Prasident:
Dekan:

eingereicht:

Molekulare Mechanismen von

Pankreaserkrankungen

Habilitationsschrift
zur Erlangung der Lehrbefahigung

fur das Fach

Innere Medizin

vorgelegt dem Fakultétsrat der Medizinischen Fakultét Charité
der Humboldt-Universitét zu Berlin
von
Herrn Dr. Johann Ockenga
geboren am 18.05.1964 in Spetzerfehn

Prof. Dr. rer. nat. J. Mlynek
Prof. Dr. Joachim W. Dudenhausen

Dezember 2002

Datum des offentlich-wissenschaftlichen Vortrags: 17.07.2003

Gutachter:

1. Prof. Dr. J. Schdlmerich
2. Prof. Dr. P. Malfertheiner



Inhaltsverzeichnis

EINLEITUNG

Historischer Rickblick

Epidemiologie von Pankreaser krankungen

Risiokofaktoren

EIGENE ARBEITEN

Untersuchungen zur zellularen |mmunantwort bei Patienten

mit chronischer Pankreatitis

Mutation des kationischen Trypsionogen (D22G, K23R): Reduzierte Trypsin

Aktivierung durch veranderte Aktivierungspeptide.

Mutationen des CFTR Gen aber nicht deskationischen Trypsinogen Genssind

assoziiert mit idiopathischer oder rezidivierender Pankreatitis.

Niedrige Pravalenz von Mutationen des Serine Proteinase Inhibitor Kazal Typel

(SPINK 1) Gen bel adulten Patienten mit idiopathischer Pankreatitis.

Genetische Risikofaktoren bel chronischer Pankreatitis

Polymorphismen der UDP-Glukuronosyltransferase UGT 1A7 als Risikofaktor der

chronischen Pankreatitis und des Pankreaskar zinomes.

Rolle von Polymorphismen der Karzinogen entgiftenden UDP-Glukuronosyl-

transferase UGT1A7 bel Tumoren des proximalen Verdauungstraktes.

10

10

11



Effekt einer mit Glutamin anger eicherten parenteralen Erndhrung bel Patienten mit

akuter Pankr eatitis.

DISKUSSION

Pathophysiologie der Pankr eatitis

Aetiologie der Pankreatitis

Immunologische Veranderungen

Genetische Pradisposition einer Pankreatitis
Hereditare Pankreatitis
Mutationen des Trypsinogeninhibitors (SPINK 1)
Mutationen des CFTR (Cystic Fibrosis Transmebrane Conductance Regulator) Gen

Gen — Umwelt Interaktionen als Risikofaktoren fur Pankreaserkrankungen

Zusammenfassung

Anhang
Ergebnisse der internationalen Konsensus Konferenz zur genetischen Untersuchung
bei hereditérer Pankreatitis: Leitlinien zur Indikation und Beratung sowie

Zu den Aspekten der Privatsphére.

11

13

13

16

17

20

20

23

25

31

38

49

49

Ergebnisse der internationalen Konsensus Konferenz zum Pankreaskarzinom bei Patienten

mit hereditdrer Pankreatitis: Leitlinien zu Pravention, Screening und Behandlung.

Danksagung

50

51



Abstrakt:

Die Atiologie von entziindlichen Pankreaserkrankungen, insbesondere bei den idiopathischen
Pankreatitiden, ist weitgehend noch nicht verstanden. In der folgenden Arbeit sollen
immunologische und molekularbiologische Aspekte zu Pankreaserkrankungen unter
Berucksichtigung eigener Untersuchungen dargestellt werden. Zu Beginn unserer Arbeit
haben wir untersucht inwieweit immunologische Verénderungen an der Entstehung einer
chronischen Pankreatitis beteiligt sind. Wir fanden eine systemische Aktivierung des
zelluldren Immunsystems, ohne dass sich Unterschiede zwischen idiopathischer und
alkoholtoxischer Pankreatitis ergaben. Im folgenden haben wir uns mit dem
molekularbiologischen Hintergrund von entziindlichen und malignen Pankreaserkrankungen
beschéftigt. Eine genetische Modellerkrankung ist die hereditare Pankreatitis, deren
genetische Ursache 1996 mit der Entdeckung zweier Mutationen im Kkationischen
Trypsinogen entschlisselt wurde. Mit der Identifizierung einer neuen Mutation im
kationischen Trypsinogen und deren funktionellen Charakterisierung konnten wir hier zum
weiteren Versténdnis dieser Erkrankung beitragen. Weitere Untersuchungen beschéftigten
sich mit dem genetischen Hintergrund bei Patienten mit idiopathischer Pankreatitis. Bei etwa
30% dieser Patienten fanden wir ein abnormales Allel im Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator (CFTR) Gen und bei einzelnen Patienten einen Polymorphismus im
Serine Proteasen Inhibitor (SPINK1) Gen. Das zunehmende Wissen um genetische
Veranderungen und deren Folgen setzt auch eine kritische Auseinandersetzung mit ethischen
und rechtlichen Fragen voraus. Daher wurden wdahrend einer internationalen Konsensus
Konferenz Richtlinien zum Umgang mit diesen Fragen erarbeitet. Die Assoziation von
UGT1A7*3 Polymorphismus, welches ein Phase Il Protein mit niedriger katalytischer
Entgiftungsaktivitdt im Xenobiotika Stoffwechsel kodiert, mit dem Auftreten von

Pankreaserkrankungen war Gegenstand weiterer Untersuchungen. Hierzu untersuchten wir



Patienten mit alkoholischer chronischer Pankreatitis, Patienten mit einer SPINK1 Mutation
und gesunde Kontrollen. Dartberhinaus betrachteten wir ein Kollektiv von Patienten mit
einem Pankreaskarzinom. Unsere Ergebnisse belegen einen synergistischen negativen Effekt
von exogenen Risikofaktoren (Alkohol, Nikotin) und genetischer Préadisposition. Die Rolle
des oxidativen Stresses in der Genese von Pankreaserkrankungen wird damit untermauert.
Erste therapeutische Ansdtze aus den gewonnenen Erkenntnisses haben wir in einer
prospektiven Studie mit einer immunmodulierenden und antioxidativ wirksamen
Glutaminsubstitution bei Patienten mit akuter Pankreatitis gezeigt. Die Glutaminsubstitution
fuhrte zu einem besseren Krankheitsverlauf.

Schlagworte: Pankreas, Genetik, CFTR, hereditare Pankreatitis, Xenobiotika, oxidativer Stress



Abstract:

The etiology of inflammatory and malignat pancreatic disease are poorly understood. This
thesis will discuss our results of immunological and genetic investigations in patients with
inflammatory and malignat pancreatic diseases. Especially the background of idiopathic
pancreatitis will be discussed. We started our investigations with immunological
investigations and demonstrated an evidence for a systemic activated cellular immune system
in patients with chronic pancreatitis irrespectively of the aetiology of pancreatitis. Further
studies deal with the genetic background of pancreatitis. The discovery of the association
between a mutation of the cationic trypsinogen gene and the hereditary pancreatitis was a
milestone in the modern pancreatology. We contribute to the understanding of this disease by
detecting a new mutation (D22G). We were able to functional characterise this mutation.
Mutation of the activation peptides (D22G, K23R) are related to an increased release of
trypsin in hydrolisation studies in vitro. In addition, our further investigations confirmed and
extended the knowledge of the role of mutation in the CFTR gene and the SPINK 1 gene in
patients with ‘idiopathic’ pancreatitis. Cognisant of the ethical and clinical responsibilities
guidelines for the genetic testing and managing of patients with genetic diseases of the
pancreas were developed. The low detoxification activity UGT1A7* 3 polymorphism has been
identified as a novel risk factor of pancreatic inflammatory and malignant diseases defining
the interaction of genetic predisposition and environmentally induced oxidative injury. Based
on this data we conducted a prospective, randomised clinical trial on the supplementation with
glutamine in patients with acute pancreatitis shedulded for total parenteral nutrition. The
administration of glutamine, which has been shown to have an immune-modulating and
antioxidative capacity, was associated with a favourable clinical course of the patiens
receiving glutamine.

Keywords: pancreas, genetic, CFTR, hereditary pancreatitis, immunology, Xxenobiotica,

oxidative stress
Vi



Einleitung

Historischer Rickblick

Die erste Beschreibung des Pankreas findet sich in einem babylonischen Talmud, wo eine
Struktur als ,Finger der Leber® beschrieben wird. Galen beschrieb das Organ ausfihrlich,
jedoch waren weder er noch Hippokrates, Erasistratus oder Herophilus in der Lage eine
Beziehung zwischen der Bauchspeicheldrise und einer Erkrankung herzustellen. Der Name
Pankreas grundet sich auf Rufus von Ephesus (100 v. Christus) und ist zusammengesetzt aus
griechischen Wort pan: gesamt und kreas: Fleisch.

Die Anatomie des Pankreas wurde von Andreas Vesalius (1514 — 1564) schon recht genau
beschrieben. Es dauerte jedoch bis zum 17. Jahrhundert bis Sylvius und sein Schiller Regnier
de Graff von Delft durch die experimentelle Kanulierung des Pankreasganges bei Hunden
erste Hinweise auf die Funktion erkannten. Der Name ,,Bauchspeicheldriise” wird von
Sommering (1755 — 1830) in die medizinische Literatur eingefiihrt, was dazu fihrte, dass das
Pankreas bis Ende des 18. Jahrhunderts als abdominelle Speicheldriise angesehen wurde. Das
Trypsin wurde von Willy Kuhne (1837 — 1900) entdeckt. Kurz vorher (1815) hatte Alexander
Marcet (1770 — 1822) die Lipase identifiziert. In den weiteren Jahren wurde die exokrine
Funktion des Pankreas zunehmend besser verstanden. Im Jahr 1869 gelang es Paul
Langerhans erstmalig die Aufgaben des Pankreas in eine endokrine und exokrine Funktion
zur Regulation des Stoffwechsels und der Digestion zu differenzieren.

Bereits 1896 stellte in der , Zeitschrift fur Heillkunst’ Hans Chiari die Hypothese auf, dass die
Pankreatitis Folge einer Selbstverdauung des Organs sei (1). Es sollte jedoch genau 100 Jahre
dauern, bis Whitecomb 1996 molekularbiologische Argumente fir diese Hypothese lieferte.

Durch die ldentifikation einer mit der hereditéren chronischen Pankreatitis assoziierten
1



Mutation des kationischen Trypsinogen Gens begann jetzt eine neue Ara in der

Pankreatitisforschung (2).

Epidemiologie von Pankreaserkrankungen

Entzindliche Erkrankungen des exokrinen Pankreas werden aufgrund klinischer Kriterien als
akute oder chronische Pankreatitis klassifiziert. Die akute Pankreatitis ist die haufigste
Erkrankung der Bauchspeicheldriise. Das klinische Bild einer akuten Pankreatitis entspricht
in 80 % der Félle einer tdematdsen Pankreatitis die zumeist leicht verlauft und einem
selbstlimitierenden Krankheitsprozed entspricht. Bei einer nekrotisierenden Pankreatitis
(20%) bestimmt das Ausmal? der Pankreasnekrosen die Schwere des Krankheitsbildes und
die systemischen Manifestationen. Neben den entziindlichen Pankreaserkrankungen tritt das
Pankreaskarzinom mit einer Haufigkeit von 8 / 100000 bei Frauen und 12 / 100000 bei

Mannern auf und hat eine mittlere 5 — Jahrestiberlebensrate von 3 — 5 % (3).
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Abb. 1: Inzidenz von Pankreaser krankungen.

Die Inzidenz der Pankreatitis variiert in verschiedenen Landern und ist abhangig von den
ursachlichen Faktoren, wie Alkoholkonsum, Gallensteinen, metabolischen Einfluf3gréf3en und
dem Medikamentenkonsum (4). So steht in den USA z. B. die Pankreatitis haufiger mit dem
Alkoholkonsum als mit Gallensteinen in Zusammenhang; in England und in Deutschland

sind die Verhaltnisse umgekehrt.



Die Haufigkeit der chronischen Pankreatitis hat in den Industrienationen in den letzten 50
Jahren zugenommen (Abb. 1). Prof. Lankisch aus Lineburg ist es zu verdanken, dass Zahlen
zur Epidemiologie in Deutschland vorliegen. Die Inzidenz (Zeitraum 1988-95) einer akuten
Pankreatitis in der Region LUneburg lag bei 19,7 / 100000 Einwohner/Jahr, die der
chronischen Pankreatitis bel 6,4/100 000 Einwohnern / Jahr. Die altersspezifische Haufigkeit
zeigte einen Gipfel fur die akute Pankreatitis in der Altersgruppe zwischen 35-44 Jahren und
far die chronische Pankreatitis bei 45 — 54 Jahren (5). Trotz der Fortschritte in den letzten
Jahrzehnten, insbesondere in der Intensivmedizin, liegt die Letalitdt der akuten Pankreatitis

immer noch bei 5-8% (4, 6).

Risiokofaktoren

Alkohol ist neben der Cholecysto- und docholithiasis die zweithéaufigste Ursache einer akuten
Pankreatitis und mit Abstand die haufigste Ursache einer chronischen Pankreatitis in den
industrialisierten Landern. Darlber hinaus sind eine Vielzahl von weiteren potentiellen
Ursachen beschrieben, die jedoch nur bei einem kleinen Anteil der Patienten (5-8%) eine
Rolle spielen (4, 7). So war in der Lankisch Studie die Atiologie der akuten Pankreatitis in
40% bilidr und in 31% durch Alkoholabusus bedingt. Andere seltene Ursachen waren in 8%
ausschlaggebend und in den verbleibenden 21% der Patienten konnte keine Ursache eruiert
werden (5). In allen Untersuchungen findet sich eine Gruppe von 15 — 25 % der Patienten, bei
denen trotz adaquater Untersuchungen und fehlenden Risikofaktoren sowie negativer
Familienanamnese  keine Ursache fur das Auftreten einer akuten oder chronischen
Pankreatitis gefunden wurde(7;8). Hier scheint es sich um eine Gruppe von Patienten zu
handeln, die eine anatomische oder genetische Prédisposition zu einer Pankreaserkrankung
haben (7).

Aber auch digjenigen Patienten mit einem Alkoholabusus, die eine Pankreatitis entwickeln,

stellen moglicherweise eine besondere Subpopulation mit einer zusétzlichen Pradisposition
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dar. Obwohl das Risiko eine Pankreatitis zu entwickeln mit der Menge an konsumiertem
Alkohol exponentiell steigt (9) kommt es nur bei ca 10% der Patienten mit einem
signifikantem Alkoholabusus (> 80g/Tag Uber mehr als 5 Jahre) zu einer chronischen
Pankreatitis (10). Eine bisher nur als Abstrakt vorgestellte prospektive deutsche Untersuchung
beschreibt das Auftreten einer chronischen Pankreatitis bei starken Trinkern (Alkoholzufuhr >
60 g/Tag) sogar nur mit 2 — 3 % (11). Dieses lasst annehmen, dass weitere Ursachen in der
Induktion einer akuten oder chronischen Pankreatitis eine grofere Rolle spielen als bisher
angenommen.

In epidemiologischen Studien findet sich ein unabhangiger Effekt des Nikotinabusus auf die
Entwicklung einer chronischen Pankreatitis (12;13). Die ODDS-Ratio fur Raucher mit einer
chronischen Pankreatitis im Vergleich zu Nichtrauchern variiert zwischen 7.8 — 17.3, wobei
das Risko mit dem Ausmald des Nikotinabusus korreliert (13;14). Ein negativer
synergistischer Effekt von Nikotin- und Alkoholabusus scheint spezifisch fir das Pankreas zu
bestehen. In einer franzdzischen Studie fand sich ein negativer Effekt des Nikotinabusus und
Alkoholabusus besonders bei Patienten mit Pankreatitis, nicht jedoch bel Patienten mit
Leberzirrhose (12). Dartiber hinaus gibt es tierexperiementielle Hinweise, dal3 Xenobiotika
sowie eine vermehrte Zufuhr von ungesdttigten Fettsduren an der Entwicklung einer
chronischen Pankreatitis beteiligt sind (15;16).

Obwohl eine Vielzahl von epidemiologischen und klinischen Daten vorlagen, war die
Pathophysiologie der entzindlichen Erkrankungen des exokrinen Pankreas bis Mitte der
neunziger Jahre nur unzureichend verstanden. In den letzten Jahren wurden erhebliche
Fortschritte in dem Verstdndnis von Pankreaserkrankungen gemacht, nicht zuletzt aufgrund
der wachsenden Kenntnis des humanen Genoms und dem Einsatz von molekularbiologischen
Methoden. Die vorliegende Habilitationsschrift stellt die eigenen Arbeiten zu diesem Thema

unter Berticksichtigung der aktuellen Literatur zusammen.



Eigene Arbeiten

Die eigenen Untersuchungen beschéftigen sich mit unterschiedlichen Aspekten der Aetiologie
und Pathogenese der chronischen Pankreatitis und des Pankreaskarzinomes. Initial stellten wir
uns die Frage, inwieweit immunologische Verdnderungen an der Entstehung einer
chronischen Pankreatitis beteiligt sind und ob immunologischen Vorgéngen eine besondere
Rolle bei der idiopathischen Pankreatitis zukommt. Der Vergleich von Patienten mit
alkoholischer Genese der Erkrankung versus einer ,idiopathischen’ Pankreatitis erbrachte fur
beide  Gruppen gleichermal3en  Zeichen einer  zelludren  Immunstimulation.
Vor dem Hintergrund des wachsenden molekularbiologischen Wissens dehnten wir unsere
Untersuchungen auf die Beziehungen zwischen Genotyp und — Phanotyp aus. Fir genetische
Untersuchungen sind besonders familidre Erkrankungen wie die hereditare Pankredtitis
geeignet. Nach der Entdeckung der Mutationen (N291, R122H) des kationischen Trypsinogen
Gen (PRSS1) as Ursache der hereditdren Pankreatitis (17), wurde schnell deutlich, dass diese
beiden Mutationen im PRSS1 nur einen Teil der hereditéren Pankresatitiden erklaren. Wir
konnten eine neue Mutation im Kkationischen Trypsinogen Gen bel einer von uns
identifizierten Familie mit familidrer Pankreatitis nachweisen. Zusétzlich haben wir erstmals
in einem in vitro Modell einen moglichen Wirkmechanismus der von uns entdeckten
Mutationen D22G  sowie  einer  weiteren Mutation K23R  erarbeitet.
Neben der seltenen genetischen Modellerkrankung der hereditaren Pankreatitis blieb aber
weliterhin die Frage offen, inwieweit genetische Pradispositionen an der Entstehung von nicht
familidgren akuten und chronischen Pankreatitiden beteiligt sind. Daher konzipierten wir
weitere Studien unter Berlcksichtigung verschiedener Kandidatengene bei Patienten mit
sogenannter idiopathischer chronischer Pankreatitis oder rezidivierenden Pankreatitiden
unklarer Genese. Hierzu fuhrten wir ein Screening bel den Patienten auf das Vorliegen von

Mutationen des Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) Gens durch.
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Neben der exakten Erfassung des Phanotyps koppelten wir die genetischen Untersuchungen
mit elektrophysiologischen in-vitro Untersuchungen um die funktionelle Relevanz der
entdeckten Mutationen zu charakterisieren. Neben dem CFTR Gen wurde in einer weiteren
Untersuchungen die Préavalenz und der Einfluss von Mutationen im Serineproteasen Inhibitor
SPINK1 bei Patienten mit chronischer idiopathischer Pankreatitis evaluiert. Hierbei
charakterisierten wir den bisher unbekannten Polymorphismus R65Q. Wir beobachteten in
dieser Studie eine bisher nicht beschriebene compound Heterozygotie von CFTR und
SPINK1 Mutation bei einem Patienten mit unklarer Pankreatitis.
Unter Berlcksichtigung der Interaktionen zwischen genetischer Pradisposition und
Umwelteinflissen suchten wir nach weiteren Kandidatengenen, die an der Entstehung von
Pankreaserkrankungen beteiligt sind. In diesen Untersuchungen bezogen wir auch Patienten
mit Pankreaskarzinom ein. Hier wandten wir unserer Aufmerksamkeit der UDP-
Glukuronosyltransferases (UGT) zu, welche as Phase Il Enzym an der Zyto- und
Genoprotektion beteiligt ist. Diese Arbeit zeigt erstmalig, dass UGT1A7* 3 Polymorphismen,
welche ein Enzym mit erniedrigter katalytischer Aktivitdt kodieren, in Verbindung mit einem
Risikoverhalten das Auftreten von entziindlichen und malignen Pankreaserkrankungen
beeinflusst. Dartiber hinaus konnten wir darstellen, dass UGT1A7 in den Epithelien des
oberen Gastrointestinaltraktes aber auch dominierend im Pankreasgewebe nachweisbar ist.
Unsere Daten untermauern die protektive Rolle gegeniber Umweltfaktoren (Ernghrung,
Xenobiotika, Benzpyrene etc.) dieses Phase || Enzym am sogenannten ,,point of entry” aber
auch im Zielgewebe (Pankreas). Die Ergebnisse aus der UGT1A7 Studie haben vermuten
lassen, dass eine antioxidative Therapie den Verlauf einer Pankresatitis verbessern konnte.
Unsere positiven Ergebnisse der bisher einzigen Studie zum Effekt einer
immunmodulierenden und antioxidativ wirksamen Supplementation mit Glutamin bei
Patienten mit akuter Pankreatitis, die einer parenteralen Ernghrung bedurfen, bestétigt diese

Hypothese.



Untersuchungen zur zellularen Immunantwort bei Patienten mit

chronischer Pankreatitis

(Ockenga J, Jacobs R, Kemper A, Benschop RJ, Schmidt RE, Manns MP. Lymphocyte
subsets and cellular immunity in patients with chronic pancreatitis. Digestion 2000; 62:14-
21). Histologische Untersuchungen zeigen eine lymphozytare Inflitration mit aktivierten T-
Zellen im Pankreasgewebe von Patienten mit langjahriger chronischer Pankreatitis. Daher
stellte sich die Frage, inwieweit an einer chronischen Pankreatitis auch eine autoimmune
Komponente beteiligt ist. Unsere Ergebnisse zeigten, dass Patienten mit chronischer
Pankreatitis auch in klinisch stabilen Krankheitsphasen eine aktivierte zellulare
I mmunantwort aufweisen; unter anderem fand sich eine stimulierte Zytokinausschittung in
vitro. Hierbei sahen wir keinen Unterschied ob die chronische Pankrestitis auf dem Boden
eines Alkoholabusus entstanden war oder eine idiopathische chronische Pankreatitis vorlag .
Diese Ergebnisse unterstiitzen die Ansicht, dass eine zellular vermittelte Immunantwort in der

Pathogenese der chronischen Pankreatitis eine Rolle spielt.

Mutation des kationischen Trypsionogen (D22G, K23R):
Erleichterte Trypsin Aktivierung durch veranderte
Aktivierungspeptide.
(Teich N, Ockenga J, Hoffmeister A, Manns M, Mossner J, Keim V. Chronic pancredtitis
associated with an activation peptide mutation that facilitates trypsin activation.
Gastroenterology 2000; 119:461-465). Nach der Entdeckung der Mutationen des kationischen
Trypsinogen Gen (R1221, N29I, A16V, K23R) als Ursache der hereditéaren Pankrestitis bei
einem Teil der Indexpatienten war klar, dass hiermit nicht alle Falle einer familidren

Pankreatitis erklart werden kdnnen. Daruber hinaus stand der funktionelle Nachweis dieser

Mutationen aus. Der genaue Mechanismus der Pankreatitisentstehung bei Vorliegen der
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Mutationen blieb spekulativ. In dieser Arbeit konnten wir eine neue missense Mutation D22G
in einer von uns identifizierten Familie mit chronischer Pankreatitis beschreiben. D22G fuhrt
zu einem Aminosaurenaustausch im Bereich des Aktivierungspeptides des Trypsinogens.
Anhand dieser und einer weiteren Mutation (K23R), die auch 2zu einem
Aminosaurenaustausch im Aktivierungspeptid fihrt, wurde ein in vitro Modell entwickelt, in
dem zu den Mutationen korrespondierende synthetische N-terminale Peptide hergestellt
wurden. Unter verschiedenen physiologischen Bedingungen zeigten die beiden zu den
Mutationen korrespondierenden synthetischen Peptiden erhohte Hydrolisierungsraten und
lassen damit eine hthere Freisetzung bzw. Aktivierung von Trypsin in vivo vermuten. Es
gelang in einem in vitro Modell eine mdgliche funktionelle Bedeutung von Mutationen im

PRSS1 Gen nachzuweisen.

Mutationen des CFTR Gen aber nicht des kationischen
Trypsinogen Gens sind assoziiert mit idiopathischer oder

rezidivierender Pankreatitis.

(Ockenga J, Stuhrmann M, Ballmann M, Teich N, Keim V, Dork T, Manns MP. Mutations of
the cystic fibrosis gene, but not cationic trypsinogen gene, are associated with recurrent or
chronic idiopathic pancreatitis. Am J Gastroenterol 2000; 95:2061-2067). In 10 — 20% der
Patienten mit rezidivierender oder chronischer Pankregtitis kann eine Ursache nicht eruiert
werden und diese werden als idiopathisch definiert. Es finden sich in dieser Gruppe zwei
Altersgipfel. In einem klinisch eng definiertem Patientengut mit Erstdiagnose der
idiopathischen chronischen oder rezidivierenden Pankreatitis nach der Adoleszenz (> 18
Jahre) und vor der vierten Lebensdekade zeigte sich, dass in etwa einem Drittel der Patienten
mindesten ein abnormales Allele des Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator
(CFTR) Gens nachweishar ist. Die erwartete Haufigkeit in der Normalbevolkerung liegt bei

4-6%. Verdnderungen des kationischen Trypsinogen Gens, welches sich bel hereditarer
8



Pankreatitis findet, spielen hier keine Rolle. Elektrophysiologische Messungen in vitro an
Rektum Biopsien in einer Ussing Kammer erbrachten entgegen unseren Erwartungen keine
nachweisbaren CF typischen funktionellen Veranderungen. Weitere Familienuntersuchungen
lassen vermuten, dass fur eine Pradisposition der Pankreatitis eine compound Heterozygotie
notwendig ist. Unsere Daten bestétigen und erweitern zum ersten Mal in einer deutschen
Studie die kurz zuvor publizierten Ergebnisse aus dem englischem und amerikanischem
Sprachraum. Dartiber hinaus konnten wir Mutationen des kationischen Trypsinogen Gens als

einen den Phénotyp modifizierenden Faktor ausschlief3en.

Niedrige Préavalenz von Mutationen des Serine Proteinase
Inhibitor Kazal Type | (SPINK1) Gen bei adulten Patienten mit
idiopathischer Pankreatitis.

(Ockenga J, Dork T, Stuhrmann M. Low prevalence of SPINK1 gene mutations in adult
patients with chronic idiopathic pancreatitis. J Med Genet 2001; 38:243-244). Unsere eigenen
wie auch andere Arbeiten deuten zunehmend dahin, dass bei einem signifikantem Anteil der
Patienten mit idiopathischer chronischer Pankreatitis eine genetische Pradisposition fir
Pankreaserkrankungen vorliegt. In dieser Arbeit haben wir unser Kollektiv an Patienten auf
das Vorliegen von Mutationen in dem Serine Proteinase Inhibitor Kazal Type | (SPINK1)
Gen untersucht. Hierbel haben wir eine neue bisher nicht beschriebene Verdnderung des
Gens (G->A, Nukleotidposition 194) entdeckt, die zu einer Missence Mutation R65Q fihrt.
Eine weitere RNA Analyse aus der Rektumschleimhaut zeigte, dass das Splicing durch diese
Veranderung nicht betroffen ist. Dartber hinaus fand sich bel demselben Patienten ein
Nonsense-Mutation des CFTR Gen (Y 1092X) in Exon 17b, so dal3 die Rolle einer doppelten

Heterozygotie diskutiert wird.



Genetische Risikofaktoren bei chronischer Pankreatitis

(Teich N, Ockenga J, Keim V, Mdssner J. Genetic risk factors in chronic pancreatitis. J
Gastroenterology 2002; 37:1-9) In der zweiten Halfte der Neunziger Jahre gab es wesentliche
Erkenntnisse zu dem molekularbiologischen Hintergrund von Pankreaserkrankungen. Zu
nennen sind hier die PRSS1 Mutationen, SPINK 1 Mutationen und die Assoziation zwischen
CFTR Mutationen und Pankreaserkrankungen. In dem Review wird der Wissensstand
dargestellt und ein Algorithmus zur klinischen Anwendung der genetischen Untersuchungen

bei Patienten mit chronischer Pankreatitis vorgeschlagen.

Polymorphismen der UDP-Glukuronosyltransferase UGT1A7
als Risikofaktor der chronischen Pankreatitis und des

Pankreaskarzinomes.

(Ockenga J, Vogel A, Teich N, Keim V, Manns MP, Strassburg CP. Polymorphisms of the
UDP-glucuronosyltransferase UGT1A7 are arisk factor of chronic pancreatitis and pancreatic
cancer (Gastroenterology, in Druck). Alkohol und Nikotinabusus sind etablierte
Risikofaktoren fur die Entwicklung einer chronischen Pankreatitis, wobei aber nur ca. 10 %
der Petienten mit deutlichem Alkoholabusus eine chronische Pankrestitis entwickeln. Dieses
lasst weitere — genetische — Einfluf3grofRen vermuten. Der Nikotinabusus ist dartiber hinaus
der starkste Risikofaktor fir das Pankreaskarzinom. Die UDP-Glukuronosyltransferase
UGT1A7 ist ein Metabolisierungsenzym, das z.B. Tabakrauchkarzinogene inaktivieren kann
und zyto- und genoprotektiv z.B. gegeniber oxidativem Stress wirkt. Wir konnten
nachweisen, dass von den bisher bekannten 17 UGT Isoenzymen fast ausschliefdlich nur
UGT21A7 im humanen Pankreas exprimiert wird. Wir demonstrieren weiter in dieser Arbeit,
dass der Polymorphismus des UGT - UGT1A7*3, welches ein Protein mit niedriger

katalytischer Entgiftungsaktivitét kodiert, signifikant mit einer chronischen alkoholischen
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Pankreatitis und dem Pankreaskarzinom assoziiert ist. Die Assoziation zum Karzinom ist
besonders stark, wenn ein Pankreaskarzinom friih (< 55 Lebensjahr) aufgetreten ist. Hiermit
ergibt sich ein Zusammenhang zwischen genetischer Pradisposition und exogenen Faktoren in

der Entstehung von entziindlichen und malignen Pankreaserkrankungen.

Rolle von Polymorphismen der Karzinogen entgiftenden UDP-
Glukuronosyltransferase UGT1A7 bei Tumoren des proximalen
Verdauungstraktes.

(Vogel A, Ockenga J, Ehmer U, Barut A, Kneipp S, Tukey R, Manns M, Strassburg C.
Polymorphisms of the carcinogen detoxifying UDP-glucuronosyltransferase UGT1A7 in
cancers of the proximal gastrointestinal tract. Z Gastroenterologie 2002;40:497-502). Auch
die Karzinome des proximalen Verdauungstraktes sind mit Tabakrauch und
Ethanolexposition assoziiert. In Erganzung zu der vorangegangenen Untersuchung an
Patienten mit Pankreaserkrankungen demonstrieren wir in dieser Arbeit die Expression des
UGT1A7 in der Mukosa des Mundes, des Osophagus und des Magens. Es findet sich eine
Assoziation zwischen dem UGT1A7*3 Allele und Karzinomen des proximalen
Verdauungstraktes. Diese Daten stitzen unsere Beobachtungen an Patienten mit
Pankreaserkrankungen und lassen vermuten, dass der Einfluss von karzinogenen Substanzen
nicht nur abhéngig ist von der zyto- und genoprotektiven Kompetenz in den ,Endorganen’,
sondern auch von der protektiven Kompetenz der Grenzflache zwischen Aussenwelt und

Organismus (proximaler Verdauungstrakt).

Effekt einer mit Glutamin angereicherten parenteralen

Erndhrung bei Patienten mit akuter Pankreatitis.

(Ockenga J, Borchert K, Rifai K, Bischoff SC, Manns MP. Effect of Glutamine

supplementation in patients with acute pancreatitis. Clincal Nutrition 2002 (in press)). Im
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Rahmen einer akuten Pankreatitis wird der oxidative Stress als ein zytotoxischer
Mechanismus der Zellschadigung angesehen. Glutamin ist ein wesentlicher Prekursor fir das
Gluthation, welchem eine wesentliche Rolle im Schutz der Zellen gegeniiber oxidativen
Stress  zukommt. Darlberhinaus wird dem Glutamin ein positiver Effekt in der
Immunmodulation und der Erhaltung der intestinalen Integritdt zugeschrieben. In dieser
prospektiven, randomisierten Studie fanden wir Hinweise auf einen positiven Einflul? einer
Glutamin (Glutamin-Dipeptid) Substitution auf den klinischen Verlauf bei Patienten mit

akuter Pankrestitis, die einer parenteralen Erndhrung bedurften.
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Diskussion

Pathophysiologie der Pankreatitis

Obwohl bereits 1896 Hans Chiari erstmalig den Begriff der ,Selbstverdauung® als ein
Schltsselereignis in der Entstehung einer Pankreatitis aufbrachte (1), dauerte es 100 Jahre, bis
molekulargenetische Ergebnisse diese Hypothese weiter untermauerten.
Zwei dtere Erklarungsansdtze sind durch die Autodigestions-Theorie weitestgehend
verdrangt worden. Die erstere, die Theorie der ,,gemeinsamen Endstrecke” (common
channel), ging davon aus, dass anatomische Gegebenheiten einen Gallereflux in den Ductus
pancreaticus erlauben und dieser dann zu einer Aktivierung von Pankreasenzymen fuhrt.
(Eine gemeinsame Endstrecke mit freier Kommunikation zwischen dem Ductus choledochus
und Ductus pancreaticus ist in einigen Fallen tatsachlich nachweisbar). Die zweite Theorie
ging davon aus, dass ein Verschlul? des Ductus pancreaticus und eine Hypersekretion fur die
Entwicklung einer Pankreatitis ausschlaggebend sind. Jedoch verursacht der experimentielle
Verschlul3 des Ductus pancreaticus in der Regel ein Pankreasddem, aber keine generelle
Pankreatitis. Inwieweit diese Mechanismen dann aber auch zu einer intrazelluldren
Enzymaktivierung fihren, ist nicht geklart.

Eine Autodigestion des Organe durch intrazelluldr aktivierte proteolytische Enzyme (z. B.
Trypsinogen, Cathepsin B, Chymotrypsinogen, Proelastase und Phospholipase A) ist eines der
ersten Ereignisse, die zu einer akuten Pankreatitis fuhren (Abb. 2). Dem Trypsin kommt
hierbel eine Schltisselrolle zu. Das Pankreas synthetisiert und sezerniert Trypsin als inaktives
Trypsinogen (Zymogen), welches erst im Darm durch Abspaltung des Aktivierungspeptides
durch das Enzym Enteropeptidase zu Trypsin umgewandelt wird. Unsere eigenen Daten zu
genetischen Veranderungen im Trypsinsystem und deren funktionellen Konsequenz
bekréaftigen die Vorstellung, dass es als initiales Ereignis bei der akuten Pankreatitis zu einer
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intrazellularen Trypsinaktivierung in der Azinuszelle bzw. im Pankreas kommt. Eine ganze
Anzahl von Faktoren (z. B. Endotoxine, Exotoxine, virale Infektionen, Ischdmie, Anoxie und
direktes Trauma) scheinen an der vorzeitigen Aktivierung der Proenzyme betelligt zu sein.
Auch im normalen Pankreasgewebe werden geringe Mengen an Trypsinogen durch Autolyse
zu aktivem Trypsin umgewandelt, diese Trypsinaktivitdt wird allerdings durch zwei
Schutzmechanismen antagonisiert. Ein Teil des Trypsins wird durch Bindung an den
Serinproteasen-Inhibitor Kazal-Typ 1 (SPINK1) zu inaktiven Komplexen gebunden. Aber
aktives Trypsin kann auch durch sich selbst und durch Mesotrypsin degradiert werden (18).
Einer neueren Hypothese zur Erklarung der intrapankreatischen Aktivierung von Zymogenen
zufolge, werden diese innerhalb der Azinuszellen des Pankreas durch lysosomale Hydrolasen
aktiviert. In 2 unterschiedlichen Modellen der experimentellen Pankreatitis zeigte sich, dass
Verdauungsenzyme und lysosomale Hydrolasen intrazellulér zusammen vorkommen kdnnen;
dies wirde die Aktivierung der ersteren durch die letzteren innerhalb der Azinuszellen
ermoglichen. In vitro konnen lysosomale Enzyme, wie das Cathepsin B, Trypsinogen
aktivieren. Trypsin wiederum aktiviert die Vorstufen der anderen Proteasen (19-21). Neuere
Untersuchungen allerdings zeigten widersprtichliche Ereignisse (22;23). Bisher ist auch noch
nicht bewiesen, ob innerhalb der menschlichen Azinuszellen ein entsprechendes pH-Milieu
(d. h. pH >3,0) entstehen kann, bei dem Trypsinogen durch lysosomale Hydrolasen aktiviert
werden kann. Es gibt Hinweise, dass eine Ischamie oder Hypoperfusion alleine fir eine
Trypsinogenaktivierung mit nachfolgender Pankreasschadigung ausreicht  (24). Die
aktivierten Enzyme fuhren dann zu einem Zelltod und nachfolgender Kaskade von lokalen
und systemischen Ereignissen (siehe Abb. 2).

Neben den immunologischen Mediatoren kommt dem oxidativen Stress eine weitere
azinusschadigende und proinflammatorische Rolle zu. Sowohl experimentelle als auch
klinische Daten zeigen, dass z.B. freie Sauerstoffradikale im Rahmen der akuten Pankreatitis

vermehrt auftreten und Patienten mit akuter als auch chronischer Pankreatitis einen
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verminderten antioxidativen Status aufweisen (25;26). Freie Sauerstoffradikale bzw. eine
Imbalanz des Redox-Status flihren in der Azinuszelle u.a. zu einer Aktivierung des Nuklear
Faktor kB (NF-xB). Aktivierung von NF-xB ist sowohl in vitro als auch in vivo mit einer
vermehrten Expression von proinflammatorischen Genen verbunden (27) und fihrt im
Tierexperiment zu dem Bild einer Pankreatitis (28). Eine wesentliche protektive Rolle
gegenuber exogenen und endogenen Sauerstoffradikalen hat das Glutathionsystem.
Glutathion ist ein ubiquitéres Tripeptid (y-Glu-Cys-Gly), welches in allen Geweben in hoher
Konzentration vorkommt und zu seiner Synthese Glutamin, Cystein und Methionin bendtigt.
Der Erhalt des zelluléren Redox Gleichgewicht ist ein dynamischer Prozess und wird durch
das Verhdltnis zwischen dem reduziertem Glutathion und seiner oxidierten Form dem

Glutathion Disulfid aufrechterhalten (27).

" Azinuszell- Immun- Freisebzung Lokale und systemische
TFCIE]E'F Mechanismus = SEI'I?il.'IiI_]LII"IE__ -.' akirerung *V'CI-"I mediatoren I Kl:lﬂ'SEE]UE’I'IZE'I'I
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(EIPA T I ' | Lokal
Alkohol \\ 7 A c'; IL-1
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Abb. 2: Stadien der akuten Pankreatitis und beteiligte Strukturen oder Mediatoren. IL, Interleukine;
TNF, Tumornekrose Faktor; NO, Nitridoxid; PAF, Platlet Activating Factor; ARDS, acute respiratory

distress syndrome; SIRS, severe inflammatory response syndrome.

Durch die Gabe von Prekursoren der Glutathionsynthese, wie z.B. Glutamin, ist es moglich
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den zelluléren Glautathionstatus und damit die antioxidative Kapazitét zu verbessern (29;30).
Bisher gab es keine Untersuchung zur klinischen Anwendung von Glutamin bel der akuten
Pankreatitis. Mit unserer prospektiven Interventionsstudie fanden wir erstmalig Hinweise
darauf, dass eine Gabe von Glutamin zu einer Verbesserung des klinischen Verlaufs bei
Patienten mit moderater Pankreatitis fuhrt (31). Es fand sich nicht nur eine bessere Synthese
von viszeralen Proteinen und eine Verbesserung des Redoxstatus, sondern es war moglich die

Patienten mit Glutamin schneller zu oralisieren und tendenziell friher wieder zu entlassen.

Aetiologie der Pankreatitis

Ein langjahriger Alkoholabusus ist am haufigsten mit einer chronischen Pankreatitis (70%)
assoziiert (Lit). (32;33). In mehreren Untersuchungen findet sich immer eine Subpopulation
von 15 — 25%, in der keine Ursache der chronischen Pankreatitis evaluiert werden konnte.
Innerhalb dieser Gruppe gibt es zwei Haufigkeitsgipfel in der Erstmanifestation der
Erkrankung zu geben, die zu einer Aufteilung in eine juvenile (bis zum 40 Lebensjahr) oder
senile (ab dem 60 Lebensjahr) idiopathische chronische Pankreatitis fuhrt (34).
Vor kurzem wurde ein neues Risiko Klassifikationssystem (TIGAR-O, Version 1.0)
vorgestellt, welches die Patienten wie folgt aufteilt (7):

1. Toxisch-metabolisch;

2. ldiopathisch;

3. Genetisch;

4. Autoimmun;

5. Rezidivierende akute Pankreatitis;

6. Obstruktive Pankreatitis.

Sowohl die Langzeit Beobachtung von Ammann et a. an einer Gruppe von alkoholischen
Pankreatitiden (35), as auch der Verlauf innerhalb Familien mit hereditérer chronischer

Pankreatitis sprechen dafiir, dass das klinische Bild der chronischen Pankreatitis Folge von
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wiederholten akuten oder subakuten Attacken einer Pankreatitis ist. In diesem
Zusammenhang wurde von Amman der Begriff Nekrose — Fibrose Sequenz eingefiihrt (36).
Hierbei wird deutlich, dass bei der akuten und chronischen Pankreatitis gleichartige

pathophysiologische M echanismen eine Rolle spielen.

Abb. 3: Verlauf einer chronischen Pankreatitis — In der oberen Reihe sind die ERCP Veranderungen
eines Patienten mit alkoholischer chronischer Pankreatitis Uber 15 Jahre aufgefiihrt. In der unteren
Bildfolge snd dazu beispielhaft korrespondierende histologische Veranderungen mit zunehmender

Fibrosierung dar gestellt.

Immunologische Veranderungen

Wiederholte akute Attacken einer Pankrestitis fihren zu einem Untergang der Azinuszellen
und zu einer lokalen Infiltration von aktivierten CD8+ T-Zellen (37). Dabei kommt es zu
einem Verlust des funktionellen Pankreasgewebes und dem Ersatz durch fibrotisches M aterial
(Abb. 3). Hierbei scheint eine zellulére zytotoxische mmunreaktion gegen noch unbekannte

Antigene eine Rolle zu spielen (38;39). Unklar war aber bisher, ob systemische
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immunologische Verénderungen auftreten und wie diese zum Krankheitsverlauf und der
Aectiologie der Pankreatitis assoziiert sind. Wir konnten zeigen, dass eine chronische
Pankreatitis mit einem vermindertem Anteil an zirkulierenden CD8+, CD56+ und CD25+
positiven Zellen verbunden ist. Diese Verénderungen sind besonders ausgepragt bei Patienten
mit starker Karnkheitsaktivitét, Ahnliches wurde auch fur den Morbus Crohn beschrieben, wo
eine inverse Korrelation zwischen Krankheitsaktivitdt und zirkulierenden CD25+
Lymphozyten beobachtet wurde (40). Immunhistologische Studien zeigen eine verstérkte
Infiltration des Pankreas mit T - Lymphozyten und eine verstrkte Expression von MHC
(major histocompatibility complex) Klasse Il oder Neoantigenen auf den Azinuszellen
(Ubersicht bei (38)). Im Mausmodell konnte durch den Transfer von peripher entnommenen
Lymphozyten einer Maus mit experimentell induzierter chronischer Pankreatitis auf eine
HLA identische, gesunde Maus das Bild einer Pankreatitis induziert werden (41). In vitro wie
auch in vivo haben wir eine verstarkte Aktivitdd sowohl von pro- as auch von
antiinflammatorischen Zytokinen beobachtet, wobei hier besonders der Transforming Growth
Faktor 3 (TGF-3), der Tumornekrosefaktor-o. (TNF-o) und Interleukin-10 (IL-10) zu nennen
sind (42, 43). Die Aetiologie der Pankreatitis hatte keinen unterschiedlichen Einfluss auf die
Lymphozytensubpopulationen und die Zytokinantwort, womit unsere Ergebnisse gegen
immunologische Verdnderungen als primére Ursache der idiopathischen Pankreatitis
sprechen.

Dieses schliefdt jedoch nicht generell die Moglichkeit einer Autoimmunpankreatitis aus.
Bereits 1965 wurde von Sarles et a. ein Patient mit Pankreatitis und einer
Hypergammaglobulindmie beschrieben (44). In der Literatur wurden immer wieder einzelne
ahnliche Falle aufgefihrt, die in Kombination mit anderen Autoimmunerkrankungen wie
Sjorgen Syndrom, primér sklerosierender Cholangitis, Colitis Ulcerosa oder Lupus
erythematodes auftraten. (45). Neuere systematische — Uberwiegend japanische-

Untersuchungen zeigen, dass diese Patienten durch eine erhohte Konzentrationen von
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Immunglobulin G, insbesondere der Subklasse 1g 4 und der 1g4 Immunkomplexe, weitere
zirkulierende Autoantikorper (z.B. antinukleare Antikoper, anti Carboanhydrase |l
Antikorper, Rheumafaktor), Infiltration des Pankreasgewebes mit Lymphozyten, sowie einer

diffusen Schwellung des Pankreas charakterisiert sind.

Nekro- Ethanol Nicht-Nekro-
inflammatorischer inflammatorischer
Weg Weg

Zytokine Azetaldehyd

Fettsiiuren-ethyl-ester
Oxidativer Stress

Aktivierung der /
pankreatischen
Sternzellen

\

Fibrose

Abb. 4: Vorstellungen zur Entstehung der pankreatischen Fibrose. Beim nicht-nekro-inflammatorischen
Weg bewirkt Alkohol selber oder seine Abbauprodukte bzw. der dadurch entstehende oxidative Stress
eine Sternzellaktivierung. Beim nekro-inflammatorischem Weg werden die Sternzellen durch die im
Rahmen der Entziindung freigesetzten Zytokine aktiviert. Beide Wege fihren zu einer vermehrten

Bildung von Extrazellularmatrix und einer Fibrose (modifiziert nach (48)).

Eine wesentliche Rolle in der Entwicklung einer Fibrose und damit einem Funktionsverlust
des Pankreas haben die pankreatischen Sternzellen, welche erst Mitte der neunziger Jahre im
Pankreas beschrieben wurden. Parallel zu den Vorgangen bei einer Leberzirrhose sind die
pankreatischen Sternzellen an der Fibrogenese beteiligt (46, 47). Abbildung 4 fasst
schematisch in einem Modell die Rolle der Sternzellen und ihre moglichen Aktivatoren in der

Entstehung der Pankreasfibrose zusammen.
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Genetische Pradisposition einer Pankreatitis

Hereditare Pankreatitis

Das klinische Bild der hereditéren (familidren) Pankreatitis wurde erstmals im Jahre 1952 von
Comfort & Steinberg beschrieben (49). Die Definition umfasst ein autosomal dominantes
Krankheitsbild von rezidivierenden akuten Pankreatitiden und der Entwicklung einer
chronischen Pankreatitis mit zwei Betroffenen einer Generation oder drei Betroffenen in
mehr als einer Generation (Abb. 5). Es handelt sich hierbei um eine seltene Erkrankung, der
jedoch Modellcharakter zukommt. In den USA, Europa und Japan sind schatzungsweise etwa

400 — 500 Familien betroffen.

] @
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I O O [ 0]

l:l ‘ 1986 erstmal rez.
Oberbauchschmerzen
1991 ED chronische Pankreatitis

1993 Pankreatikojejunostomie

geb. 1981

Abb. 5: Stammbaum einer von uns identifizierten Familie mit hereditérer Pankreatitis (N291). Die

klinischen Daten der Indexpatientin sind im Kasten aufgefiihrt.

1996 wurde in mehreren Arbeitsgruppen unabhéngig voneinander mittels Kopplungsanalysen
ein Genort auf dem langen Arm des Chromosoms 7 (7935) lokalisiert (50). Hier sind wichtige
pankreatische Verdauungsenzyme (z.B. Carboxypeptidase A;, Trypsinogen Familie)
lokalisiert. Im selben Jahr gelang es dann Whitcomb und Mitarbeitern eine Mutation im
kationischen Trypsinogen Gen (auch als Serinprotease 1 (PRSS1) bezeichnet, Omim 276000)

als Ursache der Erkrankung zu identifizieren (2). Es fand sich ein Austausch des Arginins
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durch Higtidin an Postion 122 des Proteins (R122H). Basierend auf der Chymotrypsin
Nomenklatur wurde dies Mutation initial als R117H bezeichnet, spéter dann aber nach der
Trypsinogen Nomenklatur umbenannt nach R122H. Ausgehend von einer Simulation am
dreidimensionalen Strukturmodell des Trypsinmolekils (, molecular modelling“) (Abb. 6)
stellten die Autoren die Hypothese auf, dass durch die R122H Mutation aktiviertes Trypsin

resistenter gegeniber hydrolytischer Inaktivierung sei.

%\ N-term (TAP)

——

C-term

Abb. 6: Hypothetisches Strukturmodell des kationischen Trypsinogens mit der Mutation R122H. In Rot
ist der physiologische Trypsininhibitor des Serin Proteasen Inhibitors PSTI dargestellt (modifiziert nach

(2) und http://pancr eas.or g/assets/hp_presentation/dd007.htm).

Eine missense Mutation in Exon 2 des PRSS1 Gens definiert eine weitere Mutation N29I. Die
Entdeckung einer Mutation im kationischen Trypsinogen als Ursache einer chronischen
Pankreatitis und die Tatsache, dass Trypsin alle anderen Verdauungsenzyme aktivieren kann,
unterstitzt die Vorstellung, dass die Aktivierung von Trypsin eine Schlisselrolle in der
Entstehung einer Pankreatitis spielt.

Eine Zusammenstellung der publizierten Genotyp-Phanotyp Korrelation bei 101 Patienten mit
nachgewiesener Mutation des PRSS1 Gens (N29I, R122H), erbrachte eine Penetration der

chronischen Pankreatitis von ca. 78% (51). In alen Studien finden sich aber auch Patienten,
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die keine Mutation des PRSS1 Gens tragen. In einer Analyse von 105 Indexpatienten aus
diesen Studien finden sich 45% der Patienten ohne Nachweis einer Veranderung im PRSS1
Gen (Ubersicht in (52)).

Wir konnten erstmalig die Mutation D22G beschreiben (53). Hierbel handelt es sich um eine
Mutation unmittelbar neben der Schnittstelle des Aktivierungspeptids (Abb. 6). Zwei weitere
Mutationen in dem Aktivierungspeptid (A16V, K23R) sind beschrieben (54) (55). Eine
aktuelle Aufstellung der PRSS1 (und SPINK1) Mutationen ist verfligbar unter: www.uni-
leipzig.de/pancreasmutation.

Die unmittelbare Nahe der D22G und K23R Mutationen zur physiologischen Schnittstelle
fUhrten uns zu der Hypothese, dass eine verdnderte Kinetik der Hydrolisierung und damit
Freisetzung von aktiviertem Trypsin als Ursache der Pankreatitis vorliegen kénnte. In vitro
Versuche mit synthetischen N-terminalen Peptiden, die die Schnittstelle zur Aktivierung
beinhalteten, ergaben, dass die entsprechend der K23R und D22G Mutation veranderten
Peptide eine erhthte Hydrolisierungsrate and der Schnittstelle im Vergleich zum Wildtyp
Peptid hatten (53). Wir konnten damit erstmalig in vitro eine funktionellen Wirkmechanismus
der Mutationen nachvollziehen. Unsere Ergebnisse lassen daher vermuten, dass die A16V und
die D22G Mutation in vivo zu einer vermehrten Freisetzung von intrazellulé&rem aktiviertem
Trypsin und damit zu einem Ungleichgewicht in dem pankreatischem Protease — Antiprotease
System fihrt.

Zum Teil aufbauend auf unseren Ergebnissen liegen zwischenzeitlich auch erste
experimentelle Daten Uber die Funktionsweise der N291 und R122H, als auch R122C
Mutationen vor. Sahin-Toth et a. fanden Hinweise auf eine erleichterte Autoaktivierung
und/oder eine reduzierte Rate an Autoinaktivierung des Trypsins (56, 57-59).
In einer aktuellen Zusammenstellung von 108 Indexpatienten aus dem deutschen Raum haben
sogar 69% der Indexpatienten keine Mutation im PRSS1 Gen, 19% eine R122H, 6% eine

N29I und jeweils nur ein Patient die A16V, D22G, L104P, R116C und C139F Variante (60).
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Diese Daten verdeutlichen, dass die Suche nach weiteren genetischen Veranderungen bei der
hereditéren Pankreatitis noch nicht abgeschlossen ist. Bisherige Untersuchungen zu weiteren
Kandidatengenen wie das Anionische Trypsinogen, Lithostatin oder das Pankreas assoziierte

Protein waren negativ (61 - 63).

Mutationen des Trypsinogeninhibitors (SPINK1)

Die Entdeckung der Mutation des kationischen Trypsinogens als Ursache der hereditéren
Pankreatitis unterstreicht die Bedeutung des Trypsins und seiner Inhibitoren in der
Pathogenese der Pankrestitis. Folglich war es naheliegend nach Mutationen in den bekannten
Trypsininhibitoren zu suchen. Der Serineprotease Inhibitor Kazal-Typ 1 (SPINK1) (OMIM
167790), auch als pankreatischer sekretorischer Trypsin-Inhibitor (PSTI) bezeichnet, ist ein
spezifischer intrapankreatischer Trypsin Inhibitor (siehe Abb. 6). Er lésst sich in
Pankreassekreten aller untersuchter Spezies nachweisen und wurde erstmalig 1948 von Kazal
und Mitarbeitern isoliert. Ersgmalig wurde das entsprechende Kandidatengen von Chen et al.
in 14 Familien mit hereditérer chronischer Pankreatitis untersucht. Zwel Varianten im
SPINK1 Allele wurden entdeckt: N34S und P55S. Jedoch wurden diese als nicht relevante
Polymorphismen gewertet. Kurze Zeit spéter konnte dann aber Witt et al. bei 22 von 96
(23%) péadiatrischen Patienten mit chronischer idiopathischer Pankreatitis einen
Zusammenhang von Verdnderungen im SPINK1 Gen und dem Auftreten der Pankreatitis
nachweisen (64). Insbesondere die N34S Mutation in Exon 3 dieses Gens ist von besonderem
Interesse. 18 Patienten besal3en diese Mutation, die zu einem Austausch des Asparagin gegen
Serin an Position 34 fuhrte (N34S). Nur 6 Patienten waren homozygot fur diese Veranderung.
Es gab keine Unterschiede zwischen den homozygoten und heterozygoten Tragern bzgl. des
Phéanotyps. Zwischenzeitlich wurden diese Ergebnisse bestétigt und auch weitere Varianten
entdeckt. Interessanterweise ist die N34S Mutation mit mehreren in den Introns lokalisierten
Sequenz-Alterationen in kompletter Linkage verbunden, so dass die wirkliche funktionell
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relevante Veranderung nicht klar ist. Auch noch nicht endguiltig geklért erscheint die Rolle
der N34S Mutation bei der hereditaren Pankreatitis. N34S wurde bei 5 von 55 Patienten und
in einer weiteren Studie bei 2 von 108 Patienten mit hereditérer Pankreatitis nachgewiesen. In
einem grof3en Kollektiv von Patienten mit idiopathischer Pankreatitis wurde sie in 68 von 413
Fallen nachgewiesen. Gemeinsam ist allen Studien, dass der Nachweis der N34S Mutation
mit einer Manifestation der Pankreatitis Uberwiegend im Kindesalter bzw. bis zum 20
Lebengjahr assoziiert ist (65). Dies mag auch erklaren, warum wir in unserer eigenen Studie
nur eine Prdvalenz von 1/20 Patienten gesehen haben, da die Erstmanifestation der
Erkrankung in unserem Kollektiv zwischen dem 18. und 40. Lebengjahr lag (66). Wir fanden
dartiber hinaus eine bisher nicht beschriebene G->A Transition an Position 194, welches das
letzte Nukleotid des Exon 3 darstellt. Dieses konnten wir bestétigen mit einer Restriktions
Enzym Analyse, da hierdurch die Erkennungssequenz fir das Restriktionsenzym Hphl
maskiert und gleichzeitig die Spaltung durch TspRI ermdglicht wird. Untersuchungen mit
einer nested RT-PCR in der Rektumschleimhaut des betroffenen Patienten ergaben jedoch
keinen Hinweis auf einen Splicing Defekt auf RNA Ebene.

Die N34S Mutation findet sich dagegen bel 1% innerhalb der Normalbevélkerung ohne
Pankreaserkrankung und die erwartete Haufigkeit von homozygoten N34S Tragern liegt bei 1
/ 40 000. Die bisherigen Daten lassen vermuten, dass etwa 10% aller Patienten mit
idiopathischer chronischer Pankreatitis homozygote Trager von N34S sind. Unter der
Annahme einer erwarteten Prévalenz der idiopathischen chronischen Pankreatitis von 1 / 16
000 (7) ergibt sich damit eine Penetration der N34S Homozygoten von 25%. Hierbel ist
allerdings die Tatsache, dass es keinen Unterschied im Phanotyp zwischen homozygot und
heterozygot gibt nicht beriicksichtigt. Ein anderes Bild bietet die bisher nur einmalig von Witt
et al. beschriebene M1T Mutation. Das Verteilungsmuster innerhalb der untersuchten Familie
lasst auf eine autosomal dominante Erkrankung schlief3en (64). Zur Zeit wird noch kontrovers

diskutiert inwieweit es sich bei SPINK1 Mutationen um eine autosomal rezessive, eine
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polygenetische oder autosomal dominante Erkrankung handelt. Ein  madglicher
Erkléarungsansatz ist, dass verschiedene Mutationen in einem Gen zu unterschiedlichen
funktionellen Veranderungen flihren kénnen. Das heil3t, dass die Mutationen zu einer deutlich
herabgesetzten antiproteolytischen Wirkung des SPINK1 Proteins (M1T) fuhren oder nur zu
einer leicht reduzierten antiproteolytischen Wirkung (N34S). Eine dhnliche phénotypische
Einteilung ist auch von Mutationen des CFTR Gens bekannt (siehe unten). Dartiber hinaus
scheinen weitere modifizierende Faktoren wie , Lifestile® und das gleichzeitige Vorliegen
welterer genetischer Verdnderungen eine Rolle zu spielen. So ist die Zahl der N34S Tréger
bei Patienten mit alkoholischer chronischer Pankreatitis auf 6% erhdht (67). Das Vorliegen
einer compound Heterozygotie fir Mutationen im CFTR Gen und der N34S Mutation ist mit
einem deutlich erhéhtem Risiko fir eine idiopathische Pankreatitis verbunden (siehe auch
unten) (66;68).

Neue genetische Untersuchungen bei Patienten mit tropischer Pankrestitis ergaben den
Uberraschenden Befund, dass 32 von 68 Patienten eine Mutation des SPINK1 Gen aufwiesen
(69). PRSS1 Mutationen waren nicht vorhanden. Dieser hohe Anteil an SPINK Mutationen
wurde in einer weiteren Studie bestétigt (70). Die tropische Pankreatitis wurde bisher als eine
Sonderform der idiopathischen Pankreatitis, die nur in tropischen Regionen auftritt,
klassifiziert (7). Aufgrund der jetzigen neuen Daten, die einen &dhnlichen genetischen
Hintergrund (N34S) von Patienten mit tropischer Pankreatitis und Patienten mit
,idiopathischer’ Pankreatitis aus den westlichen Industrieléndern zeigen, mul3 dieses

sicherlich neu Uberdacht werden.

Mutationen des CFTR (Cystic Fibrosis Transmebrane Conductance
Regulator) Gen

Die Mukoviszidose (Cystic fibrosis, CF) (OMIM 219700) ist die haufigste autosomal

rezessive Erkrankung der weil3en Bevolkerung. Etwa 4% der deutschen Bevdlkerung sind
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asymptomatische heterozygote Gentrager und die Erkrankung kommt mit einer Haufigkeit
von 1:2000 vor. Die Erkrankung wird hervorgerufen durch eine Mutation des CFTR Gens auf
Chromosom 7 , welches ein Protein mit 1480 Aminosauren kodiert, dass in der apikalen
Membran der exokrinen Epithelzellen exprimiert wird. Das CFTR Protein funktioniert in
erster Linie als cCAMP induzierter Chloridkanal. Das klassische Bild der Mukoviszidose ist
unter anderem mit einer exokrinen Pankreasinsuffizienz verbunden, die sich haufig bereits
intrauterin manifestiert. Generell ist die Mukoviszidose die am haufigsten das Pankreas
betreffende genetische Erkrankung. Eine Fehlfunktion des CFTR Proteins resultiert in einer
Reduktion der Bicarbonat- und Chloridsekretion in den duktalen Zellen, welches sowohl zu
einem erniedrigten Volumen als auch einer erhdhten Viskositét des Pankreassekretes fuhrt
(71). Daruber hinaus werden Verdnderungen in der Endozytose und eine Imbalance der
Membranlipidzusammensetzung als weitere relevante Faktoren in der CF assoziierten

Pankreasschadigung diskutiert (72-74).

keine Block im Block in der Veriinderte Reduzierte
Synthese  Prozessing  Regulation Funktion Synthese

Pankreas- 1.7% 0.3 % 3.5% 96.2 % 100 %
suffizienz*

Abb. 7: Klassifikation der Mutationen im CFTR Gen nach deren funktionellen Bedeutung. In der Zeile
Pankreasinsuffizienz ist der Prozentsatz der CFTR-Patienten mit Pankreasinsuffizienz angegeben, die
eine der haufigen ,schweren’ (z.B. delta-F508) und eine zweite Mutation der jeweils entsprechenden

Klasse haben (nach (52))

Seit der Entdeckung des CF-Gens 1989 sind bisher mehr als 1000 verschiedene Mutationen
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beschrieben [aktuelle Liste unter www.genet.sickkids.on.ca/cftr ]. Im deutschen Sprachraum
sind ca. 72% der Patienten mit Mukoviszidose homozygot oder compound heterozygot fur
acht Mutationen des CFTR Gens. delta F508, G542X, R553X, W1282X, N1303K, 621+1G-
>T, 1717-1G->A und R117H. wobel allein die delta F508 Deletion in 66% der Félle vorliegt.
Die Mutationen in der Noncoding Sequenz des CFTR Gen in Intron 8 (5T, 7T und 9T Allele)
sind mit einer Reduktion der normalen Messenger RNA fir das CFTR Protein um 80%
verbunden.

Es hat sich gezeigt, dass der Zusammenhang zwischen dem CFTR Genotyp und Phenotyp
besonders am Pankreas ausgepragt ist (75). CFTR Mutationen kdnnen in mindesten funf
Kategorien unterteilt werden, die sich aufgrund der molekularen Konsequenz der Mutation
und der sich daraus ergebenden funktionellen Einschrankung definieren (Abb. 7 ) (52).
Eine etwas vereinfachte Einteilung unterscheidet zwischen einer ,, schweren* und ,, milden®
Mutation. Etwa 85% der Patienten mit Mukoviszidose leiden an einer exokrinen
Pankreasinsuffizienz, wahrend etwa 15% eine ausreichende exokrine Pankreasfunktion haben.
Die Mehrzahl der CF-Patienten mit einer Pankreasinsuffizienz haben jeweils eine , schwere’
Mutationen auf beiden Allelen, wahrend die Patienten mit einer ausreichenden
Pankreasfunktion zumindest eine Mutation haben, die mit einer ,milden’
Funktonseinschrankung des CFTR Poteins assoziiert ist.

Bereits 1978 beschrieben Bank et al. erniedrigte Konzentrationen von NaCl im Schweil3 von
einigen Patienten mit chronischer Pankresatitis und diskutierten, inwieweit es sich hierbei um
eine atypische CF Erkrankung handeln konnte. Es sollte jedoch noch 20 Jahre dauern, bis
diese Beobachtung wieder aufgegriffen wurde.

1998 wurden dann zeitgleich zwei Studien publiziert, die ein gehauftes Vorkommen von
CFTR Mutationen bei Patienten mit idiopathischer chronischer Pankresatitis beschrieben
(76;77). Sharer et a. fanden in 18 von 134 Patienten mit chronischer Pankreatitis eine

heterozygote CFTR Mutation (13%)(77), wahrend Cohn et al. in 7 von 27 Patienten
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mindestens eine CFTR Mutation (26%) und in 5 Patienten ein 5T Allele (19%) fanden (76).
Seit September 1997 haben wir alle Patienten mit idiopathischer chronischer oder
rezidivierender Pankreatitis in eine prospektive Studie aufgenommen um auf das Vorliegen
von Mutationen im CFTR Gen zu untersuchen. Unsere Daten und auch zwischenzeitlich
andere Studien bestétigten diese Ergebnisse und zeigen, dass bel ca. 30% der Patienten mit
idiopathischer chronischer oder rezidivierender Pankreatitis mindestens ein abnormales CFTR
Allele nachweisbar ist, im Gegensatz zu den 3-4 % in der kaukasischen Normalbevélkerung
(52;78;79). Nicht ganz eindeutig sind die Daten zu der Rolle des 5T Allele. Diese scheinen
zusammen mit compound heterozygoten Veranderungen eine Rolle spielen (80;81). Wie
bereits oben erwdhnt sind Uber 1000 Varianten im CFTR Gen bekannt. Die Ublicherweise
verwendeten und von den Fachgesellschaften fur die Mukoviszidose empfohlenen Screening
Mutationen beschrénken sich aber nur auf die hdufigen Mutationen (in der Regel 17 — 31
verschiedene Mutationen). Aufgrund der GrolRe des CFTR Genortes ist ein komplettes
Screening extrem aufwendig. Unsere Daten und die anderer Gruppen suggerieren aber, dass
bei den Patienten mit idiopathischer Pankreatitis auf dem Boden einer CFTR Mutation
zumindestens auf einem Allele eine der weniger hdufigen Mutationen der Klasse 11l — V
vorliegt. Liegen zwei hdufige Mutationen der Klasse I-I1 vor, so kommt es zu dem
klassischen Bild der Mukoviszidose kombiniert mit einer Pankreasinsuffizienz . Dieses macht
deutlich, dass mit den tblichen kommerziellen Screening Sets eine zu niedrige Detektionsrate
zu erwarten ist. Eine Zusammenstellung der publizierten Daten zeigt, dass in 18% der
Patienten mit idiopathischer chronischer Pankreatitis, die mit einem Routinescreening
untersucht wurden, ein Nachweis einer CFTR Mutation auf mindesten einem Allele gelingt.
In unserer Arbeit konnten wir durch Ausweitung des Panel an CFTR Mutationen, welche wir
untersuchten, die Sensitivitdt erhdhen (78). Eine kirzlich erschienene Arbeit, in der das
gesamte CFTR Gen bel Patienten mit ,idiopathischer’ Pankreatitis untersucht wurde,

bestétigte unsere Beobachtung, dass in der Regel eine compound Heterozygotie fir eine
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leichte und eine schwere Mutation vorliegt (68). Eltern von an Mukovizidose erkrankten
Kindern sind Tréger eines abnormales CFTR Allel, haben aber kein erhohtes Risiko fir
Pankreaserkrankungen. Diese Beobachtung bestétigt letztendlich auf anderer Weise, dass
beide Allele betroffen sein missen um das Risiko fir eine Pankreatitis zu erhthen (82).
Uber die Genetik hinaus hat man versucht Patienten mit abnormalem CFTR Allel und einer
Pankreatitis funktionell zu charakterisieren. Die Arbeitsgruppe um Cohn beobachtete einen
reduzierten CFTR vermittelten in vivo lonen Transport in der Nasenschleimhaut bei den
Patienten mit CFTR Mutationen (Nasenpotential Messung) (68). Unsere Ergebnisse aus in
vitro Versuchen an Biopsien aus der Rektumschleimhaut in einer Ussing Kammer lief3en
dagegen keine Diskriminierung zwischen Patienten mit chronischer Pankreatitis und
nachgewiesener CFTR Mutationen gegentiber Kontrollen zu. Die Ussing Kammer Methode
wurde von uns gewahlt, da fur die Messung in der Ussing Kammer eine hdhere Sensitivtat
zum Nachweis von Storungen des Chloridtransportes bei CFTR Patienten beschrieben wurde
(83). Eine mogliche Erklarung fir die widersprichlichen Ergebnisse ergibt sich aus neueren
Beobachtungen, worin die funktionellen Veranderungen, die durch CFTR Mutationen
hervorgerufen werden, unterschiedliche Ausprdgung in Abhéngigkeit des jeweils
untersuchten Organs haben konnen (84).

Liegt eine sogenannte ,milde’ CFTR Mutation vor, so ist eine 5 — 25% Restfunktion des
CFTR Proteins erhalten, die einerseits fur die suffiziente Pankreasfunktion ausreicht,
andererseits es aber auch ermoglicht, dass sich eine Pankreatitis entwickeln kann. Eine
Einschrankung der CFTR Funktion scheint auch zu anderen Erkrankungen ausserhalb des
Pankreas — insbesondere L ungenerkrankungen wie z.B. den Bronchiekatsien und dem Asthma

- zu prédisponieren (Abb. 9) (79).

29



Genotyp der CFTR Residuelle Phenotyp am
Mutationen CFTR Funktion Pankreas

Klassische CF mit

soloer;Fechier <1% Pankreasinsuffizienz

schwer / mild 5% Klagsische CF mit
Pankreaszsuffizienz
‘Idiopathische’ Pankreatitis

mild / mild Alkoholische Pankreatitis ?

Neonatale transitorische
Hypertrypsinaemia

10 %
normal / schwer

normal / mild

50 %

normal / normal 100 %

Abb. 8: Beziehung zwischen CFTR Genotyp, residualer CFTR Funktion und Phanotyp.

Alkohol wurde mehrfach diskutiert als ein den Phanotyp modifizierender Lifestile-Faktor bei
Vorliegen einer CFTR assoziierten chronischen Pankreatitis. In den bisher vier publizierten
Studien an insgesamt 217 Patienten mit alkoholischer Pankreatitis konnte keine erhthte
Frequenz von CFTR Mutationen nachgewiesen werden (4%) (79). Allerdings wurden hier
auch nur die hdufigen Mutationen untersucht, so dass eine zu erwartende niedrige Sensitivitét
eine mogliche Fehlerquelle darstellt (siehe oben). CFTR Mutationen fihren zu
Veradnderungen in den duktalen Zellen des Pankreas, wahrend PRSS1 und SPINK1
Mutationen mit einer azindren Zellschadigung verbunden sind. Daher ist zu erwarten, dass es
bei gleichzeitigem Vorliegen einer diessr Mutationen zu einer synergistischen
Risikoerhdhung fir eine Pankreatitis kommt. Wir beobachteten in unserem Kollektiv bei 1/20
Patienten eine CFTR Mutation und eine Variante des SPINK1 Gens (erwartetet: ca.
1/16400). Eine Risikokalkulation ist aufgrund der Fallzahl nicht moglich. Aus der Arbeit von
Noone et al. lassen sich folgende Zahlen extrahieren: Das Risiko eine Pankreatitis zu
entwickeln steigt um das 40-fache, wenn zwei CFTR Mutationen vorliegen; um das 20-fache,

wenn eine N34S Mutation vorliegt; und um das 900-fache, wenn sowohl eine compound
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Heterozygotie fur CFTR als auch eine N34S Mutation vorliegt (68). Eine compound
Heterozygotie fir PRSS1 und CFTR Mutationen sind nach unseren Ergebenissen nicht

relevant und wurden durch nachfolgende Arbeiten bestétigt (78; 85; 86).

Gen Umwelt Interaktionen als Risikofaktoren far

Pankreaserkrankungen

Alkoholabusus und Rauchen sind gesicherte Risikofaktoren fur eine akute bzw. fur eine
chronische Pankreatitis (14; 87;88,89). Zugleich it das Rauchen ein wesentlicher
Risikofaktor fur das Entstehen eines Pankreaskarzinoms (3;14;88;90). Weitere Risikofaktoren
fir ein Pankreaskarzinom sind eine energie- und fleischreiche Erndhrung, sowie eine
berufliche Tétigkeit als Chemiearbeiter, Friseur oder Reinigungskraft (90-93). Allen diesen
Risikofaktoren ist gemeinsam, dass sie zu einer vermehrten Exposition gegentber
heterozyklischen Aminen fihren, welche ein bekanntes zytotoxisches und genotoxisches
Potential haben. So enthdlt der Zigarettenrauch bis zu 30 verschiedene aromatische Amine,
einschliefdlich verschiedener Benzpyrene (94). Zusétzlich flhrt das Rauchen zu einem
vermehrten oxidativen Stress, welcher wie oben bereits erwdhnt, eine Rolle in der
Pathogenese der  akuten wie auch  chronischen  Pankreatitis  spielt.
In einer Studie an 45 000 Zwillingspaaren aus einem skandinavischen Register untersuchten
Lichtenstein et a. den Einfluf3 von genetischen und Umweltfaktoren auf die Entstehung von
Tumoren. Die Autoren kommen zu dem Schluss, dass bis zu 36% der Pankreaskarzinome auf
eine genetische Pradisposition zurlickzufihren seien (95). Zuriickhaltendere Schéatzungen
gehen von 10% aus (96).

Bei der Bewertung einer genetischen Prédisposition ist zu unterscheiden zwischen
genetischen Veranderungen mit hoher und niedriger Penetration. Bei Patienten mit einer
positiven Familienanmnese fir ein Pankreraskarzinom liegt héufig eine genetische

Veradnderung mit hoher Penetration vor, welche im allgemeinen Tumor Suppressor Gene
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betreffen. In einigen Fallen von familidrem Pankreaskarzinom wurden Mutationen in pl6,
p53, APC und BRCAZ2 identifiziert (96). In diesen Féllen ist der Umwelteinfluss nicht
entscheidend.

Es finden sich jedoch auch Hinweise, dass genetische Pradispositionen mit niedriger
Penetration, die relativ haufig in der Gesamtpopulation vorkommen, eine Rolle spielen in der
Entwicklung von Pankreaserkrankungen. Diese genetischen Verdnderungen erhthen die
Suszeptibilitét fur eine Entzindung oder ein Malignom bei gleichzeitiger Présenz von
zusatzlichen Umwelteinflissen oder gleichzeitig vorliegenden anderen genetischen

Risikofaktoren.

Umwelteinfliisse

z.B. Rauchen, heterozyklische Amine, Xenobiotika

\

Alkohol
Phase I /
Metabolismus @

z.B. Cytochrome (CYP)

\ . Zytotoxitit
Reaktive
Sauerstoffradikale

I T Genotoxitit
Detoxifikation
¥

Phase II Metabolismus

z.B. Glutathiontransferasen
UDP-glucuronosyliransferasen

|
Exkretion

\j

Abb. 9: Rolleder Phase| und Phase Il Enzymein der Zellprotektion.

Diese Gene sind in einer Vielzahl von physiologischen Prozessen einschliefdlich dem
Metabolismus von Karzinogenen, DNA Reparatur, Xenobiotika Transport, Inflammation,
oxidativen Stress, Zellwachstum und Zellzyklusregulation involviert.

Uns hat in diessm Zusammenhang insbesondere der Xenobiotikametabolismus und der
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Schutz vor oxidativem Stress interessiert. Der zelluldre Xenobiotikametabolismus erfolgt in
zwei Phasen (siehe Abb. 9). Phase | fuhrt durch oxidative Bioaktivierung der Substrate zu
reaktiven zyto- und genotoxischen Metaboliten (z.B. freie Sauerstoffradikale). Dieses wird
Uberwiegend durch die Monooxygenaseaktivitdt der Cytochrom P450 Proteine katalysiert.
Phase Il nutzt dagegen reaktive Oxidationsprodukte als Substrate fir Konjugationsreaktionen,
die zu ihrer Inaktivierung und wasserloslichen Eliminierung fuhren (97). Hier spielen
Glukuronidierungsreaktionen eine quantitative und qualitativ entscheidende Rolle. Im
Pankreas finden sich sowohl Phase | (Cytochrome, CYP) als auch Phase |11 Enzyme (98;99).
Im Tierversuch fuhrt Alkohol zu einer verstarkten Induktion und Aktivitét von CY P-2E1 und
CYP-1A1 (100). Eine Induktion und erhthte Aktivitdt der Phase | Enzyme wie CYP1A1,
CYP1A2, CYP2A6 und CYP2D6 im Pankreasgewebe von Patienten mit chronischer
Pankreatitis gegeniiber gesundem Pankreas wurde nachgewiesen (101-103). Im Gegensatz
dazu fand sich in den Azinuszellen keine Erhdhung des Phase I Enzyms der
Glutathiontransfersase (99). Besteht aber ein Ungleichgewicht zwischen der Phase | Aktivitéat
und protektiver Phase |l Detoxifikation, entstehen vermehrt frele Sauerstoffradikale
(oxidativer  Stress), die zytotoxisch und genotoxisch  wirken (Abb. 9).
Die bekannten Risikofaktoren wie Alkohol und Nikotin fur entzindliche
Pankreaserkrankungen, als auch Nikotin und heterozyklische Amine als Risikofaktoren fir
das Pankreaskarzinom, werden jeweils ganzlich oder zum Teil tGber den Phase | und Phase |1
Xenobiotika Stoffwechsel metabolisiert oder fihren zu einer Induktion der aktivierenden
Phase | im Pankreasgewebe. Daher erscheinen genetische Veranderungen, die diesen
Xenobiotika Metabolismus beeinflussen, besonders attraktiv als Erklarung fur eine erhdhte
Suszeptibilitédt von Patienten gegenlber Pankreaserkrankungen. Insbesondere, wenn die
entsprechenden  exogen Risikofaktoren vorliegen. Neben einer reduzierten protektiven
Aktivitéat des Phase Il Stoffwechsels direkt am Ort der Schadigung (Pankreasgewebe) besteht

auch die Mdaglichkeit, dass am Ort des Eintritts der schadigen Substanzen in den Organismus
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die Schutzmechanismen versagen und es somit zu erhohten systemischen Konzentrationen
von z.B. freien Radikalen kommt. Das Epithel des oberen Gastrointestinaltraktes und das
Lungenepithel stellen die Strukturen dar, welche der htchsten Konzentration von exogenen
mit der Nahrung oder Uber die Atemluft aufgenommenen Karzinogen ausgesetzt ist.
Bisherige Ergebnisse der Studien, die sowohl Polymorphismen der Phase | Enzyme als auch
Polymorphismen der Phase Il Enzyme bel Patienten mit chronischer Pankreatitis als auch
Pankreaskarzinom untersuchten, fanden widerspriichliche Ergebnisse (siehe Ubersicht bei
(96)). Untersucht wurden die Phase | Enzyme CYP1A1l, Cyp2E1l, CypP2D6, als auch die
Phase Il Enzyme Gluthationtransferasen (GSTM1), NAD(P)H:quinon-oxidoreduktase
1(NQO1) und N-acetyltransferase 1 und 2 (NAT-1 und —-2) (96;104).

Eine bisher nicht untersuchte und nur wenig charakterisierte Superfamilie der Phase I
Enzyme sind die Uridindiphosphat-5-Glukuronosyltransferasen (UGT). Die extrahepatische
Bedeutung dieses wichtigen Stoffwechsel- und Entgiftungssystems des Korpers wurde erst in
den letzten Jahren erkannt (105). UGT-Proteine sind in der inneren Membran des
Endoplasmatischen Retikulums (ER) lokalisiert und katalysieren dort die Konjugation von
hydrophoben Substraten mit Glukuronsdure unter Verwendung von Hydroxy- (-OH), Amino-
(-NH2), Sulfhydryl- (-SH) oder Karboxyl- (-COOH) Gruppen. Beim Menschen sind bisher 17
Isoformen kloniert und charakterisiert. Auf der Basis der Sequenzhomologien werden zwei
Familien, UGT1 und UGT2, unterschieden. UGT2 verstoffwechselt bevorzugt als Substrate
Steroidhormone und Gallensaure und zeigt damit eine Praferenz fir endobiotische
Verbindungen.

UGT1A nimmt eine Schlisselrolle in der Entgiftung von Xenobiotika wie z.B. die durch
Verbrennungsgase, Tabakrauch und durch gebratene Nahrung aufgenommene polyzyklischen,
aromatischen Kohlenwasserstoffe ein. Der UGT1A Genort auf Chromosom 237 ist durch
eine Serie divergenter Exon 1-Kassetten an seinem 5'- Ende charakterisiert (106). Dieses

ermoglicht die potentielle Kodierung von 12 Isoformen. In diesem Zusammenhang ist
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bemerkenswert, dass in den letzten Jahren eine organspezifische Expression der
verschiedenen |soformen in den extrahepatischen, epithelialen Geweben wie Lunge,
Osophagus, Magen, Gallenwegen und Kolon nachgewiesen wurde (105;107-109). Unklar ist
jedoch noch die Expression der verschiedenen Isoformen im oberen Gastrointestinaltrakt und
im menschlichen Pankreas. Wir haben erstmalig im Pankreasgewebe als auch in den
einzelnen Abschnitten des oberen Gastrointestinal-Traktes die Expression der einzelnen
UGT1A Isoformen untersucht (110; 111). Im Gegensatz zu den bisher untersuchten
intestinalen UGT1A7 Expressionsprofilen (106;109) finden sich im Pankreasgewebe fast
ausschliefdlich Transkripte fur UGT1A7. Neben dem UGT1A7 fanden sich nur UGT1A3 und
UGT1A4 in geringer Auspragung, welche nur eine geringe katalytische Aktivitdt gegentiber
komplexen Phenolen und heterozyklischen Aminen haben (106;112). Wie wir u.a. zeigen
konnten wird UGT1A7 auch in der Schleimhaut der Mundhohle, des Osophagus (110), der
Lunge (113) und in der Magenschleimhaut (110;114) exprimiert. Die Dominanz des UGT1A7
im Pankreasgewebe und die Expression in den Schleimhduten des oberen
Gastrointestinaltraktes machen es als ein potentielles Kandidatengen fir entzindliche und

maligne Pankreaserkrankungen attraktiv.

CodonNdO 11 12 128 129 130 131 132 207 208 209 Description
Alsla [T cCCOTA—{TTT_AAT GAC COA AAM——{GTA TGG AAd | -

UGT1A7*1

P L F N (8] R K A w N
CTT_CCA CTA—— TTT _AAT GAC CGA Aatl——] GTA CGG AAl
uanazs LS 9 w08k
L P L F N D R K V R N
CIT CCC C.'A'—! TTT AAl AC AAA AAAI—' GTA TGG AA
UGTI1A7*2 | e, d N129K/R131K
P L F K D K K v W N
1T T T1T i
ER S [ CTT CCA CTAl—— TIT AAG GAC AAA AaAl—— GTA CGGAAG NSRRI AW
L P L F K D K K vV R N

Abb. 10: Abb. 11: Polymor phismen im UGT1A7 Gen (nach (115)).

In vitro Experimente konnten zeigen, dass UGT1A7 insbesondere die Detoxifizierung von
aromatischen Hydrokarbonen und heterozyklischen Aminen (wie z.B. Benzpyren Metabolite,

2-Amino-1-Methyl-6-Phenylimidazol[4,5-3] pyridine (PhiP)) — wie sie im Zigarettenrauch
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oder bei der Zubereitung von Fleisch entstehen - katalysiert (siehe Tabelle 1)(115).

Die weitere genetische Analyse des UGT1A7 Gens in einer grofden Anzahl von Patienten
identifizierte 3 Aminosdurenaustausche, die drei Polymorphism des UGT1A7 Allele
definieren (UGT1ar*2, UGT1A/*3, UGT1A7*4) (siehe Abbildung). Die simultane
Kombination dreier Missensemutationen (N129K, R131K, W208R) auf einem Allele definiert
UGT21A7*3 und fuhrt zu einer signifikanten Reduktion der katalytischen Aktivitat gegentiber
verschiedenen Substraten (Tabelle 1) (115) (113).

In diesen Untersuchungen haben wir Patienten mit alkoholischer chronischer Pankreatitis und
als krankheitsspezifische Kontrollgruppen Patienten mit einer Pankreatitis auf dem Boden
einer SPINK 1 Mutation (siehe oben) oder einer idiopathischen Pankreatitis eingeschlossen.
Beide Gruppen wurden zu einer gesunden Kontrollgruppe verglichen. Neben der Frage nach
der Zytotoxitét sellt sich die Frage nach der Genotoxitét. Daher haben wir zusétzlich
Patienten mit einem Pankreaskarzinom in diese Studie mit aufgenommen. Es zeigte sich, dass
die Patienten mit einem UGT1A7*3 Polymorphismus ein erhthtes Risiko haben eine
chronische alkoholische Pankreatitis (ODDS Ratio: 2,0; 95% CI [1,4 — 3,1]) oder en
Pankreaskarzinom (ODDS Ratio: 1,98; 95% CI [1,2 — 3,1]) zu entwickeln. Patienten mit einer
idiopathischen Pankresatitis oder einem genetischen Hintergrund (N34S Mutation, CFTR
Mutationen) einer chronischen Pankreatitis unterschieden sich dagegen nicht signifikant von
der Kontrollgruppe. UGT1A7*3 préadisponiert zum Entstehen einer Pankreaserkrankung,
wenn eine zusétzliche exogene toxische Belastung vorliegt. Neben dem Alkohol muf3 hier der
parallel einhergehende Nikotinabusus (89% in unserem Kollektiv) in Betracht gezogen
werden. Das Vorliegen der UGT1A7*3 Allele war besonders stark mit einem friihen
Auftreten (< 55 Lebensjahr) eines Pankreaskarzinom assoziiert (ODDS Ratio: 4,7; 95% CI
[1,9 —11,8]), wobel hier alle Patienten mit der Erstmanifestation des Pankreaskarzinomes vor
dem 55 Lebensgjahr Raucher waren. Dieses bestétigt den negativen synergistischen Effekt von

Nikotinabusus und Vorliegen eines UGT1A7*3 Polymorphismus, welches ein Protein mit
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niedriger katalytischer Entgiftungsaktivitét kodiert. Darliber hinaus unterstiitzen diese Daten

indirekt die Rolle des oxidativen Stress in der Genese von Pankreaserkrankungen (siehe

oben).

Tabelle 1. Mittlere katalytische Aktivitat des Wildtypes und der bekannten drei

Polymor phismen

eukaryotischen Zellsystem. Nach (115).

im UGT1A7 Gens nach rekombinanter Expresson in enem

Substrate UGT1A7*1 UGT1A7*4 |UGT1A7*2 |UGT1A7*3
Wildtyp W208R N129K N129K/R131K
/R131K /W208R

1-Nitrophenol 1773(615) 32 (23) 13(2) Nd
1-Naphthol 592 (100) 36 (16) nd Nd
4-Methylumbelliferon 12110 (361) 191 (136) 13(2) Nd
4-tert-Butylphenol 121 (2) nd 12 (0.2 nd
7-Hydroxybenzo(a)pyren 1263 (20) 51 (10) 14 (0.5) nd
8-Hydroxybenzo(a)pyren 98 (6) nd 12 (1) nd
7-8-Hydroxybenzo(a)pyren 79 (7) nd 15(2) nd
9-Hydroxybenzo(a)pyren 198 (15) nd 16 (3) nd

PhlP 48 (4) nd 17 (5) nd

PhiP,  amino-1-methyl-6-phenylimidazo-(4.5-b)-pyridin ~ (PhIP); angegeben sind Mittelwerte

(Standar dabweichung).

Weiterhin konnten wir zeigen, dass die UGT’ s und insbesondere das UGT1A7 in dem Epithel

des Rachenraums, des Osophagus und dem Magen exprimiert wird (110). Das Vorliegen des

UGT1A7*3 Polymorphismus mit der damit verbundenen reduzierten Detoxifikationskapazitat

fahrt daher nicht nur im Pankreasgewebe zu einer erhbhten Konzentration von potentiell

toxischen Substanzen (z.B. freie Radikale), sondern bereits die mukosale Detoxifikation ist

eingeschrankt. UGT1A7*3 ist mit einem erhohtem Risiko fur das Entstehen von Tumoren in

eben diesen Bereichen, der Leber, dem Kolon, als auch in der Lunge assoziiert (110)
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(113;115;116). Dies bestétigt die protektive Bedeutung dieses Enzymsystems. Es handelt sich
bei dem UGT1A7*3 Polymorphismus also um eine genetische Pradisposition zu malignen
Erkrankungen in verschiedenen Organen, wobei im Falle von Pankreaserkrankungen
negative synergistische Effekt durch eine reduzierte Detoxifikationskapazitat sowohl am
,point of entry’ als auch im Zielgewebe selber auftreten. Es ist anzunehmen, dass durch die
weltere genetische Charakterisierung von Phase | und Phase |1 Enzymen es moglich sein wird
Risikoprofile fur verschiedene Krankheitshbilder zu entwickeln. Damit sollte eine bessere
Uberwachung von Risikogruppen und eine gezieltere Prévention von Erkrankungen zu

maoglich sein.

Zusammenfassung

Wir konnten zeigen, dass chronisch entztindliche Erkrankungen des Pankreas gekennzeichnet
sind durch systemische Verdnderungen des Immunsystems mit Aktivierung der zellularen
Immunantwort. Hierbei findet sich kein Unterschied hinsichtlich der zugrundeliegenden
Aetiologie der chronischen Pankreatitis. Abzugrenzen ist diese reaktive Verdnderung von
dem Bild der erst kirzlich definierten Autoimmunpankreatitis, die eine eigene Entitét
darstellt.

Mit der Entdeckung der der hereditdren Pankreatitis zugrundeliegenden Mutationen im
kationischen Trypsinogen Gen hat sich ein neues faszinierendes Kapitel in der
Pankreasforschung eroffnet. Wir konnten hier eine neue Mutation im Aktivierungspeptid
identifizieren (D22G). Experimentelle funktionelle Daten an entsprechend der K23R und
D22G Mutation veranderten synthetischen Peptiden ergaben Hinweise auf eine gegentiber
dem Wildtyp Peptiden verstéarkten Aktivierung des Trypsins. Andere genetische
Veranderungen im kationischen Trypsinogen Gen flihren zu einer reduzierten Inaktivierung
desintraazinéren Trypsin (N29, R122).

Ausserhalb der familidren Pankreatitis sind Mutationen des CFTR Gens oder des SPINK1
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Gens in unserem Patientengut mit idiopathischer Pankreatitis mit der Entwicklung einer
entzuindlichen Pankreaserkrankung assoziiert. Insbesondere die CFTR Mutationen, die nur zu
einer eingeschrankten Funktion (5-25%) des CFTR Proteins fuhren, sind mit einer
Pankreatitis verbunden. Im Einklang mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen finden sich
diese Veranderungen bei ca. einem Drittel der Patienten mit sogenannter |, idiopathischer
Pankreatitis'. Aber auch bei der alkoholischen Pankreatitis und dem Pankreaskarzinom spielt
der genetische Hintergrund eine Rolle. Unsere Daten zeigen erst mal einen negativen
synergistischen Effekt von Alkohol- und Nikotinabusus und dem Vorliegen von
Polymorphismen im UGT1A7*3 Gen, welches fUr ein Protein mit niedriger katalytischer
Entgiftungsaktivitét des Phase Il Enzyms kodiert. Die erniedrigte UGT1A7 Aktivitéat fuhrt
unter anderem zu einer Akkumulation von freien Radikalen und damit zu vermehrtem
oxidativem Strefs. Damit bestétigen unsere Daten indirekt die bisher bekannten
experimentiellen Daten, dass der oxidative Stref3 eine tragende Rolle sowohl im Verlauf einer
akuten as auch chronischen Pankreatitis spielt. Die positiven Ergebnisse einer eigenen
prospektiven randomisierten Studie mit einer antioxidativ und immunmodulierend wirkenden
parenteralen Glutaminsubstitution bel Patienten mit akuter Pankreatitis bekraftigen dieses
Beobachtung und zeigt einen neuen therapeutischen Ansatz auf.

Die zunehmende Kenntnis der genetischen und pathophysiologischen Zusammenhénge der
Pankreaserkrankungen werden hoffentlich in Zukunft neben einer besseren Diagnostik auch

Zu einer verbesserten Therapie dieser Patienten fUhren.
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Anhang

Vorbemerkung

Das wachsende Wissen um das menschliche Genom und genetisch determinierter
Erkrankungen hat wesentlich zu einem besseren Versténdnis von Pankreaserkrankungen
beigetragen. Jedoch bergen die genetischen Untersuchungsmdglichkeiten auch die Gefahr
einer unkontrollierten und unreflektierten Anwendung. Diesem Aspekt haben wir wahrend
dem , Third International Symposium on Inherited Disease of the Pancreas® am 5-7 April in
Mailand, Italien, Rechnung getragen und eine internationale Konsensus Konferenz zur
hereditéren Pankreatitis abgehalten. In den beiden folgenden Publikationen sind die

Ergebnisse dieser Konsensus Konferenz dargestellt.

Ergebnisse der internationalen Konsensus Konferenz zur genetischen
Untersuchung bei hereditarer Pankreatitis: Leitlinien zur Indikation und

Beratung sowie zu den Aspekten der Privatsphare.

(Ellis I, Lerch M, Whitcomb DC. (Ockenga J*) for the Consensus Committees of the
European registry of Hereditary Pancreatic Diseases, the Midwest Multi-Center Pancreatic
Study Group and the International Association of Pancreatology. * alphabetical list of the
authors appears in the Appendix. Genetic Testing for Hereditary Pancreatitis. Guidelines for
Indications, Counselling, Consent and Privacy Issues Pancreatology 2001;1:405-415). Nach
Entdeckung der PRSS1 Gen Mutationen als Ursache der hereditéaren Pankreatitis wurde
wéhrend des ,, Third International Symposium on Inherited Disease of the Pancreas® am 5-7
April in Mailand, Italien, eine internationale Konsensus Konferenz abgehalten um das
Vorgehen bel hereditéarer Pankreatitis festzulegen. Die unter eigener Beteiligung wahrend
dieser Konferenz erarbeiteten Richtlinien zur Indikation und Beratung, sowie den Umgang

mit DNA Proben, als auch die Privatsphére des Patienten betreffenden Aspekte bei Patienten
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mit hereditarer Pankreatitis sind hier publiziert.

Ergebnisse der internationalen Konsensus Konferenz  zum
Pankreaskarzinom bei Patienten mit hereditarer Pankreatitis: Leitlinien

zu Pravention, Screening und Behandlung.

(Ulrich CD. (Ockenga J*) for the Consensus Committees of the European Registry of
Hereditary Pancreatic Diseases, the Midwest Multi-Center Pancreatic Study Group and the
International Association of Pancreatology. * alphabetical list of the authors appears in the
Appendix. Pancreatic Cancer in Hereditary Pancreatitiss Consensus Guidelines for
Prevention, Screening and Treatment. Pancreatology 2001;1:416-4422). Patienten mit
hereditérer Pankreatitis haben wahrscheinlich ein deutlich erhéhtes Risiko (40-50 fach) im
Verlauf ihres Lebens ein Pankreaskarzinom zu entwickeln. Das Risiko steigt insbesondere ab
dem 40. — 50. Lebensjahr und erreicht ein kumulatives Risiko von ca. 40% im 70 Lebensjahr.
Der autosomal dominante Erbgang, die hohe Penetration der Erkrankung und die verflgbare
genetische Diagnostik pradisponieren die hereditére Pankreatitis als ein ideales Modell fir ein
Praventions und Screening Protokoll fir das Pankreaskarzinom. 2001 wurde von einem
internationalem Expertengremium wahrend einer Konsensus Konferenz (siehe oben)
Richtlinien erarbeitet und nachfolgend publiziert. In der vorliegenden Arbeit werden die
Moglichkeiten und Limitationen verschiedener bildgebender Methoden und der
Endoskopischen Retrograden Pankreatikographie, as auch laborchemische und

molekularbiologische Methoden diskutiert.
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