis. Jedoch ist der Testaufbau in
folgenden Punkten vergleichbar: nach entsprechender Vorbereitung wurde eine Gastroduo-
denoskopie durchgefiihrt, Magensaft abgesaugt und Pankreassekret nach einmaliger Stimu-
lation durch eine intravendse Bolusgabe von Sekretin gesammelt. Der Test wurde deutlich
langer durchgefiihrt, sodass Pankreassekret nach 5, 10, 15, 20, 30, 45 und 60 Minuten ge-
wonnen und untersucht wurde. Bei Betrachtung des Verlaufs der Proteinkonzentration kann
wie in unserer Studie ein Peak bei der ersten Messung nach 5 Minuten mit einem darauf
folgendem Abfall der Werte beobachtet werden. Es kommt im weiteren Verlauf zwar noch
einmal zu einem leichten Anstieg mit einem Peak nach 20 Minuten, allerdings ist dieser
Peak mehrheitlich kleiner als der erste. Aulerdem sind nach 30 Minuten und spéter keine
hoheren Werte als nach 5 Minuten gemessen wurden. Dies bestitigt die Vermutung, dass es
bei einem auf 15 Minuten verkiirzten Test wie in unserer Studie durchgefiihrt nach einma-
liger intravendser Bolusgabe von Sekretin zu einem deutlichen Peak nach 5 Minuten
kommt und dieser Zeitpunkt zur Untersuchung des Pankreassekretes geeignet ist.
Raimondo et al. sammelten an 412 Probanden im Rahmen eines endoskopischen Pankreas-
funktionstests nach Stimulation mit Sekretin iiber 10 Minuten Duodenalsaft und konnten
einen signifikanten Unterschied in der Lipase-Aktivitdt zwischen einerseits Gesunden und
andererseits an CP und Pankreaskarzinom erkrankten feststellen [81 Raimondo et al.,
2003]. Die beste Sensitivitdt konnte mit 70% bei einem cut-off-Wert von 104000 U/l er-
reicht werden. Dieser Wert der Lipase-Aktivitit konnte im Rahmen unseres Pankreasfunk-
tionstests bei zwei Probanden, bei denen moglicherweise eine fehlerhafte Bestimmung
vorlag (siehe unten), nach 5 Minuten nicht erreicht werden. Bei den restlichen 14 von 16
Probanden konnte der von Raimondo et al. genannte cut-off-Wert nach 5 Minuten erreicht
werden. In der klinischen Routine ldsst sich die Sammlung von Pankreassekret im Rahmen
unseres Pankreasfunktionstest demnach auf einen Zeitraum bis 5 Minuten nach Stimulation
durch Sekretin begrenzen.

Um einen cut-off-Wert zur Diagnostizierung einer Pankreasinsuffizienz fiir den von uns
durchgefiihrten Pankreasfunktionstest festzulegen, miisste dieser in einer folgenden Studie
mit mehr Probanden zwischen Gesunden und an CP erkrankten Patienten verglichen wer-

den.
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Ein Ziel dieser Studie war die Festlegung des optimalen Zeitpunkts fiir die Bestimmung
der Lipase-Aktivitdt im Rahmen des hier durchgefiihrten endoskopischen Pankreasfunkti-
onstests. Unsere Ergebnisse im Vergleich zu oben beschriebenen Studien erlauben die Fest-

stellung, dass die Messung der Lipase-Aktivitdt nach 5 Minuten gut geeignet ist.

Kontamination mit Magensdure als Storfaktor

Die Messungen der Lipase-Aktivitét bei 2 der 16 Probanden ergaben insbesondere nach 5
Minuten als auch spiter auffillig niedrige Werte. AuBBerdem zeigten die Werte dieser zwei
Probanden ihr Maximum bei 10 Minuten. Bei den restlichen 14 Probanden lag der hochste
Wert bei 5 Minuten und im Verlauf zeigte sich ein Abfall der gemessenen Lipase-Aktivitit.
Da bei allen Probanden eine chronische Pankreatitis durch die unauffillige Anamnese,
nicht vorhandene Beschwerden und eine unauffillige Ultraschalluntersuchung des Pankre-
as ausgeschlossen wurde, ist davon auszugehen, dass bei den Probanden fehlerhafte Werte
gemessen wurden. Eine mogliche Fehlerquelle stellt eine zu starke Kontaminierung des
untersuchten Pankreassaftes mit saurem Mageninhalt dar. Da die Werte insbesondere bei
den Messungen nach 5 Minuten im Vergleich zu den restlichen 14 Probanden stark ver-
mindert waren, ist zu vermuten, dass der Magensaft vor der Aspiration des zu untersuchen-
den Pankreassafts unzureichend abgesaugt wurde. Auch Stevens et al. beschreiben in ithrem
Vergleich eines klassischen Pankreasfunktionstests mit einer endoskopischen Variante eine
Kontamination mit Magensdure. Es wird jedoch in jener Vergleichsstudie an 12 gesunden
Probanden vermutet, dass eine Kontamination mit Magensidure im Rahmen eines endosko-
pischen Pankreasfunktionstests geringer ist als bei einem klassischen Pankreasfunktions-
test [94 Stevens et al., 2006]. Eine Kontaminierung des Pankreassafts mit Magensdure und
der damit verbundenen Absenkung des pH-Wertes fiihrt zu einer Inaktivierung der Pankre-
asenzyme [50 Keller und Layer, 2005] und kann so die auffillig niedrigen Werte der zwei
Probanden in unserer Studie erkldren. Um diese Erkldrung nachzuweisen, konnte bei der
weiteren Verwendung des Pankreasfunktionstests eine standardmiflige Untersuchung des
pH-Werts bei allen Proben niitzlich sein, um falsch niedrige Messergebnisse der Lipase-
Aktivitidt zu erkennen. Eine mdgliche Strategie zur Vermeidung eines zu niedrigen pH-
Werts konnte die einmalige orale Gabe eines Protonen-Pumpen-Inhibitors sein. Die Ein-

nahme eines Protonen-Pumpen-Inhibitors wie z.B. Esomeprazol kénnte am Abend vor der
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Untersuchung erfolgen, da dieser den pH-Wert im Magen am deutlichsten nach ca. 12

Stunden - mindestens jedoch fiir 24 Stunden anhebt [88 Shin und Kim, 2013].

Stimulanzien im Rahmen eines Pankreasfunktionstests

Bei der Durchfiihrung von direkten Pankreasfunktionstests werden verschiedene Stimulan-
zien verwendet: synthetisch hergestelltes Sekretin sowie biologisches vom Schwein ge-
wonnenes Sekretin und Cholezystokinin (CCK). Auch die geeignetste Art der Applikation,
ob kontinuierlich oder als Bolus, wird kontrovers diskutiert und ist aber ebenso wie die
Auswabhl des geeignetsten Stimulanz nicht eindeutig belegt [17 Chowdhury und Forsmark,
2003]. In der Mehrheit der in der Literatur zu findenden Pankreasfunktionstests wird Sek-
retin kombiniert mit CCK als Stimulanz verwendet. Da synthetisch hergestelltes Sekretin
identische pharmakologische Eigenschaften im Bezug auf die Pankreasstimulation wie
biologisches Sekretin hat [17 Chowdhury und Forsmark, 2003; 47 Jowell et al., 2000] und
gut verfiigbar ist, wurde es in unserer Studie verwendet.

Welches Stimulanz fiir einen Pankreasfunktionstest bzw. eine endoskopische Variante das
optimale darstellt, ist bisher in der Literatur nicht geniigend beantwortet. Generell geht
man davon aus, dass Sekretin vor allem die kinetische Funktion, also die Volumensekretion
im Sinne einer Ausspiilung, und Cholezystokinin die ekbole Funktion, also die Enzymsek-
retion, steigert [92 Stein et al., 2006].

Jensen und Larsen konnten nach Stimulation mit ausschlielich Sekretin im Rahmen eines
Pankreasfunktionstests signifikante Unterschiede in der Lipase-Aktivitit Gesunder (hohere
Werte) im Vergleich zu Patienten mit CP und bekannter Pankreasinsuffizienz (niedrigere
Werte) im Duodenalsaft nachweisen [45 Jensen und Larsen, 2008].

In einer Studie verglichen Law et al. unter anderem die Stimulation mit Sekretin versus
Sekretin plus CCK an Gesunden und an CP erkrankten Patienten. Sie zeigten, dass die Zu-
gabe von Cholezystokinin die Genauigkeit eines Pankreasfunktionstests mit Messung von
Bikarbonat und Lipase nicht verbesserte [57 Law et al., 2012].

Ob die verschiedenen Stimulanzien einen Unterschied in der Bestimmung des optimalen
Zeitintervalls und der maximalen Konzentration der Enzymbestimmung bewirken, miisste
mit weiteren vergleichenden Studien genauer erforscht werden.

In unserer Studie konnte gezeigt werden, dass bei gesunden Probanden nach Stimulation

mit Sekretin ein deutlicher Anstieg der Lipase-Aktivitdt nachweisbar ist.
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Lipase-Aktivitiit im Pankreassekret als Marker der Pankreasfunktion

Bei der Durchfiihrung eines Pankreasfunktionstests stellt sich die Frage, welcher Marker
zur Bestimmung am besten geeignet ist. Etemad et al. zeigten in einer Befragung von 67
Zentren in den USA, dass eine deutliche Diskrepanz sowohl in den unterschiedlichen
Durchfiihrungsweisen als auch in den verwendeten Markern zur Bestimmung der Pankre-
asfunktion besteht: es werden die Bikarbonat-Sekretion, die Lipase-Sekretion und seltener
Amylase und Trypsin oder Kombinationen der einzelnen Marker gemessen [31 Etemad et
al., 2000]. Auch in der Betrachtung der zurzeit vorliegenden Studien werden unterschiedli-
che Marker verwendet: in der Mehrzahl Bikarbonat [2 Albashir et al., 2010; 9 Boyd et al.,
1982; 18 Conwell et al., 2003; 29 Draganov et al., 2004; 47 Jowell et al., 2000; 93 Stevens
et al., 2008; 94 Stevens et al., 2006; 96 Stevens et al., 2010] oder die Kombination ver-
schiedener Marker [19 Conwell et al., 2002; 24 Del Rosario et al., 2000; 45 Jensen und
Larsen, 2008; 57 Law et al., 2012; 69 O'Keefe et al., 2007; 81 Raimondo et al., 2003], sel-
tener Lipase allein [20 Conwell et al., 2002; 73 Parsi et al., 2008].

In einer retrospektiven Studie von 633 Untersuchungen konnten Draganov et al. zeigen,
dass die Messung der Bikarbonat-Konzentration in den ersten 15 Minuten nach Sekretin-
Stimulation im Rahmen eines Pankreasfunktionstests mit einer Genauigkeit von nur 57,3%
zu ungenau fiir die Diagnose einer chronischen Pankreatitis ist [29 Draganov et al., 2004].
Anhand eines Pankreasfunktionstests untersuchten Raimondo et al. 412 Personen, die sich
aus Gesunden, Patienten mit CP und Patienten mit Pankreaskarzinom zusammensetzten.
Der Test wurde dhnlich dem unseren im Rahmen einer Gastroduodenoskopie durchgefiihrt
und nach Stimulation mit Sekretin wurde iiber 10 Minuten Duodenalsaft abgesaugt. Dieser
wurde auf Bikarbonat-Konzentration sowie Lipase- und Trypsin-Aktivitit untersucht. Die
gemessenen Werte der Bikarbonat-Konzentration und der Trypsin-Aktivitéit zeigten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gesunden und den erkrankten Patienten. Die Li-
pase-Aktivitdt war jedoch signifikant niedriger bei den Patienten mit CP und Pankreaskar-
zinom als bei den Gesunden. Die Gesamtgenauigkeit lag allerdings nur bei 79% bei einem
negativ pradiktiven Wert von 85% [81 Raimondo et al., 2003].

Conwell et al. fiihrten eine Studie durch, in der sie 19 gesunde Probanden und 18 an einer
milden oder fortgeschrittenen CP leidende Patienten einem direkten Pankreasfunktionstest
mitte] CCK-Stimulation unterzogen und die Lipase-Konzentration liber 80 Minuten be-

stimmten. Sowohl bei den gesunden Probanden, als auch bei den an einer milden CP er-
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krankten zeigte sich eine maximale Lipase-Konzentration um 40 Minuten. Der absolute
Anstieg der Lipase-Konzentration der Gesunden war deutlich starker als der Erkrankten. In
der Gruppe der an einer fortgeschrittenen CP leidenden Patienten war allenfalls ein gerin-
ger Anstieg zu erkennen. Folglich kamen sie zu dem Ergebnis, dass die durch CCK stimu-
lierte Lipase-Konzentration klar zwischen Individuen mit normaler oder geringfiigig einge-
schrankter Pankreasfunktion und solchen mit stark eingeschriankter pankreatischer
Funktion unterschieden werden kann [20 Conwell et al., 2002].

Die beschriebenen Studien lassen erkennen, dass durch die Messung der Lipase-Aktivitit
eine Abgrenzung zwischen normaler, gering eingeschrinkter und stark eingeschrédnkter
Funktion vorgenommen werden kann. Teilweise konnen auch Aussagen liber den Schwe-
regrad der Pankreasinsuffizienz getroffen werden. In der vorliegenden Studie konnte
gleichsam gezeigt werden, dass im Rahmen des hier durchgefiihrten endoskopischen Ver-
fahrens nach Stimulation der Bauchspeicheldriise eine Reaktion im Sinne einer Steigerung
der Lipase-Sekretion mit typischem Verlauf erzeugt werden konnte. Ob zur Untersuchung
von Patienten mit chronischer Pankreatitis durch diesen endoskopischen Pankreasfunkti-
onstest die zusitzliche Bestimmung des Bikarbonats die Genauigkeit signifikant verbes-

sert, kann in folgenden Studien untersucht werden.

Einfluss von Alter und Geschlecht auf die exokrine Pankreasfunktion

In dieser Studie wurden 11 weibliche und 5 ménnliche gesunde Probanden im Alter zwi-
schen 22 und 27 Jahren untersucht. Ob Geschlecht oder Alter einen Einfluss auf die Pank-
reasfunktion haben, wird kontrovers diskutiert. Verschiedene Studien kommen zu unter-
schiedlichen Ergebnissen, jedoch sind die in manchen Studien beobachteten leichten
Unterschiede der gemessenen exokrinen Pankreasfunktion nicht signifikant [50 Keller und
Layer, 2005]. Ein signifikanter Einfluss des Alters auf die gewonnenen Ergebnisse ist nicht
anzunehmen [41 Gullo et al., 1983; 42 Gullo et al., 1986]. Auch Draganov et al. stiitzen
durch ihre Studie die Annahme, dass es keinen signifikanten Einfluss des Alters und des

Geschlechts auf die exokrine Pankreasfunktion gibt [29 Draganov et al., 2004].

Einfluss der Sedierung auf die Ergebnisse eines Pankreasfunktionstests

Zur Durchfiihrung des Pankreasfunktionstests wurden alle teilnehmenden Probanden mit

Midazolam und Propofol sediert. Die bei endoskopischen Pankreasfunktionstests stan-
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dardmifBig verwendete Sedierung dient der besseren Tolerierung der Untersuchung und
vermindert dadurch die Unruhe des Patienten. Dies hat insbesondere fiir die korrekte Posi-
tionierung des Endoskops bei der Absaugung von Pankreassekret im Duodenum eine wich-
tige Bedeutung. Conwell et al. untersuchten an 17 gesunden Probanden den Einfluss einer
Sedierung mit Pethidin und Midazolam auf die Ergebnisse eines endoskopischen Pankreas-
funktionstests und kamen zu dem Ergebnis, dass die Sedierung keinen Einfluss auf die
Ergebnisse des Tests haben [21 Conwell et al., 2005].

Die Verwendung einer moderaten Sedierung hat somit keinen signifikanten Einfluss auf die
Sekretion des Pankreas, verbessert jedoch die korrekte Durchfiihrung eines Pankreasfunk-

tionstests.

Akzeptanz, Nebenwirkungen und Praktikabilitdt

Die im Anschluss an die Untersuchung durchgefiihrte Umfrage zeigt deutlich, dass die
Mehrheit der Probanden (93,75%) sich der Untersuchung erneut unterzichen wiirde, sofern
diese medizinisch indiziert sei. Bei einem klassischen Pankreasfunktionstest sind die zu
untersuchenden Personen hiufig nicht in der Lage, eine Duodenalsonde iiber einen langen
Zeitraum gut zu tolerieren und lehnen deshalb eine Wiederholung ab. Die in unserer Studie
durchgefiihrte Untersuchung wurde im Gegensatz dazu gut toleriert.

Lediglich 4 Probanden klagten iiber die im Rahmen einer Gastroduodenoskopie gelegent-
lich vorkommenden Hals- bzw. Rachenschmerzen. Ansonsten traten keine unerwiinschten
Nebenwirkungen auf.

Auch Conwell et al. konnten in einer Studie an 18 Patienten zeigen, dass ein endoskopi-
scher Pankreasfunktionstest ein von Patienten gut toleriertes und im Hinblick auf Neben-
wirkungen sicheres diagnostisches Verfahren ist [18 Conwell et al., 2003].

In Hinsicht auf die Praktikabilitdt weist der von uns durchgefiihrte Test einige Vorteile ge-
geniiber dem klassischen Pankreasfunktionstest auf. Der Test ist deutlich weniger arbeits-
und zeitintensiv. Er kann im Rahmen einer routineméfBigen Gastroduodenoskopie durchge-
fiihrt werden, wofiir kein speziell geschultes Personal nétig ist. Des Weiteren dauerte die
Durchfiihrung in unserer Studie insgesamt nur maximal 20 Minuten und kann nach weite-
rer Etablierung hochstwahrscheinlich noch weiter reduziert werden.

Die hohe Akzeptanz und Praktikabilitdt darf bei der dauerhaften Etablierung eines diagnos-

tischen Verfahrens nicht unterschéitzt werden.
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Zukunft von Pankreasfunktionstests in der Diagnostik chronischer Pankreatitiden

Eine direkte Pankreasfunktionstestung, die einer hormonellen Stimulanz bedarf, stellt die
sensitivste Methode in der Diagnostik chronischer Pankreatitiden dar [17 Chowdhury und
Forsmark, 2003].

Parsi et al. zeigten in einer Langzeitstudie tiber 7 Jahre an 35 Patienten, dass sich ein endo-
skopischer Pankreasfunktionstest mit Messung der Lipase-Aktivitét als sensitive Methode
bei Patienten mit Verdacht auf eine CP und gleichzeitig negativen oder unsicheren bildge-
benden Hinweisen ansehen ldsst. Ein normales Ergebnis bei Durchfiihrung ihres endosko-
pischen Pankreasfunktionstests ldsst eine CP mit hoher Wahrscheinlichkeit ausschliefen,
bei abnormalem Testergebnis sind allerdings weitere Untersuchungen nétig [73 Parsi et al.,
2008].

In einer von Stevens et al. durchgefiihrten Studie wurde in einer Sitzung ein endoskopi-
scher Ultraschall mit einem direkten Pankreasfunktionstest mittels (synthetischer) Sekre-
tinstimulation kombiniert. Es konnte gezeigt werden, dass bei iibereinstimmenden Ergeb-
nissen der Tests eine CP sicher ausgeschlossen bzw. diagnostiziert werden kann. Stevens et
al. kamen folglich zu dem Ergebnis, dass sich der endoskopische Ultraschall und ein direk-
ter Pankreasfunktionstest gerade bei Patienten mit wahrscheinlich frither CP synergistisch
ergdnzen. Durch die Kombination der beiden Verfahren kann eine primére Verdnderung des
Pankreas, sei sie strukturell oder funktionell, friih entdeckt werden [96 Stevens et al.,
2010].

Auch Albashir et al. verglichen in einer retrospektiven Untersuchung von 25 Patienten die
Ergebnisse einer Endosonographie und eines endoskopischen Pankreasfunktionstests mit
der histologischen Untersuchung. Die Endosonographie wies eine Sensitivitdt von 84%
und eine Spezifitit von 100% auf. Der endoskopische Pankreasfunktionstest ergab eine
Sensitivitdt von 86% und eine Spezifitit von 67%. Durch Kombination der beiden Tester-
gebnisse konnte die Sensitivitdt auf 100% gesteigert werden. Die Autoren kamen zu dem
Schluss, dass die Kombination der beiden Untersuchung die Diagnostik einer frithen Fibro-
se im Rahmen einer CP verbessern kann [2 Albashir et al., 2010].

Die beschriebenen Studien lassen erkennen, dass die grofte Schwierigkeit darin besteht,
die Gesunden von Patienten mit geringer Pankreasfunktionseinschrinkung im Rahmen
einer CP zu unterscheiden. In den vergangenen Jahren wurden in vielen Studien verschie-

dene Modifikationen von endoskopischen Pankreasfunktionstests untersucht. Es zeigte
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sich, dass endoskopische Pankreasfunktionstests einen wichtigen Baustein in der Diagnos-
tik einer Pankreatitis darstellen konnen. Im Bezug auf die Diagnose friiher Formen einer
CP konnte bis jetzt kein ideales Testverfahren gefunden werden - auch die endoskopischen
Pankreasfunktionstests erzielen bis heute keine absolut zufriedenstellenden Ergebnisse. Im
Vergleich der aktuell zur Verfligung stehenden Literatur wird jedoch zukiinftig ein grof3es
Potential der Endosonographie, kombiniert mit endoskopischen Pankreasfunktionstests,
zur Etablierung einer zufriedenstellenden Diagnostik auch frither Formen einer CP zuge-
sprochen. Weitere Forschungsprojekte miissen dahingehend intensiviert werden, um eine
frithe CP sicher zu erkennen und somit therapeutische Maflnahmen bei den richtigen Pati-

enten begonnen werden konnen.

Etablierung des Pankreasfunktionstests

Unter Beriicksichtigung der bereits diskutierten Aspekte sollte der in unserer Studie etab-
lierte Test nach dem im Methodenteil beschriebenem Ablauf durchgefiihrt werden. Zur
Verbesserung der Untersuchungsqualitit sollten folgende Punkte beachtet bzw. modifiziert
werden:

Bei der Abnahme des Sekretes sollte auf genaue Einhaltung der Zeitrdume geachtet werden
um die Genauigkeit und Vergleichbarkeit der Ergebnisse sicher zu stellen.

Um eine Kontamination des Sekrets mit Magensédure und eine damit mogliche Inaktivie-
rung von Lipase-Enzymen zu erkennen, sollte der pH-Wert gemessen werden. Zur Vermei-
dung der Kontamination sollte neben der strikten Linksseitenlagerung der Magensaft vor
der Stimulation standardméBig iiber mindestens 2 Minuten abgesaugt werden.

Das Endoskop sollte strikt unterhalb der Vaterschen Papille platziert bleiben. Bei Unruhe
des Patienten sollte die Sedierung entsprechend angepasst werden. Da die Untersuchung
aber insgesamt nur wenige Minuten dauert, sollte dieser Aspekt kein Problem darstellen.
Bei der Messung der Lipase-Aktivitdt miissen die Proben verdiinnt werden, da die Messbe-
reiche der Laborgerite standardmaBig fiir die Messung der deutlich niedrigeren Lipase-
Aktivitit im Serum ausgelegt sind. Wie in unseren Versuchen gezeigt wurde, spielen dabei
das Verdiinnungsmedium und der Verdiinnungsfaktor eine wichtige Rolle und sollten zur
weiteren Etablierung festgelegt werden. Es bietet sich dabei eine Verdiinnung mit isotoner

Natriumchlorid-Losung und dem Verdiinnungsfaktor 1000 an.
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Weiterentwicklung des Pankreasfunktionstests

Es konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass ein endoskopischer Pankreasfunktionstest
in einer sehr vereinfachten Durchfiihrung zur Bestimmung der Lipase-Aktivitdat im Pankre-
assekret genutzt werden kann. Es wurde demonstriert, dass nach Stimulation mit Sekretin
ein Anstieg der Lipase-Aktivitit messbar ist, der auch in anderen Studien in vergleichbarer
Hohe erreicht wird [20 Conwell et al., 2002; 81 Raimondo et al., 2003].

Um die diagnostische Wertigkeit des in dieser Form angewandten endoskopischen Pankre-
asfunktionstests zu liberpriifen, muss der Test im nédchsten Schritt an Patienten mit nach-
gewiesener CP durchgefiihrt werden. Der Test sollte dann bei Patienten mit verschiedenen
Stadien einer CP angewendet werden, um festzustellen, ob auch friihe Formen einer CP
diagnostiziert werden konnen. Durch Untersuchungen eines grofleren Kollektivs sollten
anschlieBend Normwerte bzw. Referenzbereiche fiir unterschiedliche Stadien einer CP
festgelegt werden konnen. Diese Schritte sollen Thema von Folgestudien sein.

Des Weiteren konnte in Folgestudien untersucht werden, ob die Verwendung von Bikarbo-
nat als zusdtzlichem Marker oder Cholezystokinin als zusitzlichem Stimulanz die diagnos-
tische Genauigkeit des Tests erhoht.

Zur Beurteilung der klinischen Relevanz sollte der hier durchgefiihrte Pankreasfunktions-
test mit anderen diagnostischen Mitteln wie z.B. der weit verfligbaren und leicht durchzu-
fiihrenden Messung der Elastase im Stuhl insbesondere im Hinblick auf Sensitivitdt und
Spezifitit verglichen werden.

Der in dieser Studie untersuchte endoskopische Pankreasfunktionstest soll - nach beschrie-
benen Untersuchungen der diagnostischen Wertigkeit in Folgestudien - bei unspezifischen
abdominellen Beschwerden wie unklaren Bauchschmerzen, Meteorismus und Malabsorp-
tion dazu dienen, eine Pankreasinsuffizienz im Rahmen einer CP nachzuweisen. Ein nor-
males Ergebnis des Tests konnte eine CP ausschlieBen. Die Diagnose einer CP sollte je-
doch nicht allein anhand eines auftélligen Testergebnisses, sondern in der Zusammenschau

mit klinischer Symptomatik und bildgebender Diagnostik gestellt werden.
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4.2 Isolierung von RNA aus Pankreassekret

Da die chronische Pankreatitis ein Risikofaktor fiir die Entwicklung eines Pankreaskarzi-
noms ist [28 Dite et al., 2010; 30 Duell et al., 2012; 60 Lowenfels et al., 1993; 67 Mitchell
et al., 2003; 80 Raimondi et al., 2010], sollte im zweiten Teil dieser Studie getestet werden,
ob aus dem gewonnen Pankreassekret RNA isoliert und in ¢cDNA transkribiert werden
kann. Bei einem erfolgreichen Nachweis von RNA koénnte das durch unseren Test gewon-
nene Pankreassekret in Folgestudien auf Indikatorgene fiir die Entwicklung eines Pankre-
askarzinoms untersucht werden, wie dies bereits in anderen Studien durchgefiihrt wurde
[66 Matsubayashi et al., 2006; 70 Ohtsubo et al., 2006; 71 Oliveira-Cunha et al., 2011; 72
Park et al., 2011; 83 Rogers et al., 2006; 87 Shi et al., 2008; 106 Watanabe et al., 2005].

Perspektive in der Diagnostik eines Pankreaskarzinoms als Folge einer Pankreatitis

Das Pankreaskarzinom ist mit einer hohen Letalitit verbunden und die Diagnosestellung ist
oft problematisch. Eine Chance auf Heilung haben lediglich Tumore, die in einem friihen
Stadium entdeckt werden, sodass einer frithzeitigen Diagnosestellung eine entscheidende
Bedeutung zukommt [14 Canto et al., 2004; 44 Hruban et al., 2001]. Deshalb ist es unab-
dingbar, diagnostische Schritte zu entwickeln, die ein frithes Stadium eines Pankreaskarzi-
noms zuverléssig, sicher und kostengiinstig erkennen [100 Tomlinson und Korc, 2006]. Es
wurde mehrfach beschrieben, dass der Prozess der Kanzerogenese im Pankreas assoziiert
ist mit der Akkumulation von charakteristischen Genverdnderungen. Zahlreiche Marker
wurden identifiziert, deren Mutation zwischen benignen und malignen Entitdten unter-
scheiden soll [12 Buchholz et al., 2008]. Viele Arbeitsgruppen versuchen derzeit, einen
solchen im Pankreassaft nachweisbaren Marker zu finden, der ein zuverlassiger Pradiktor
eines karzinomatdsen Geschehens ist. Dies stellt sich als besondere, lebensrettende diag-
nostische Methodik dar fiir jene Patienten, die aufgrund hereditérer Syndrome ein erhdhtes
Risiko fiir die Entwicklung eines Pankreaskarzinoms tragen [100 Tomlinson und Korc,
2006].

Duell et al. zeigten in einer Metaanalyse von 10 Fall-Kontroll-Studien mit insgesamt iiber
15000 Patienten, dass Patienten mit CP nach mehr als zwei Jahren nach Diagnosestellung
ein fast 3-fach erhohtes Risiko fiir die Entwicklung eines Pankreaskarzinoms haben; im

Intervall bis 2 Jahre liegt das Odds Ratio sogar bei iiber 13 [30 Duell et al., 2012].
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Raimondi et al. untersuchten in einer Metaanalyse von 22 Studien den Zusammenhang
zwischen einer CP und dem Risiko zur Entwicklung eines Pankreaskarzinoms. Sie fanden
heraus, dass Patienten mit jeglicher Form einer CP ein erhohtes Risiko zur Entwicklung
eines Pankreaskarzinoms haben. Insbesondere Patienten mit einer early-onset Pankreatitis
wie z.B. der hereditdren Form haben ein mindestens 50-fach erhohtes Risiko im Vergleich
zu gesunden Personen. Es wurde in der Analyse aulerdem die Frage betrachtet, wie sinn-
voll ein Screening von Patienten mit CP auf Risikofaktoren ist. Die Autoren kamen zu der
Erkenntnis, dass die vorhandenen Screeningmethoden wie die Genuntersuchung von Pank-
reassekret momentan noch nicht ausreichend zuverléssig sind, aber Potential haben, Patien-
ten mit einem erhdhten Risiko fiir die Entwicklung eines Pankreaskarzinoms zu erkennen.
Sie stellten fest, dass die Screeningmethoden weiterentwickelt werden miissen [80 Rai-
mondi et al., 2010].

Rogers et al. isolierten im Rahmen einer kleinen Studie an Patienten mit Pankreaskarzi-
nom, CP und nicht-neoplastischen Pankreaserkrankungen im Rahmen einer ERCP mit Sek-
retin-stimulierter Pankreassekretsammlung RNA und DNA. Sie konnten in allen Proben
RNA nachweisen. Die hohe RNA-Qualitét, die sie erhielten, ldsst sich moglicherweise auf
die Sammlung des Pankreassekretes in mit RNase-Inhibitor-Losung gefiillten Sammelrdhr-
chen erkldren. Sie untersuchten das Pankreassekret auch auf das Vorhandensein von Gen-
abschnitten, die bekanntermallen in Pankreaskarzinomen iiberexprimiert werden und bis-
lang weitestgehend iiber Probebiopsien und folgender histologischer Diagnostik
identifiziert werden. Generell zeigten die Patienten mit bekanntem Pankreaskarzinom eine
hohere Anzahl der typischen Genprodukte im Pankreassaft, jedoch war das Ergebnis auf-
grund des kleinen Studienkollektivs nicht statistisch signifikant [83 Rogers et al., 2006].
Auch andere Untersuchungsmethoden des Pankreassaftes bei Risiko-Patienten mit Ver-
dacht auf ein Pankreaskarzinom in einem frithen Stadium sind denkbar. Beispielsweise
untersuchten Matsubayashi et al. in einer Studie an 155 Patienten mit fraglicher Pankreas-
erkrankung die Verdnderung der DNA-Methylierung in chirurgisch (n=73) oder endosko-
pisch (n=82) gewonnenem Pankreassekret. Sie fanden heraus, dass bei den Patienten mit
Pankreaskarzinom signifikant mehr methylierte Gene im Pankreassaft gefunden werden
konnten. Bei keinem der 64 Patienten ohne Neoplasie konnte eine DNA-Methylierung von

iiber einem Prozent nachgewiesen werden. Eine Zwischengruppe stellten jene Patienten
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mit einer CP dar, die zwar mehr methylierte Gene als Pankreasgesunde, aber weniger als
an einem Pankreaskarzinom leidende Patienten hatten. Somit setzten sie einen cut-off, der
maligne von benignen Zustinden unterscheiden soll, bei einem DNA-Methylierungsgrad
von grofer gleich einem Prozent. Interessanterweise konnte eine Methylierung héufiger in
den Proben nachgewiesen werden, die endoskopisch gewonnen wurden. Mdglicherweise
ist dies darin zu begriinden, dass endoskopisch gewonnenes Pankreassekret durch vorher-
gehende angeregte Sekretion und damit verbundene Reinigungsprozesse eher Pankreaskar-
zinom-DNA enthilt [66 Matsubayashi et al., 2006].

Oliveira-Cunha et al. gewannen RNA aus intraoperativ gesammeltem Pankreassaft bei
Patienten mit Verdacht auf Pankreaskarzinom und korrelierten das Vorhandensein
verschiedener Marker-Gene mit den Ergebnissen des histologischen Beurteilung der
jeweiligen Pankreas-Gewebeprobe. Zwar zeigten drei Gene (IGFBP3, PSCA und SPINK 1)
eine signifikant unterschiedliche Expression bei karzinomatdsen Gewebeproben verglichen
mit gutartigen Gewebeproben, allerdings zeigte nur ein Gen (ANXA I) eine signifikante
Expression sowohl im Pankreasgewebe als auch im Pankreassaft. Die mangelnde
statistische Korrelation in allen anderen Genen begriindeten sie auch in der Tatsache, dass
die geringen Mengen RNA im Pankreassaft durch einen stetigen Abbau durch RNasen
gefdhrdet sind, die moglicherweise einzelne Transkripte mehr beeinflusst als andere. So
lieBe sich auch erkldren, dass sie trotz der Verwendung von RNase-Inhibitor-Lésung in den
Sammelréhrchen verschiedene RNA Qualitdten erlangten; die RIN schwankte zwischen
1,9 und 10. Es konnte in der Studie gezeigt werden, dass der Nachweis des Gens ANXA I
im Pankreassekret Potential als Marker fiir ein Pankreaskarzinom hat. Allerdings limitiert
die geringe RNA-Qualitdt im Pankreassekret die Anwendungsmoglichkeiten [71 Oliveira-

Cunha et al., 2011].

Isolierung und Nachweis von RNA aus gewonnenem Pankreassekret

Es wurde im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit aus dem gewonnenen Pankreassekret
RNA isoliert. Diese wurde in cDNA transkribiert und iiber PCR amplifiziert. Es wurde ein
universeller Primer fiir B-Aktin verwendet. B-Aktin ist ein Strukturprotein, das in jeder
menschlichen Zelle vorkommt. Man bezeichnet das zugehorige Gen daher als ,,Haushalts-

gen®, da es in jeder Zelle exprimiert und somit weit verbreitet als genereller Marker von
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(Desoxy-) Ribonukleinsduren eingesetzt wird. Es ist in vergleichbaren Mengen in gesun-
den Zellen und in Tumorzellen vorhanden.

Anschliefend erfolgte eine gelelektrophoretische Darstellung der gewonnenen Proben. Bei
15 von 16 Probanden konnte in mindestens einer Probe erfolgreich cDNA nachgewiesen
werden. Es zeigte sich im Ergebnis-Vergleich der verschiedenen Zeitpunkte, dass ein posi-
tiver RNA-Nachweis eher bei den Proben im Zeitintervall 5-10 Minuten und 11-15 Minu-
ten vorhanden war als in den frither entnommenen Proben bis 5 Minuten.

Da die Versuche im Rahmen eines sogenannten ,,proof of principle* durchgefiihrt wurden,
war das Ziel dieses Teils der Arbeit, zu demonstrieren, dass es prinzipiell moglich ist, RNA
aus dem durch den neu etablierten Pankreasfunktionstest gewonnenen Pankreassekret zu

isolieren. Dies konnte somit nachgewiesen werden.

RNA-Qualitdtsbestimmung mittels BioAnalyzer

Die mit geringen Mengen der aus dem Pankreassekret gewonnenen RNA beimpften Chips
wurden mittels BioAnalyzer virtuell geldhnlich und elektrophoretisch ausgewertet. Durch
diese doppelte Auswertung konnen auch kleinste Degradierungseftekte nachgewiesen wer-
den.

Die Ergebnisse der virtuellen Gelelektrophorese stimmten in 20 von 22 Féllen mit denen
der mittels PCR erstellten Gelelektrophorese iliberein. Eine Probe zeigte einen positiven
RNA-Nachweis mittels PCR, aber nicht mittels Bio-Analyzer; eine weitere Probe zeigte
keinen RNA-Nachweis mittels PCR, jedoch mittels Bio-Analyzer. Dies deckt sich mit der
Beobachtung von Feige et al., dass die RNA-Qualitidt bei unterschiedlichen Untersu-
chungsmethoden — insbesondere maschinell vs. manuell — stark schwanken kann [35 Fleige
und Pfaftl, 2006].

Durch standardisierte Einstufung mittels einer RIN konnte die Probenqualitit im Bereich
von 1-10 maschinell eingestuft werden. Bei den fiir diese Arbeit durchgefiihrten Messun-
gen war eine RIN-Bestimmung nur in 8 von 22 untersuchten Proben moglich. Die durchge-
fiihrte RNA-Integritits-Analyse dieser 8 Proben ergab, dass die aus dem gewonnenen
Pankreassekret isolierte RNA mit einer RIN von durchschnittlich 2,73 (mit einem Spekt-
rum von 1,3 bis 4,5) von geringer Qualitdt war. Die RNA war folglich bereits stark frag-
mentiert und degradiert. Die isolierte RNA ist aber prinzipiell fiir eine PCR geeignet, da

ein Signal im Rahmen dieser nachgewiesen werden konnte.

74



Diskussion

RNA ist sehr empfindlich und durch ubiquitidr vorkommende Nukleasen der standigen Ge-
fahr einer Degradierung unterworfen. Diese Gefahr besteht vor allem wéhrend der Prozes-
sierungsvorginge Entnahme, Lagerung und Aufbereitung [5 Becker et al., 2009; 35 Fleige
und Pfaffl, 2006]. Eine vom Auswerter abhingige Verfilschung der Ergebnisse lésst sich
ausschlieBen, da die Auswertung maschinell durchgefiihrt wurde. Fiir diese Studie sind
daher Fehlerquellen in der Prozessabfolge zu suchen, die RNA-Qualitdtsminderungen vor
allem durch Abbauvorginge von im Pankreassekret enthaltenen Ribonukleasen ermdgli-
chen.

Die Effizienz einer reversen Transkription und einer PCR hingen stark von Menge und
Qualitit der als Ausgangs-Template verwendeten RNA ab. Es ist wichtig und sinnvoll,
moglichst hochwertige, intakte Ausgangs-RNA zu verwenden. Selbst kleinste Spuren von
kontaminierenden RNasen, die zum Beispiel durch Verunreinigung in der Prozessabfolge
Kontakt mit den Substanzen haben, kdnnen eine RNA-Degradation verursachen [35 Fleige
und Pfaftl, 2006]. Bislang sind keine standardisierten Methoden entwickelt worden, die
eine optimale RNA-Isolierung aus Pankreassekret erlauben und das Verunreinigen durch
RNasen zuverléssig verhindern [51 Kiba et al., 2007; 71 Oliveira-Cunha et al., 2011]. Da-
durch konnen bei der Herstellung der cDNA verkiirzte Produkte verschiedenster Fragment-
lingen entstehen. Dies zeigte sich in der durchgefiihrten RNA-Analyse durch breite, inei-
nander iibergehende Peaks (siche Abbildung 13). Auch konnen Storfaktoren wie
Verunreinigungen durch Proteine, Salze (z.B. Magnesium) und enzymatische Inhibitoren
die Aktivitdt der reversen Transkriptase verdndern und die Taq-Polymerase beeinflussen
[35 Fleige und Pfaftl, 2006]. Wahrscheinlicher ist das Vorhandensein verschiedener RNa-
sen, die die im Pankreassekret vorhandene RNA moglicherweise schon vor Aufbereitung
fragmentieren. Dieses Problem konnte durch die Verwendung von mit RNase-Inhibitor-
Losung gefiillten Sammelréhrchen beseitigt werden [83 Rogers et al., 2006]. Um eine re-
produzierbare und effiziente PCR sicherzustellen, war es wichtig, die Qualitit der RNA zu
bestimmen und einzustufen. Da durchweg geringe RNA-Qualitdt gemessen wurde, ist eine
sporadisch auftretende Verunreinigung unwahrscheinlich. Der Prozessablauf sollte dahin-
gehend in weiteren Studien genauer untersucht und verbessert werden.

Uber einen cut-off-Wert der RIN - der qualitativ gute RNA von geringerer unterscheidet,
um damit weitere zuverldssige Genuntersuchungen durchzufiihren - wird in der Literatur

kontrovers diskutiert. Rudloff et al. beschreiben eine RIN grof3er gleich 7 als ausreichend

75



Diskussion

fiir weitere Genanalysen [86 Rudloff et al., 2010]. Fleige et al. postulieren, dass die Not-
wendigkeit einer hohen RNA-Qualitit mit der jeweiligen Linge des RNA-Abschnitts
steigt. Beispielsweise sei die RNA-Integritdt bei einem zu amplifizierenden Produkt von
70-250bp weniger bedeutsam als bei einer ProduktgroBe von {iber 400bp. Sie empfehlen
eine RIN grofer 5 fiir hohe RNA-Qualitdt und grofer 8 fiir perfekte Qualitdt zu weiteren
Untersuchung [35 Fleige und Pfaffl, 2006].

Konsequenzen der durchgefiihrten Untersuchung des Pankreassekrets auf RNA

Es ldsst sich feststellen, dass der Bedarf an der Entwicklung einer zuverlidssigen Methode
zur Erkennung eines erhohten Risikos fiir die Entwicklung eine Pankreaskarzinoms bei
Patienten mit einer CP besteht. Die momentan zur Verfiigung stehenden Screeningmetho-
den zur Identifizierung von Indikatorgenen im Pankreassekret sind jedoch noch nicht aus-
reichend zuverldssig.

In unserer Studie konnte nachgewiesen werden, dass es prinzipiell moglich ist, im Rahmen
des durchgefiihrten Pankreasfunktionstests RNA aus dem Pankreassekret zu gewinnen.
Dies hat den Vorteil, dass bei Patienten mit nachgewiesener CP neben der Untersuchung
der Pankreasfunktion prinzipiell auch eine Untersuchung der RNA des Pankreassekrets auf
bestimmte Indikatorgene bzw. Expressionsanalysen fiir ein erhohtes Karzinomrisiko
durchgefiihrt werden kénnen.

Es zeigte sich in der weiteren Analyse, dass die gewonnene RNA nur eine méfige bis ge-
ringe Qualitdt aufwies. Zur Etablierung einer Genanalyse von Pankreassekret, welches im
Rahmen des in dieser Studie vorgestellten Pankreasfunktionstests gewonnen wird, miissen
deshalb Verdanderungen im Ablauf zur Sicherung einer hdheren RNA-Qualitit durchgefiihrt
werden. Eine Moglichkeit stellt die konsequente Benutzung von RNase-freien Arbeitsmit-
teln dar. Des Weiteren konnte die Gewinnung des auf RNA zu untersuchenden Sekrets auf
einen anderen Zeitraum als in dieser Studie (bis 15 Minuten) verschoben bzw. erweitert
werden. Weitere Optimierungsmoglichkeiten sollen in folgenden Studien erforscht werden.
Falls sich durch Optimierung des Ablaufs eine hohe RNA-Qualitét erreichen lésst, kann in
weiteren Forschungsprojekten die Untersuchung des durch den Pankreasfunktionstest ge-
wonnen Sekrets auf verschiedene Indikatorgene sowie Expressionsanalysen weiterentwi-
ckelt werden. Allerdings ldsst sich auch erkennen, dass die Qualitit der im Rahmen dieser

Arbeit aus dem Pankreassekret gewonnen RNA fiir eine PCR ausreichend ist.
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S Zusammenfassung

5.1 Deutsche Zusammenfassung

Hintergrund und Ziele: In der klinischen Diagnostik einer chronischen Pankreatitis ist
die zuverldssige Erkennung des Krankheitsbildes hdufig erst in der Spatphase mdéglich. Der
derzeit beste Test, der es ermoglicht, bereits in der Frithphase einer chronischen Pankreati-
tis eine geringe Einschrinkung der exokrinen Pankreasfunktion anzuzeigen, ist der invasi-
ve Sekretin-Cholezystokinin-Test. Die hohe Patientenbelastung, die erheblichen Kosten
sowie der Personal- und Zeitaufwand sind jedoch Nachteile des Tests. Ein Ziel dieser Stu-
die war deshalb, eine modifizierte Version eines endoskopischen Sekretin-Stimulationstests
am Universititsklinikum Gielen und Marburg, Standort Marburg, zu etablieren, welche im
Rahmen einer normalen Gastroduodenoskopie durchgefiihrt werden kann und dadurch
weniger zeit- und kostenintensiv sowie fiir die Patienten besser zu tolerieren ist.

Die chronische Pankreatitis stellt einen wichtigen Risikofaktor fiir die Entwicklung eines
Pankreaskarzinoms dar. Die friihe Diagnostizierung eines Pankreaskarzinoms ist fiir die
Prognose von entscheidender Bedeutung. Gerade bildgebende Diagnostik versagt hierbei
jedoch haufig. Deshalb kommt der Etablierung molekularer Marker in der Fritherkennung
des Pankreaskarzinoms eine entscheidende Bedeutung zu. Aus diesem Grund sollte im
Rahmen der Etablierung dieses Testes untersucht werden, ob sich das gewonnene

Pankreassekret auch fiir die Gewinnung von RNA zur Durchfiihrung einer RT-PCR eignet.

Methoden: Das in dieser Studie untersuchte Kollektiv bestand aus 16 gesunden Proban-
den. An diesen wurde eine Gastroduodenoskopie durchgefiihrt und im Rahmen dieser wur-
de nach intravendser Gabe von Sekretin Pankreassekret iiber 15 Minuten an der Vaterschen
Papille abgesaugt. Die Sekretgewinnung wurde in drei Zeitrdume unterteilt, um den opti-
malen Zeitpunkt herauszufinden. In dem gewonnenen Sekret wurde die Aktivitdt der Lipa-
se gemessen. Um den Einfluss der Verdiinnung auf die Messung der Lipase-Aktivitit zu
beurteilen, wurden verschiedene Verdiinnungsreihen durchgefiihrt und verglichen.

Im Anschluss an die Durchfiihrung des Pankreasfunktionstests wurde dieser durch die Pro-

banden mittels Fragebogen evaluiert.
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Zusitzlich wurde aus dem gewonnen Pankreassekret RNA isoliert. Diese wurde mittels
BioAnalyzer auf ihre Qualitit analysiert, anschlieBend in ¢cDNA revers transkribiert und

einer PCR Analyse zugefiihrt.

Ergebnisse: Im Vergleich der drei Messzeitpunkte konnte die Messung nach 5 Minuten
mit den geringsten Schwankungen der Lipase-Aktivitét als bester Zeitpunkt ermittelt wer-
den. Ein Wert von 200000 U/1, welcher bei 14 von 16 Probanden nach 5 Minuten erreicht
wurde, wird auch in vergleichbaren Pankreasfunktionstests anderer Studien als cut-off-
Wert zur Diagnostizierung einer Pankreasinsuffizienz verwendet. Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass die Art der Verdiinnung - sowohl durch das Verdiinnungsmittel als
auch durch den Faktor der Verdiinnung - die Messwerte der Lipase-Aktivitit beeinflusst.
AuBer gelegentlich vorkommenden Hals- bzw. Rachenschmerzen im Rahmen der Gastro-
duodenoskopie traten keine Nebenwirkungen auf. Die im Anschluss an die Untersuchung
durchgefiihrte Umfrage zeigt, dass alle Probanden die Untersuchung erneut durchfiihren
lassen wiirden. Nur ein Proband bewertete die Untersuchung als unangenehm.

Bei 15 von 16 Probanden konnte in mindestens einer Probe mRNA isoliert werden. Bei der
maschinellen Analyse der RNA-Qualitdt der gewonnenen Proben zeigte sich eine stark
fragmentierte RNA von geringerer Qualitét, welche eine sichere PCR-Analyse nur unzu-

reichend zulésst.

Schlussfolgerung: Die in dieser Studie durchgefiihrte modifizierte Version eines endosko-
pischen Sekretin-Stimulationstests konnte erfolgreich am Universititsklinikum Gieflen und
Marburg, Standort Marburg, etabliert werden. Der optimale Zeitpunkt der Messung der
Lipase-Aktivitit konnte festgelegt und der Einfluss der Verdiinnung auf die Messung nach-
gewiesen werden. Die Untersuchung ist gut tolerabel. Um die diagnostische Wertigkeit des
in dieser Form angewandten Pankreasfunktionstests zu iiberpriifen sowie Referenzbereiche
festzulegen, muss dieser an Patienten mit nachgewiesener chronischer Pankreatitis durch-
geflihrt werden. Dieser Pankreasfunktionstest kann in Kombination mit anderen bildge-
benden Verfahren wie der Endosonographie bei Patienten mit unklaren Bauchschmerzen
zum Ausschluss einer chronischen Pankreatitis verwenden werden.

Im gewonnenen Pankreassaft konnte RNA isoliert werden. Ob die festgestellte geringe
Qualitét der isolierten RNA ausreicht, um die Expression bestimmter Indikatorgene eines

Pankreaskarzinoms zu messen, muss in Folgestudien untersucht werden.
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5.2 Englische Zusammenfassung (Summary)

Background / Aims: The reliable diagnosis of chronic pancreatitis is often impossible in
early stages of the disease. The current best diagnostic test which detects a chronic pancre-
atitis in early stages with only mild to moderate disorders in exocrine pancreatic function is
the invasive secretin-cholecystokinin test. The test is very cumbersome, expensive as well
as time and manpower consuming. Therefore, one intention of this study was to establish a
modified version of an endoscopic secretin-stimulated pancreatic function test at the Uni-
versity Hospital Marburg. This new test should be operated within a common
gastroduodenoscopy and be less expensive and time consuming as well as more tolerable
for patients.

Chronic pancreatitis is an important risk factor for pancreatic cancer. Early diagnosis of
pancreatic cancer is vitally important for the prognosis. Diagnostic imaging fails frequent-
ly. Thus, RNA should be isolated in pancreatic juice, which is collected during this pancre-
atic function test. Finally RNA obtained from this pancreatic function test should be ana-

lyzed if it is useful for RT-PCR.

Methods: In this study 16 healthy volunteers were recruited and investigated by an upper
gastrointestinal endoscopy. During this examination pancreatic juice was aspirated and
collected at the major duodenal papilla within a time period of 15 minutes after intravenous
application of secretin. The collecting time was divided into three time periods to figure
out the best point in time. Afterwards lipase activity was measured in the collected pancre-
atic juice. To rate the influence of dilution on lipase activity, certain dilutions were com-
pared.

Subsequent to the examination the study participants were asked to evaluate it via ques-
tionnaire.

In the second part of this work mRNA was isolated from the collected pancreatic juice,
transcribed to cDNA and analyzed by PCR. Furthermore, the mRNA quality was analyzed
by BioAnalyzer.

Results: Comparing the three points in time, the measurement of 5 minutes was identified

to be the best point in time with lowest fluctuation in lipase activity. A cut-off of 200000
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U/l which was obtained by 14 of 16 subjects is also taken by comparable pancreatic func-
tion tests for diagnosing a pancreatic insufficiency. Furthermore, it could be shown that the
diluent and the dilution factor affect lipase activity.

Despite having suffered from a sore throat after having had the endoscopy, no other side
effects occurred. The questionnaire clearly showed that all study participants were open to
undergo the examination again. Only one person perceived the examination to be unpleas-
ant.

The mRNA isolation was successful in 15 out of 16 subjects in at least one sample. Never-
theless, the mRNA quality - measured by BioAnalyzer - seemed to be poor as it was

strongly defragmented and not always suitable for RT-PCR analysis.

Conclusions: This study showed that a modified version of an endoscopic secretin-
stimulated pancreatic function test could be established at the University Hospital Mar-
burg. The best point in time to measure lipase activity was defined as well as the influence
of dilution was shown. The test was well tolerated. To point out and proof the diagnostic
validity - as well as to specify the reference range - this pancreatic function test must be
done with patients suffering from chronic pancreatitis. This test can be useful in combina-
tion with other morphological tests like endoscopic ultrasonography concerning patients
suffering from unclear abdominal pain to exclude chronic pancreatitis.

Messenger RNA could be isolated from collected pancreatic juice. Whether the observed
low quality of the isolated RNA is sufficient to measure the expression levels of certain

indicator genes of pancreatic cancer, needs to be investigated in further studies.
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6 Anhang

6.1 Abkiirzungsverzeichnis

AIP autoimmune Pankreatitis

AP akute Pankreatitis

CFTR Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator

Bc Kohlenstoffisotop

cDNA complimentary deoxyribonucleic acid (= komplementére DNA)
CCK Cholezystokinin

CO2 Kohlenstoffdioxid

CP chronische Pankreatitis

CRP C-reaktives Protein

CT Computertomographie

DNA deoxyribonucleic acid (= Desoxyribonukleinsdure)
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

ERCP endoskopische retrograde Cholangiopankreatikographie
EUS endoskopischer Ultraschall

GPT Glutamat-Pyruvat-Transaminase (auch genannt: ALT)
yGT Gamma-Glutamyltransferase

H-0 Wasser

IgG4 Immunglobulin G4

KRAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (Onkogen)

MRCP Magnetresonanz-Cholangiopankreatikographie

MCV mean corpuscular volume (= mittleres korpuskuldres Volumen)

MCH mean corpuscular hemoglobin (= Mittleres Korpuskuldres Himoglobin)
MCHC mean corpuscular hemoglobin concentration (= MCH-Konzentration)
mRNA messenger RNA

n Anzahl

NaCl Natriumchlorid

NBT-PABA N-Benzoyl-Tyrosyl-Para-Aminobenzoesdure
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pS3
PanIN
PCR
PDAC
PRSSI1
PTT
RIN
RNA
RNase
rRNA
SPINK-1
TAE
TUS
WHO

(Tumorsuppressor)

pankreatische intraepitheliale Neoplasie

Polymerase Chain Reaction (= Polymerase-Kettenreaktion)

Pancreatic Ductal Adenocarcinoma (= Adenokarzinom des Pankreasgangs)
Protease, Serine, 1 (= Trypsinogen-Gen)

Partial Thromboplastin Time (= Partielle Thromboplastinzeit)

RNA Integrity Number

ribonucleic acid (= Ribonukleinséure)

Ribonuklease

ribosomale RNA

serine protease inhibitor Kazal-type 1 (= Serinproteaseinhibitor Kazal Typ 1)
Tris-Acetat-EDTA

Transabdomineller Ultraschall

world health organization (= Weltgesundheitsorganisation)
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6.5 Fragebogen fiir Probanden zu Beginn des Tests

Fragebogen zu Beginn des Test

(direkter Pankreasfunktionstest)

Aufnahme durch:.........cocooviiiiniiiiiiee, Datum: ..,
Nummer des Patienten:..........ccccceecveeieennnnne Geburtsdatum:  ......ccoooiiiiieie.
Bisherige Medikation: ...........cccceeevvennennen. Geschlecht:........cccovvevireninnnns
Vorerkrankungen: ............................................................................
o G rOBe ................................................... A Herglenja/ nem .................................................
Alkoholkonsum: .........ccceeeviieeiieieieeee e (zusétzlich...................... in g/d)
abdominelle Beschwerden: ja/nein Stuhlgang: .......ccoooveiiiiiien.
Erkrankungen der Bauchspeicheldriise: ja/nein  wenn ja, welche: .........................
Hereditire Erkrankung der Bauchspeicheldriise in der Verwandtschatft: ja/ nein .............
Schwangerschaft: ja/nein
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6.6 Fragebogen fiir Probanden nach Durchfiihrung des Tests

Fragebogen zum Pankreasfunktionstest

Proband:

1. Welche der folgenden Beschwerden sind bei Thnen nach dem Pank-

reasfunktionstest aufgetreten?

- Bauchschmerzen Oja O nein
- Vollegefiihl Oja O nein
- Hals-/Rachenschmerzen Oja O nein
- Durchfall Oja O nein

- sonstige Beschwerden

2. Wie bewerten Sie die Untersuchung insgesamt?

unangenehm neutral angenehm

O-3 o-2 o-1 o0 o+1 o+2 o +3

3. Wiirden Sie die Untersuchung nochmals durchfithren lassen, wenn

sie medizinisch notwendig ware?

O  ja, ohne zu zogern
O  ja, aber mit Bedenken

O nein
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