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Hinweis zur gendergerechten Sprache:  

Um diese Arbeit trotz unvermeidbarer Fachterminologie sprachlich 

übersichtlich zu gestalten, wurde im Folgenden das Maskulinum als Genus 

verwendet. Dies bezieht jedoch, wenn nicht explizit anders dargestellt, als 

männlich, weiblich oder divers identifizierende Personen mit ein. Bsp.: 

Patient = Patient*innen. 
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1 Einleitung  

1.1 Chronische Pankreatitis – ein Überblick   

Die chronische Pankreatitis ist eine progressiv-inflammatorische Erkrankung des Pankreas. 

Sie ist durch einen fibrotischen Umbau des Drüsenparenchyms, 

Pankreasgangveränderungen, Kalzifikationen, Pseudozysten und fortschreitende zunächst 

exokrine und schließlich auch mögliche endokrine Insuffizienz des Organs gekennzeichnet. 

[1] Jährlich erkranken etwa 1,6-23/100.000 Einwohner weltweit, die Tendenz ist steigend 

[2]. Die Letalität der chronischen Pankreatitis wird auf 28,8 bis 35% geschätzt, zu den 

gefürchtetsten Komplikationen gehört der Übergang in ein Pankreaskarzinom auf dem 

Boden einer duktalen Metaplasie [3–6]. Das Risiko ist im Vergleich zur 

Allgemeinbevölkerung um das 13,3-fache erhöht [7]. Da die Behandlung bisher weitgehend 

auf die Eindämmung der Symptomatik abzielt, ist die chronische Pankreatitis weiterhin 

Gegenstand intensiver Forschung [8]. 

Die exokrine Pankreasinsuffizienz wird im klinischen Alltag meist nicht-invasiv anhand 

erniedrigter Pankreaselastasewerte im Stuhl der Patienten festgestellt und kann aufgrund des 

Verdauungsenzymmangels zu einer gestörten Fettsäure- und Proteinverwertung im 

Duodenum sowie langfristig zu Mangelzuständen der fettlöslichen Vitamine führen [9–11]. 

Die endokrine Pankreasinsuffizienz ist eine mögliche Folge der kontinuierlichen 

Gewebezerstörung und manifestiert sich als Diabetes mellitus Typ 3c [12].  Vordergründig 

wird die Lebensqualität der Patienten mit chronischer Pankreatitis durch starke 

gürtelförmige Oberbauchschmerzen eingeschränkt, die vor allem bei akuten Schüben 

auftreten und sich mitunter als Dauerschmerz manifestieren. Diesem liegt neben 

komplikationsbedingten Schmerzen vermutlich eine neuro-immunologische Veränderung 

der das Pankreas versorgenden Nervenplexus zugrunde. [13, 14] Im Endstadium der 

Erkrankung können die Schmerzen u. U. nachlassen, es wird von einem sogenannten „burn-

out“ gesprochen [15].  

Obwohl bezüglich der Pathophysiologie noch einiges ungeklärt bleibt, geht man heute davon 

aus, dass die chronische Pankreatitis meist zunächst in Form der rekurrierend-akuten 

Pankreatitis auftritt [16]. Die wiederholte Schädigung von Azinus- und Gangzellen führt im 

Sinne einer Nekrose-Fibrose-Sequenz zu einer veränderten Immunantwort, bei der 

Makrophagen schlafende Sternzellen aktivieren, die maßgeblich am fibrotischen Umbau des 
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Parenchyms beteiligt sind. Die Genese kann multikausal sein, bei den morphologischen 

Veränderungen handelt es sich um die gemeinsame Endstrecke der Erkrankung.  [17, 18]  

Die Ätiologie der chronischen Pankreatitis ist z.T. multifaktoriell und komplex. Die 

Erkrankung wird bezüglich der Genese in alkoholisch, autoimmun, hereditär und selten auch 

durch primären Hyperparathyreoidismus oder Hypertriglyzeridämie hervorgerufen 

eingeteilt. Bei der idiopathisch-chronischen Pankreatitis handelt es sich um eine 

Ausschlussdiagnose. [19–21]    In dieser Arbeit soll vor allem auf die chronische Pankreatitis 

idiopathischer bzw. hereditärer sowie alkoholischer Genese eingegangen werden.  

1.1.1 Alkoholisch-chronische Pankreatitis  

Die durch langjährigen Alkoholabusus hervorgerufene chronische Pankreatitis stellt mit 60-

80% die häufigste Form dar [22]. Dabei wird meist ein Tageskonsum von mindestens 80g 

Alkohol pro Tag als Richtwert für riskanten Konsum festgelegt. Zudem konnte ein 

dosisabhängiger Effekt festgestellt werden, ein pankreastoxischer Schwellenwert ist jedoch 

nicht bekannt. [23–25] Fortwährender Alkoholkonsum begünstigt dabei das Fortschreiten 

der Erkrankung ebenso wie Nikotinabusus [26]. Dieser gilt jedoch als unabhängiger 

Risikofaktor, der mit dem Konsum von Alkohol synergistisch wirkt [27].  

Der Pathomechanismus der alkoholisch-chronischen Pankreatitis (ACP) ist noch nicht 

vollständig verstanden. Weniger als 10% der Alkoholiker entwickeln eine chronische 

Pankreatitis, was darauf hindeutet, dass mehrere Faktoren zur Entstehung der Erkrankung 

beitragen. [2] Zu diesen gehört vermutlich auch eine genetisch bedingte Vulnerabilität, 

weiteres hierzu im Kapitel „Genetische Risikofaktoren“.   

1.1.2 Hereditäre und idiopathische Pankreatitis   

Die hereditäre Form wurde erstmals im Jahre 1952 beschrieben und macht nur etwa 1-4% 

der Fälle von chronischer Pankreatitis aus [28, 29]. Sie tritt durch seltene autosomal-

dominante Mutationen im PRSS1-Gen auf, welches für kationisches Trypsinogen kodiert 

[30, 31]. Die Penetranz ist je nach Mutation unterschiedlich. Betroffene erkranken häufig 

bereits im Kindesalter und haben ein Lebenszeitrisiko von 40-55% für die Entwicklung eines 

Pankreaskarzinoms. [29, 32]  

Nicht jede Mutation ist mit einem dominanten Vererbungsmuster assoziiert, Mutationen mit 

geringer Penetranz führen zum Krankheitsbild der sporadischen Pankreatitis, die meist als 
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idiopathische Pankreatitis diagnostiziert wird [33]. Der Begriff „idiopathisch“ bedeutet in 

diesem Kontext eigentlich „ohne erkennbare Ursache“. Unter dem Überbegriff der 

idiopathisch-chronischen Pankreatitis (ICP) werden jedoch neben ungeklärten Fällen diverse 

Mutationen, die sporadisch zur chronischen Pankreatitis führen können, zusammengefasst. 

[33–35] Auf die genetischen Aspekte wird im Folgenden näher eingegangen.  

1.2 Genetische Risikofaktoren und Pathomechanismen  

1.2.1 Protease-Aktivierung   

Im Jahre 1996 wurde ein Risikogen für autosomal-dominant vererbte chronische Pankreatitis 

auf dem Chromosom 7 entdeckt [30]. Im selben Jahr identifizierten Whitcomb et. al. mittels 

Sequenzierung die erste und häufigste kausative Mutation im PRSS1-Gen: p.R122H [31]. 

Im folgenden Jahr wurde die p.N29I Variante publiziert, die ebenfalls signifikant mit 

hereditärer Pankreatitis assoziiert ist [36, 37]. Zu diesem Zeitpunkt war über die 

zugrundeliegenden Pathomechanismen noch wenig bekannt.   

Das PRSS1-Gen kodiert für kationisches Trypsinogen, die inaktive Vorstufe der Protease 

Trypsin [38]. Trypsinogen wird mit dem Pankreassaft in das Duodenum transportiert und 

dort von Enteropeptidasen aktiviert [39]. Im Pankreas schützt ein Serin-Protease-Inhibitor 

namens Kazal Typ 1 (SPINK1) gegen eine frühzeitige Autoaktivierung von Trypsinogen, 

indem SPINK1 bereits aktiviertes Trypsin bindet und dieses an der weiteren Katalyse der 

Reaktion hindert. Auf diese Weise können ca. 13% des intrazellulär gespeicherten Trypsins 

inhibiert werden. [40, 41] 

Des Weiteren wirkt der Chymotrypsin C (CTRC)-abhängige Abbau von Trypsinogen einer 

intrapankreatischen Aktivierung entgegen [42–44]. Paradoxerweise verstärkt CTRC 

zunächst die Autoaktivierung von Trypsinogen, indem es die Phe18-Asp19-Peptidbindung 

am Aktivierungspeptid spaltet. Das verkürzte Aktivierungspeptid ist dadurch anfälliger für 

die Spaltung der Lys23-Ile24-Bindung durch Trypsin. Dies sorgt initial für einen Anstieg an 

aktivem Trypsin („trypsin burst“). Durch den Anstieg steht mehr aktives CTRC zur 

Verfügung, da dieses zunächst von Trypsin aktiviert werden muss. [42, 45] Der dominante 

Effekt von CTRC ist schließlich folgender: Es spaltet die Leu81-Glu82-Bindung an der Ca2+ 

-Schleife und sorgt gemeinsam mit Trypsin, das Trypsinogen an der Arg122-Val123-Stelle 

spaltet, für den irreversiblen Abbau von Trypsinogen.  [42] 
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Viele der Pankreatitis-assoziierten Mutationen im PRSS1-Gen verstärken die 

intrapankreatische Aktivierung von Trypsin und begünstigen somit die Entstehung einer 

Pankreatitis [42]. Dies geschieht über zwei verschiedene Angriffspunkte: Die 

hochpenetranten Mutationen p.R112H, p.R122C, p.N29I, p.N29T und p.V39A verhindern 

bzw. beeinträchtigen den CTRC-abhängigen Trypsinogen-Abbau und p.A16V sowie p.N29I 

verstärken die durch CTRC begünstigte Autoaktivierung von Trypsinogen. [42, 45] Die 

Mutationen p.D19A, p.D21A, p.D22G, p.K23R und p.K23_I24insIDK erhöhen unabhängig 

von CTRC die Autoaktivierung am Aktivierungspeptid, sodass mehr Trypsinogen bereits 

intrazellulär aktiviert wird. Innerhalb des endoplasmatischen Retikulums (ER) werden 

manche dieser Trypsin-Mutationen auch als fehlgefaltetes Trypsinogen erkannt und 

abgebaut. Die Akkumulation fehlgefalteter Proteine führt zu ER-Stress und einer 

gesteigerten Apoptose der Zellen. [46, 47] Die Mechanismen der Verstärkung der 

intrapankreatischen Proteaseaktivierung durch PRSS1-Mutationen sind vereinfacht in 

Abbildung 1 dargestellt.  

 

Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung der CTRC-abhängigen Verstärkung der intrapankreatischen 

Trypsinaktivierung durch PRSS1-Mutationen. CTRC=Chymotrypsin C 

Einer der am häufigsten nachgewiesenen genetischen Risikofaktoren bei alkoholischer und 

idiopathisch-chronischer Pankreatitis ist die SPINK1-Variante p.N34S, die mit vier 

intronischen Varianten assoziiert ist (c.56-37T>C in Intron 1, c.87+268A>G in Intron2, 

c.195-606G>A sowie c.195-66_65insTTTT in Intron 3) [34, 48]. Der zugrundeliegende 
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Pathomechanismus ist bisher unklar, vermutlich ist keine der fünf Varianten die 

krankheitsverursachende Mutation [49–51]. Über Linkage-Analysen wird weiter nach 

assoziierten Varianten geforscht. So wurde bereits eine ca. 4kb vom SPINK1-Promoter 

entfernte Sequenzvariante identifiziert, die möglicherweise ein Cis-regulatorisches Modul 

(CRM) stört, an das Transkriptionsfaktoren binden können, um die Expression von SPINK1 

zu beeinflussen [52]. Die zweithäufigste SPINK1-Variante ist die c.194+2T>C-Mutation, 

die durch einen Spleißdefekt mit deutlich reduzierter mRNA-Expression und einem 

Funktionsverlust von SPINK1 einhergeht [34, 53–55]. 

1.2.2 Protein-Fehlfaltung   

Das raue endoplasmatische Retikulum (rER) dient der Proteinbiosynthese und der 

Membranproduktion und ist – wie in jeder exokrinen Drüse – im Pankreas stark ausgeprägt 

[56]. Als ER-Stress wird die Akkumulation fehlgefalteter, insbesondere mutierter Proteine 

bezeichnet, die eine komplexe Aktivierung von Unfolded Protein Response (UPR)-

Prozessen initiiert. Persistierender ER-Stress kann zur Apoptose der Zelle führen, wenn es 

der UPR nicht gelingt, den physiologischen Zustand der Zelle wiederherzustellen. [57] 

Einige Mutationen im PRSS1-Gen führen zum Fehlfaltungs-Phänotyp, bei dem das 

veränderte Protein vermindert sezerniert wird, sich im ER unlösliche Aggregate des Proteins 

bilden und ER-Stress Marker erhöht sind [33]. In HP-Familien findet sich die p.R116C 

Mutation, p.C139S wurde meist sporadisch entdeckt, p.L104P scheint familiär und 

sporadisch aufzutreten [33, 58].  

Mutationen im Carboxypeptidase A1-Gen (CPA1) sind oft mit einem frühen Auftreten der 

Erkrankung assoziiert und einige von ihnen führen ebenfalls zum Fehlfaltungs-Phänotyp.  

Zu den wichtigsten CPA1-Mutationen gehören p.N256K, p.R382W und c.1073-2A>G. Sie 

wurden bei CP-Patienten nicht jedoch in gesunden Kontrollkohorten nachgewiesen, was für 

einen kausativen Zusammenhang zwischen den Mutationen und der chronischen 

Pankreatitis spricht. [59] Für die Mutation p.S282P konnte in zwei Familien ein autosomal-

dominanter Erbgang festgestellt werden [60].  

CTRC-Mutationen sind größtenteils Loss-of-function-Mutationen und ebenfalls signifikant 

mit chronischer Pankreatitis assoziiert. Im europäischen Raum finden sich vor allem 

p.R254W, p.K247_R254del sowie c.180C>T (p.G60G). [61, 62] Die p.R254W Variante von 

CTRC wird vermindert sezerniert und von Trypsin abgebaut statt aktiviert,  p.K247_R254del 
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ist katalytisch inaktiv und p.G60G ist mit einer reduzierten mRNA-Expression assoziiert 

[63–65]. Die c.180C>T-Mutation ist der häufigste Risikofaktor für chronische Pankreatitis 

und findet sich zu >30% in Patientenkohorten [62, 66, 67]. Ob CTRC-Varianten aufgrund 

der verminderten Sezernierung zu ER-Stress führen bleibt fraglich, da Chymotrypsin C 

verglichen mit Trypsinogen und Carboxypeptidase A1 sehr viel weniger stark exprimiert 

wird [38]. Trans-Heterozygotie von CTRC- und SPINK1-Mutationen, d.h. das 

Zusammentreffen einer CTRC- mit einer SPINK1-Variante in einem Individuum, geht mit 

einem deutlich erhöhten Pankreatitisrisiko einher [61].   

Das CEL-Gen, das für die Carboxylester-Lipase der Azinuszellen kodiert, rückte 2006 in 

den Fokus der Pankreasforschung: Die Punktmutationen c.1686delT und c.1785delC in 

Exon 11 des CEL-Gens führen zu einem autosomal-dominant vererbten Syndrom aus 

exokriner Pankreasinsuffizienz und Maturity-onset diabetes of the young (MODY) 8. [68] 

Das durch die Deletionen veränderte CEL-Protein mit verlängerten C-Termini akkumuliert 

intrazellulär und führt zu fehlfaltungsbedingtem ER-Stress und Apoptose [69]. Knapp ein 

Jahrzehnt später wurde das Hybridallel CEL-HYB1 entdeckt, das durch nicht-allelische 

homologe Rekombination zwischen CEL und dem benachbarten Pseudogen CELP entsteht. 

Bei der Rekombination entstehen ein Duplikations- und ein Deletionshybridallel, wobei 

letzteres für ein verändertes CEL-Protein kodiert. Das Hybridallel ist signifikant mit 

idiopathisch- und alkoholisch-chronischer Pankreatitis assoziiert. Die verminderte Sekretion 

des Proteins legt eine fehlfaltungsbedingte Pathogenese nahe. [70]  

1.2.3 Ionenkanäle: Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator 

(CFTR)  

Mutationen im Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator-Gen (CFTR) 

erhöhen das Pankreatitisrisiko durch Störung des intrapankreatischen Sekretabflusses [71]. 

Die Verbindung zwischen zystischer Fibrose (CF) und Pankreatitis ist seit 1969 bekannt 

[72]. Eine komplexe Heterozygotie mit zwei schweren CFTR-Mutationen macht die 

Leitfähigkeit des CFTR-Kanals für Chloridionen zunichte und führt zum Krankheitsbild der 

CF mit Pankreasinsuffizienz – nicht aber Pankreatitis. Dagegen haben komplex 

Heterozygote mit einer milden und einer schweren CFTR-Mutation oder Patienten, die 

heterozygot für eine CFTR-Mutation sind, ein erhöhtes Risiko, an chronischer Pankreatitis 

zu erkranken. [73] Das höchste Risiko tragen Patienten mit zwei CFTR-Varianten und einer 

p.N34S-Mutation [74]. Ebenso wurde in der Vergangenheit eine signifikante Häufung des 

5T-Allels auf Intron 8 des CFTR-Gens, das typischerweise mit kongenitaler bilateraler 
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Aplasie des Vas deferens (CBAVD) assoziiert ist, bei Patienten mit chronischer Pankreatitis 

festgestellt [74, 75]. Neuere Studien konnten dies bisher nicht bestätigen  [76, 77].  

1.2.4 Primärziliengene  

In dieser Arbeit werden auch Primärziliengene betrachtet, die bisher nicht zu den bekannten 

Risikogenen für chronische Pankreatitis gehören. Nichtmotile Primärzilien stellen eine 

Verbindung zwischen Außen- und Innenwelt der Zelle dar. Sie sind am Zellzyklus beteiligt 

und sind Bestandteil diverser intrazellulärer Signalwege (u.a. WNT, Hedgehog und mTOR). 

[78–80] Ihnen kam vermehrt Aufmerksamkeit zu, als ein Defekt in den Primärzilien als 

Ursache für die polyzystische Nierenerkrankung (PKD) identifiziert wurde [81, 82]. Etwa 

10% der Patienten mit autosomal-dominanter PKD zeigen zudem eine pankreatische 

Beteiligung [83–87]. Daher liegt nahe, dass die auf den Pankreasgangzellen exprimierten 

Zilien bei Erkrankungen des Pankreas eine Rolle spielen könnten – so auch bei chronischer 

Pankreatitis [88]. 

1.3 NGS und GWAS   

Next Generation Sequencing (NGS) bzw. die Hochdurchsatz-Sequenzierung hat die 

Genforschung – dank der Möglichkeit, in kürzester Zeit gesamte Genome zu sequenzieren 

– revolutioniert [89]. Der Markt wird momentan von der Illumina-Sequenzierung, die nach 

dem Prinzip der „Sequencing-by-Synthesis“ funktioniert, dominiert. Bei dieser Technik 

werden Millionen bis Milliarden DNA-Fragmente in einer sogenannten Flow Cell parallel 

sequenziert und anschließend mit einem Referenzgenom verglichen. Während bei der 

klassischen Sanger-Sequenzierung vor allem Substitutionen, Deletionen und kleinere 

Insertionen problemlos detektiert werden konnten, erweitert NGS das Spektrum um 

Deletionen von Exons bzw. ganzen Genen, Inversionen und Translokationen. [90] 

Herausforderungen in der fehlerfreien Sequenzierung des gesamten Genoms stellen aktuell 

noch GC-reiche Areale und Repeat-Expansionen dar, letztere sind das genetische Korrelat 

bestimmter erblicher Krankheitsbilder, z.B. der Huntington-Erkrankung. Im Laufe der 

letzten zwei Jahre wurden jedoch Lösungsansätze entwickelt, um sich diesen 

Herausforderungen zu stellen.  [91, 92] Es ist beim NGS eine ausgesprochen integrative 

Herangehensweise möglich, bei der kaum Vorwissen über die zu untersuchenden Genloci 

notwendig ist. Dies ermöglicht u.a. genomweite Assoziationsstudien (GWAS), die einen 

hypothesenfreien Ansatz darstellen, um Risikogene zu identifizieren. Dabei wird versucht, 

einem Phänotypen Sequenzvarianten oder Haplotypen zuzuordnen. In Bezug auf die 
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chronische Pankreatitis wurde so Claudin-2 (CLDN2) als Risikogen identifiziert und eine 

protektive PRSS1-Promoter-Mutation im PRSS1-PRSS2-Locus entdeckt [93]. Claudin-2 ist 

ein wichtiger Bestandteil von Zell-Kontakten, deren Relevanz für die physiologische 

Funktion des Pankreas experimentell gezeigt wurde [94]. Der CLDN2-MORC4-Risiko-

Locus konnte an europäischen und indischen Patientenkohorten in genomweiten 

Assoziationsstudien bestätigt werden [95, 96]. 2017 wurde in einer weiteren europäischen 

GWAS der CTRB1-CTRB2-Locus als weiteres Risikogen identifiziert [97].  
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1.4 Fragestellung  

Basierend auf den Genom-Sequenzdaten einer Primärkohorte von Patienten mit chronischer 

Pankreatitis soll im Rahmen dieser Arbeit folgendes untersucht werden:  

1. Mithilfe von Genom-Sequenzdaten sollen in einem Kandidatengenansatz neue 

Sequenzvarianten in bekannten Risikogenen für die chronische Pankreatitis identifiziert 

werden.  

An einer Genom-sequenzierten Primärkohorte soll untersucht werden, ob Sequenzvarianten 

von Risikogenen aus einer Kandidaten-Gen-Liste signifikant häufiger mit chronischer 

Pankreatitis assoziiert sind. Im nächsten Schritt sollen diese Beobachtungen in einer 

weiteren Kohorte mittels Real Time-PCR validiert werden. Zusätzlich soll analysiert 

werden, ob eine unterschiedliche Geschlechterverteilung bei diesen Varianten eine Rolle 

spielt. 

2. Können bekannte Sequenzvarianten für die chronische Pankreatitis in dieser Kohorte als 

Risikovarianten bestätigt werden – auch in Bezug auf die Geschlechterverteilung unter den 

Patienten und Probanden? 

2.1 Kann die SPINK1-Variante p.N34S als Risikovariante für alkoholisch-chronische 

Pankreatitis bestätigt werden?  

2.2 Finden sich homo- und auch heterozygote Träger der CTRC-Variante p.G60G 

signifikant häufiger unter den Patienten mit chronischer Pankreatitis als unter den 

Kontrollprobanden?  

2.3 Wie ist die Verteilung komplexer bzw. trans-heterozygoter Merkmalsträger 

(Patienten/Probanden mit mehr als einer Risikovariante aus demselben bzw. 

unterschiedlichen Risikogenen)? Sind kombinierte oder transheterozygote 

Merkmalsträger unter Patienten mit chronischer Pankreatitis häufiger vertreten als 

unter pankreasgesunden Kontrollen? Welche Merkmalskombinationen sind 

besonders mit einem erhöhten Pankreatitisrisiko assoziiert?  
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2 Material, Methoden und Studienpopulation  

2.1 Material  

2.1.1 Genotypisierungsassays 

TaqMan Genotyping Master Mix Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) 

HFE (p.S65C): TaqMan SNP 

Assay rs1800730 

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) 

IFT74 (p.V579M): TaqMan SNP 

Assay rs138591335 

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) 

IFT74 (p.F224L): TaqMan SNP 

Assay rs17694549 

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) 

FAT4 (p.H3215Y): TaqMan SNP 

Assay rs73849225 

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) 

MAP2K1 (c.10238C>T): TaqMan 

SNP Assay rs41306345 

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) 

FLII (p.F20L): TaqMan SNP 

Assay rs145840264 

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) 

ZNF18 (p.S522L): TaqMan SNP 

Assay rs117755721 

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) 

 

2.1.2 Kits   

Quick-DNA Miniprep Plus Kit Zymo Research (Irvine, CA, USA) 

 

2.1.3 Materialien und Geräte  

Autoklave DX – 150 Systec (Linden, Deutschland) 

Autoklave VX – 150  Systec (Linden, Deutschland) 

Combitips advanced 0,1 ml  Eppendorf (Wesseling-Berzdorf , Deutschland) 

Electrophoresis Power Supply 201 Amersham Biosciences Europe (Freiburg im 

Breisgau, Deutschland) 

Elektrophoresekammer  PeqLab (Erlangen, Deutschland) 

FluorChem SP Alpha Innotech Cell Biosciences (San Leandro, 

CA, USA) 
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M52 Minishaker  IKA (Staufen, Deutschland) 

Multipipette M4 Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, Deutschland) 

PCR 384-well TW-MT-Platte Biozym Scientific (Hessisch Oldendorf, 

Deutschland) 

Pipetten 2-1000 µl Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, Deutschland) 

Pipette 0,1-2 µl  BRAND (Wertheim, Deutschland) 

Pipettenspitzen 200 µl, 1000 µl Biozym Scientific (Hessisch Oldendorf, 

Deutschland) 

Pipettenspitzen 20 µl  Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 

Real Time – PCR System Quant 

Studio 7 flex 

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) 

Thermomixer compact  Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, Deutschland) 

Vortexer IKA MS 3 digital  IKA (Staufen, Deutschland) 

Zentrifuge 5424 R  Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, Deutschland) 

Zentrifuge 5418 Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, Deutschland) 

Zentrifuge CS – 6KR  Beckman Coulter (Brea, CA, USA)  

Zentrifuge Model 10 Corning (Corning, NY, USA) 

 

2.1.4 Puffer, Medien und Lösungen  

Agarose-Gel 1%  200 ml TAE-Puffer  

2g Agarose  

3 µl Ethidiumbromidlösung 

TAE-Puffer (1:10) 48g Tris base 

20ml EDTA pH 8,0 (0,5M) 

11,42ml Essigsäure 

1l ddH2O  

EDTA 93,06g Ethylendiamin-tetraessigsäure 

Dinatriumsalz Dihydrat, >99%, p.a.  

500ml Aq. dest. 

NaOH pellets  

Etidiumbromidlösung 0,025% Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

HPLC Gradient Grade H2O Avantor Performance Materials (Center Valley, 

USA) 
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2.2 Studienpopulation   

2.2.1 Rekrutierung und Einwilligung der Patienten und Probanden  

Die Proben der Patienten und Kontrollprobanden wurden im Zeitraum von 2003 bis 2018 an 

der Universitätsmedizin Greifswald gesammelt. Sie sind Teil der GPCN-Studie, der ProZyt-

Studie sowie der SHIP-Studie und ihre Gewinnung unterliegt den jeweiligen bewilligten 

Ethikanträgen (III UV05/06; III UV91/03). Alle Patienten und Probanden haben der 

weiteren wissenschaftlichen Verwendung ihrer Proben zugestimmt.  

2.2.2 Gruppe 1: Primärkohorte   

Die Primärkohorte diente sowohl der Analyse von Sequenzvarianten der Primärziliengene 

und weiteren potenziell interessanten Genen als auch der Bestätigung bereits bekannter 

Risikovarianten für chronische Pankreatitis. Es lagen Sequenz-Informationen zum gesamten 

Genom der einzelnen Patienten und gesunden Probanden vor, die von der Centogene GmbH 

erstellt wurden.  Die Kohorte besteht aus 51 Patienten mit idiopathischer Pankreatitis, 91 

Patienten mit alkoholischer Pankreatitis sowie 89 gesunden Kontrollen. Einschlusskriterium 

für idiopathische Pankreatitis war die CT-morphologisch gesicherte chronische Pankreatitis 

mit Fibrose, Gangveränderungen und/oder Kalzifikationen. Ausschlusskriterien: dominante 

PRSS1-Varianten und eine alkoholische oder autoimmune Genese. Einschlusskriterien der 

alkoholisch-chronischen Pankreatitis: rekurrierend-akute oder chronische Pankreatitis mit 

riskantem Alkoholkonsum gemäß AUDIT-C-Fragebogen. Von den 89 gesunden Kontrollen 

wurden 39 Probanden von der Centogene GmbH in Rostock zur Verfügung gestellt, zu 

diesen liegen keine Informationen zu Geschlecht, Alter und Raucherstatus vor. Weiter 50 

Kontrollprobanden sind pankreasgesunde Blutspender mit positivem Audit-C-Score der 

Universitätsmedizin Greifswald, die der wissenschaftlichen Verwendung ihrer Proben 

zugestimmt haben. Alle Kontrollen, inklusive der folgenden aus Gruppe 2 und 3, sind 

übereinstimmend mit den Patientenkohorten kaukasischer Abstammung von zumeist 

regionaler Herkunft sowie frei von bekannten Erkrankungen des Pankreas. 

2.2.3 Gruppe 2: Validierungskohorte  

Die Validierungskohorte setzt sich aus 390 Patienten mit idiopathischer Pankreatitis, 299 

Patienten mit alkoholisch-chronischer Pankreatitis sowie 381 gesunden Kontrollen 

zusammen. In dieser Kohorte wurden die anhand der Ergebnisse in der Primärkohorte 

ausgewählten SNPs mittels Real Time-PCR untersucht. Bei einem Teil der Probanden war 



13 
 

DNA in Lösung bereits vorhanden, alle weiteren Proben wurden aus Vollblut extrahiert 

(siehe 2.3.2).  

2.2.4 Gruppe 3: Erweiterung der Genom-sequenzierten Probanden  

Im Verlauf der Arbeit konnte der Bestand an Genom-sequenzierten Patienten und Probanden 

um 50 Patienten mit idiopathischer Pankreatitis, 34 Patienten mit idiopathischer Pankreatitis 

und p.N34S-Mutation sowie 215 gesunde Kontrollen erweitert werden. Die Patienten 

wurden durch die Centogene GmbH und die Kontrollprobanden im Rahmen der SHIP-Studie 

sequenziert. In der Gesamtheit von Gruppe 1 (siehe 2.2.2) und Gruppe 3 wurden bereits 

bekannte Risikovarianten für chronische Pankreatitis überprüft.   

2.3 Methoden   

2.3.1 Verarbeitung der VCF-Dateien 

Die Ergebnisse der Genotypisierung der Primärkohorte sowie deren Erweiterung (s.o.) lagen 

im VCF-Format vor, dem für die Speicherung von Sequenzdaten üblichen Datenformat. Die 

VCF-Dateien wurden von der Centogene GmbH erstellt: Die Genomsequenzierung basiert 

auf dem Illumina-Verfahren. Die generierten Sequenzdaten werden mit dem Referenzgenom 

mittels BWA-Software abgeglichen und in eine BAM-Datei konvertiert. Mithilfe der Base 

Quality Score Recalibration (BQSR) wird die Qualität der Basenidentifikation verbessert. 

Zum Detektieren der Varianten verwendet Centogene den GATK HapolotypeCaller sowie 

freebayes und samtools. Die Dateien werden mit Annovar7 annotiert und mit dem 

Integrative Genomics Viewer v.2.38 und Alamut v.2.4.5 überprüft.  

Ein entscheidender Aspekt dieser Arbeit war die Verarbeitung dieser Dateien mit 

Sequenzanalysetools im Betriebssystem Linux Mint in der Cinnamon-Edition. Ziel dessen 

war es, aus den patientenspezifischen VCF-Dateien eine Gesamtdatei zu erstellen, die 

lediglich die Genotyp-Informationen der Varianten inklusive der Art des Basenaustausches 

enthielt und in Form einer Excel-Tabelle weiterer Auswertung zugänglich war.  

Zunächst wurden die VCF-Dateien komprimiert (bgzip-Befehl) und ein Verzeichnis von 

ihnen erstellt (tabix-Befehl), das den weiteren Zugriff auf die Dateien vereinfacht. Mit 

BCFtools wurden die VCF-Dateien zu einer Datei zusammengeführt und diese wiederum 

komprimiert und mit einem Verzeichnis versehen. Die interessierenden Genbereiche wurden 

ebenfalls mit BCFtools extrahiert und anschließend Informationen zum Genotyp mit 

VCFtools isoliert. Des Weiteren wurden die generierten Tabellen mit dem grep-Befehl um 
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die Informationen über die Art des Basenaustausches ergänzt. Die entstandene Datei konnte 

nun mit Excel geöffnet und analysiert werden. 

2.3.2 DNA-Extraktion  

Die Isolierung der DNA erfolgte aus EDTA-Vollblut mit dem Quick-DNA Miniprep Plus 

Kit von Zymo Research nach dem beiliegenden Protokoll des Herstellers. Das Kit basiert 

auf der enzymatischen Extraktion von DNA durch die Proteinase K. Diese benötigt Calcium-

Ionen als stabilisierende Cofaktoren und zerkleinert in den Zellen enthaltene Proteine, v.a. 

die hydrophoben Anteile. Das Vollblut und die Proteinase K werden mit einem Puffer für 

die optimale pH-Einstellung (ca. pH=8) versetzt und bei 55°C inkubiert. [98] Weitere 

Konzentration der DNA erfolgt durch Zentrifugation und Filtration mit anschließender 

wiederholter Ethanolfällung [99]. 

2.3.3 Elektrophorese  

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde durchgeführt, um zu bestätigen, dass sich 

ausreichend DNA in den per Extraktion aus Vollblut gewonnenen Proben befand. Hierbei 

wurden 5 µl DNA mit Probenpuffer mit anionischem Farbstoff versetzt und auf ein 1% 

Agarose-Gel gegeben (siehe 2.1.4). Anschließend wurde für eine Dauer von 20 Minuten ein 

elektrisches Feld von 120 V und 400 mA angelegt, wodurch sich die negativ geladenen 

Nukleinsäure-Moleküle auf den Pluspol zubewegen. Dank des im Gel enthaltenen DNA-

bindenden Fluoreszenzfarbstoffes Ethidiumbromid konnten die Banden unter UV-Licht mit 

der FluorChem SP-Kamera-System sichtbar gemacht werden. [100] 

2.3.4 Genotypisierung der Validierungskohorte  

Die Genotypisierung der Validierungskohorte erfolgte mittels Real-Time PCR von TaqMan 

SNP-Genotypisierungsassays. Bei diesen werden spezifische Nukleotid-Primer verwendet, 

um die zu untersuchende Sequenz zu amplifizieren. Des Weiteren enthält der Assay zwei 

verschiedene MGB-Sonden, die mit jeweils einem fluoreszierenden Farbstoff (FAM-

Farbstoffmarkierung bzw. VIC-Farbstoffmarkierung) am 5‘-Ende sowie einem nicht-

fluoreszierenden Quencher (NFQ) am 3‘-Ende versehen sind. Diese Sonden binden 

hochspezifisch an das interessierende Allel und werden nur von der Taqpolymerase 

gespalten, sofern sie daran gebunden sind. Bei der Spaltung entfernen sich Farbstoff und 

Quencher räumlich voneinander, wodurch der Farbstoff fluoreszieren kann und dieses 

Signal registriert wird. Dabei kann mithilfe der FAM- bzw. VIC-Farbstoffmarkierung 
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zwischen den Basen unterschieden werden, sodass eine qualitative und quantitative Messung 

der Probe möglich wird und somit eine Differenzierung in homozygot für Allel 1, 

homozygot für Allel 2 oder heterozygot für beide Allele. [101] In dieser Arbeit wurden 

TaqMan SNP Genotyping-Assays sowie ein TaqMan Master Mix von Thermo Fisher 

Scientific verwendet. Der Ansatz für eine Probe besteht aus 1 µl DNA, 2,5 µl Master Mix, 

0,125 µl Assay und 1,375 µl HPLC Gradient Grade H2O. Die Amplifizierung und Messung 

der Proben erfolgte mit dem Real Time-PCR System Quant Studio 7 flex von Thermo Fisher 

Scientific. Das Programm für Genotypisierung verwendet standardmäßig folgenden 

Temperaturzyklus: 60 °C Pre-Read Phase, 95 °C Hold Phase, 95 °C PCR Phase 1, 60 °C 

PCR Phase 2, 60 °C Post-Read Phase. Die Temperaturerwärmung bzw. –senkung erfolgt 

jeweils um 1,6 °C/s. Fluoreszenzdaten wurden in der Pre-Read Phase, der PCR Phase 2 und 

der Post-Read Phase aufgenommen.    

2.3.5 Statistische Auswertung  

Alle Daten wurden zunächst mit Microsoft Excel verarbeitet. Als Test auf Signifikanz wurde 

der Exakte Test nach Fisher von GraphPad Prism v.5 verwendet, da dieser auch bei geringen 

Beobachtungszahlen anwendbar ist. Die Odds Ratio wurde ebenfalls mit GraphPad Prism 

v.5 berechnet. Die Bestimmung der Abweichung von Hardy-Weinberg Equilibrium erfolgte 

nach der Formel q²+2pq+q²=1 und anschließender p-Wert Bestimmung mit dem Chi 

Quadrat-Test von Excel.  
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3 Ergebnisse  

3.1 Auswahl, Genotypisierung und Auswertung von Sequenzvarianten bei 

Patienten mit chronischer Pankreatitis  

3.1.1 Charakterisierung der Primärkohorte  

Die Primärkohorte besteht aus 51 Patienten mit idiopathischer Pankreatitis und 89 

Kontrollprobanden (siehe 2.2.2), von denen Daten zum vollständig sequenzierten Genom 

vorlagen. Informationen zum Verhältnis von Alter, Geschlecht und Raucherstatus der 

Primärkohorte zeigt Tabelle 1. 50 Genom-sequenzierte Kontrollprobanden sind 

pankreasgesunde Blutspender, die einen positiven Audit-C Score aufweisen. Das Alter der 

Patienten und Kontrollen weist einen Altersunterschied von im Mittel zehn Jahren auf. 

Passend zum positiven Audit-C Score sind jedoch anteilig mehr Männer sowie mehr 

Raucher unter den Kontrollprobanden im Vergleich zu den ICP-Patienten.  

 

Tabelle 1: Informationen zu Alter, Geschlecht sowie Raucherstatus der Patienten und Kontrollprobanden in 
der Primärkohorte. *Zu 39 Kontrollprobanden liegen keine Daten vor (siehe Text 2.2.2). 

3.1.2 Untersuchung von Kandidatengenen in der Primärkohorte  

Im ersten Schritt wurden bekannte Risikogene in der Primärkohorte analysiert, darunter 

PRSS1 und SPINK1. Dies diente vor allem dazu, die Qualität der Genomsequenzierung 

sowie der anschließenden biomathematischen Verarbeitung der VCF-Dateien zu überprüfen. 

Bei letzterer wurden die VCF-Dateien der Patienten und Probanden mit Sequenzanalyse-

Tools von Linux verkleinert, zu einer Datei zusammengefasst und die entsprechenden 

Genbereiche extrahiert (siehe 2.3.1). Da die Kohorte aus Patienten mit idiopathischer 

Pankreatitis besteht, bei der dominante PRSS1-Mutationen ein Ausschlusskriterium 
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darstellen, traten diese dominanten Sequenzvarianten - wie erwartet - nicht auf. Signifikant 

häufiger kam die SPINK1-Mutation p.N34S bei den ICP-Patienten im Vergleich zu 

gesunden Kontrollen vor (p=0,01). Die signifikante Häufung der p.N34S-Variante unter den 

ICP-Patienten stimmt mit Befunden anderer genetischer Studien überein [102]. Weitere 

Analysen zu bekannten Risikogenen wurden zu einem späteren Zeitpunkt im zweiten Teil 

der Arbeit durchgeführt (siehe 3.2), zu dem die Primärkohorte um mehr Genom-sequenzierte 

Patienten und Kontrollprobanden erweitert werden konnte.   

Im zweiten Schritt sollten neue Risikovarianten für die chronische Pankreatitis identifiziert 

werden. Hierzu wurde die Auswahl an Kandidatengenen in der Primärkohorte betrachtet. Es 

wurden –sofern möglich – Signifikanzniveaus für sowohl ein dominantes als auch ein 

rezessives Vererbungsmodell berechnet. Im dominanten Modell wird davon ausgegangen, 

dass eine heterozygote Variante mit einem klinischen Phänotyp assoziiert ist, wohingegen 

das rezessive Modell das Zusammentreffen von zwei veränderten Allelen erfordert. Unter 

den Patienten wurden signifikant häufiger auftretende Varianten und auch solche mit 

suggestiver Verteilung gesucht, da bei potenziell seltenen Sequenzvarianten und einer eher 

kleinen Primärkohorte nicht unbedingt mit statistisch signifikanten Ergebnissen zu rechnen 

war. Aus der Kandidatengen-Liste wurden auf diese Weise die folgenden sieben SNPs 

ausgewählt:  

 

Tabelle 2: Übersicht über die sieben in der Primärkohorte zur Validierung ausgewählten Sequenzvarianten  

Die Verteilung der ausgewählten Sequenzvarianten in der Primärkohorte ist in Tabelle 3 

dargestellt.  
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Tabelle 3: Verteilung der sieben Sequenzvarianten (Genotypen links, Allelfrequenzen rechts) bei Patienten mit 

idiopathischer Pankreatitis und gesunden Kontrollen in der Primärkohorte. Die Berechnung des p-Wertes wurde 
mittels exaktem Test nach Fisher (zweiseitig) für ein dominantes Modell (Aa+aa vs. AA) sowie ein rezessives 
Modell (aa vs. AA+Aa) durchgeführt. AA steht hierbei für den Wildtyp, Aa für die Heterozygoten, aa für die 
Homozygoten der jeweiligen Sequenzvarianten: p.S65C: A=A, a=T; p.V579M: A=G, a=A; p.F224L: A=T, a=C; 
p.H3215Y: A=C, a=T; c.1023-8C>T: A=C, a=T; p.F20L: A=G, a=T; p.S522L: A=G, a=A 

Der erste der ausgewählten Kandidaten-SNPs ist die HFE-Variante p.S65C/c.193A>T. Das 

HFE-Gen kodiert für das humane homöostatische Eisenregulatorprotein 1. Dieses ist ein den 

MHC I-Proteinen ähnliches Membranprotein, das u.a. die Eisenabsorption reguliert. Die 

Erbkrankheit Hämochromatose beruht auf Defekten im HFE-Gen. [103] Die Verteilung, den 

p-Wert sowie die Odds Ratio für den Genotyp und die Allelfrequenz in der Primärkohorte 

zeigt Tabelle 3. Bei Fehlen von Homozygoten wurden die Berechnungen für ein dominantes 

Modell durchgeführt. In der Primärkohorte konnte zwar keine signifikante Häufung des 

SNPs beobachtet werden, da aber unter den Kontrollprobanden nur Wildtypen waren, wurde 

die HFE-Variante als Kandidat aufgenommen. 
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Das Vorkommen der IFT74-Variante p.V579M/c.1735G>A ist ebenfalls in Tabelle 3 

dargestellt. Das Gen kodiert für das Intraflagellar Transport Protein 74, das Teil eines 

Multiproteinkomplexes ist und sowohl an dem Transport von Ziliarproteinen entlang 

axonemaler Mikrotubuli als auch an der Zilienentstehung beteiligt ist. Veränderungen im 

IFT74-Gen werden mit dem Bardet-Biedl-Syndrom, einer Ziliopathie, in Verbindung 

gebracht. [104] In der Primärkohorte fanden sich signifikant mehr Heterozygote unter den 

ICP-Patienten als unter den Kontrollprobanden (p=0,02). Da stets nur ein Allel betroffen 

war, wurde die statistische Auswertung für ein dominantes Modell durchgeführt. Aufgrund 

der signifikanten Häufung unter den Patienten mit chronischer Pankreatitis wurde p.V579M 

als Kandidat für die weitere Validierung aufgenommen.  

Ebenfalls auf dem IFT74-Gen befindet sich die Sequenzvariante p.F224L/c.670T>C. Wie in 

Tabelle 3 dargestellt, war in der Primärkohorte die Tendenz sichtbar, dass sich mehr 

Heterozygote unter den Patienten als unter den Kontrollen befanden. Daher wurde die 

Sequenzvariante zu den Kandidaten hinzugefügt, wenngleich der beobachtete Unterschied 

nicht statistisch signifikant war. 

Zu den Kandidaten-SNPs gehört auch die FAT4-Variante p.H3215Y/c.9643C>T. Das Gen 

kodiert für das FAT Atypische Cadherin 4, das Teil der Protocadherin-Familie ist. Es 

reguliert Zellpolarisierung in Zilien, ein Mechanismus, der bei Defekten u.a. zur zystischen 

Nierenkrankheit führen kann [105]. Tabelle 3 zeigt, dass sich in der Primärkohorte 

signifikant mehr Heterozygote unter den ICP-Patienten als unter den Kontrollprobanden 

befanden (p=0,03), daher wurde die FAT4-Variante als Kandidat zur Validierung 

aufgenommen. 

Die intronische Variante c.1023-8C>T befindet sich im MAP2K1-Gen. MAP2K1 kodiert für 

die Mitogen-aktivierte Protein Kinase Kinase 1, die Schnittstelle vieler 

Signaltransduktionskaskaden ist und u.a. im Zellzyklus von Primärzilien eine Rolle spielt. 

In der Primärkohorte ist diese Variante unter den ICP-Patienten signifikant mehr vertreten 

als unter den gesunden Kontrollen (p=0,04, siehe Tabelle 3) und wurde somit auf die Liste 

der zu validierenden Sequenzvarianten gesetzt. 

Das Vorkommen der FLII-Variante p.F20L/c.60C>T ist in Tabelle 3 dargestellt. Sie ist Teil 

des FLII-Gens, das für das Protein Flightless-1 Homolog (Flii) kodiert. Das FLII-Gen wird 

sowohl mit dem Smith-Magenis-Syndrom als auch mit dem Ewing-Sarkom in Verbindung 

gebracht [106, 107]. Die Flightless-Variante kam signifikant häufiger unter den ICP-
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Patienten der Primärkohorte vor (p=0,01) und stellte daher einen sinnvollen Kandidaten für 

die Validierung dar.  

Zu den Kandidaten zählt ebenfalls die ZNF18-Variante p.S522L/c.1568C>T. Das ZNF18-

Gen kodiert für das DNA-bindende Zink Finger Protein 18, das möglicherweise an der 

Transkriptionsregulation beteiligt ist. In der Primärkohorte war die Variante unter den 

Patienten mit chronischer Pankreatitis nicht signifikant erhöht, da sich aber unter den 

Kontrollprobanden keine Heterozygoten befanden, wurde p.S522L dennoch als Kandidat 

aufgenommen (siehe Tabelle 3). 

In einer Subgruppenanalyse wurde anschließend überprüft, ob die Verteilung der sieben 

untersuchten Sequenzvarianten bei männlichen im Vergleich zu weiblichen Patienten 

Unterschiede zeigt, um die Frage zu beantworten, ob das Geschlecht einen Einfluss auf das 

Auftreten der sieben Varianten hat. Auch hierbei wurde auf statistische Signifikanz mit dem 

exakten Test nach Fisher geprüft und die Odds Ratio berechnet. Die Ergebnisse in der 

Primärkohorte waren nicht eindeutig: Bei der p.V597M-Variante (IFT74) gab es signifikant 

mehr Heterozygote unter den Männern als unter den Frauen, bei den anderen 

Sequenzvarianten zeigte sich ein derartiger Zusammenhang zwar nicht, allerdings war die 

Verteilung zwischen Männern und Frauen überwiegend unausgeglichen (siehe Tabelle 4). 

Dies galt es zum Zeitpunkt der Validierung in einer größeren Kohorte zu überprüfen (siehe 

3.1.4). 
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3.1.3 Charakterisierung der Validierungskohorte  

Wie unter 3.1.2 dargestellt, wurden sieben Sequenzvarianten zur Validierung ausgewählt. 

Für diese wurden 390 ICP-Patienten, 299 ACP-Patienten und 381 pankreasgesunde 

Kontrollen mittels Real Time-PCR genotypisiert und die Ergebnisse anschließend statistisch 

ausgewertet. Die Zusammensetzung der Validierungskohorte in Bezug auf Alter, Geschlecht 

und Nikotinkonsum zeigt Tabelle 5. Vor allem bei den ICP-Patienten und den 

Kontrollprobanden ist das Geschlechterverhältnis ähnlich. In der ACP-Kohorte befinden 

sich deutlich mehr Männer als Frauen. Die Kontrollprobanden sind insgesamt jünger als die 

Patienten, da es sich um Blutspender handelt, die an der Universitätsmedizin Greifswald zu 

einem großen Teil aus Studierenden bestehen. 

Tabelle 4: Verteilung der sieben untersuchten SNPs unter männlichen bzw. weiblichen ICP-Patienten der 

Primärkohorte. Die Untersuchung auf Signifikanz wurde mittels exaktem Test nach Fisher (zweiseitig) 
durchgeführt. Die Verteilung der Basenpaare für wt/ht/hm kann Tabelle 3 entnommen werden. wt= Wildtyp; 
ht=heterozygot; hm=homozygot. 
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3.1.4 Ergebnisse der Sequenzvarianten in der Validierungskohorte 

Die Gruppe der ICP-Patienten und der Kontrollprobanden ist in der Validierungskohorte um 

den Faktor 7,6 bzw. 4,3 größer als in der Primärkohorte, somit sind die Ergebnisse der 

Validierung zuverlässiger als die zuvor erzielten. Zudem wurden die Sequenzvarianten auch 

in einer Gruppe aus Patienten mit alkoholisch-chronischer Pankreatitis untersucht. Tabelle 

6 zeigt die Verteilung der sieben Sequenzvarianten in der Validierungskohorte.  

  

Tabelle 5: Informationen zu Alter, Geschlecht sowie Raucherstatus der Patienten und Kontrollprobanden in der 
Validierungskohorte.  
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Tabelle 6: Verteilung der sieben Sequenzvarianten (Genotypen links, Allelfrequenzen rechts) bei Patienten mit 

idiopathischer und alkoholischer Pankreatitis sowie gesunden Kontrollen in der Validierungskohorte. Die 
Berechnung des p-Wertes wurde mittels exaktem Test nach Fisher (zweiseitig) für ein dominantes Modell 
(Aa+aa vs. AA) sowie ein rezessives Modell (aa vs. AA+Aa) durchgeführt. AA steht hierbei für den Wildtyp, Aa 
für die Heterozygoten, aa für die Homozygoten der jeweiligen Sequenzvarianten: p.S65C: A=A, a=T; p.V579M: 
A=G, a=A; p.F224L: A=T, a=C; p.H3215Y: A=C, a=T; c.1023-8C>T: A=C, a=T; p.F20L: A=G, a=T; p.S522L: 
A=G, a=A 

Bei der HFE-Variante p.S65C ließ sich die in der Primärkohorte gesehene Tendenz in der 

Validierungskohorte nicht bestätigen. Es gab kaum Unterschiede zwischen Patienten und 

Kontrollen, auch nicht in der Gruppe mit alkoholischer Pankreatitis. Somit scheint es sich 

nicht um eine Risikovariante für chronische Pankreatitis zu handeln.  
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Die Ergebnisse der IFT74-Variante p.V579M aus der Primärkohorte konnten in der 

Validierungskohorte nicht reproduziert werden. Die Genotypisierung ergab mehr 

Heterozygote bei den pankreasgesunden Kontrollen (keine Signifikanz), dies schließt das 

Vorliegen einer Risikovariante mit hoher Wahrscheinlichkeit aus.  

Die in der Primärkohorte gesehene Tendenz, dass sich mehr Heterozygote mit der IFT74-

Variante p.F224L unter den Patienten als unter den pankreasgesunden Kontrollen befinden, 

bestätigte sich nicht in der Validierung. In der Validierungskohorte scheinen Heterozygote 

und Homozygote annähernd gleich verteilt und auch in der ACP-Kohorte zeigen sich keine 

signifikanten Unterschiede – weder im dominanten noch im rezessiven Modell (siehe 

Tabelle 6). Demzufolge scheidet p.F224L als potenzielle Risikovariante aus.  

Die Ergebnisse der FAT4-Variante p.H3215Y in der Primärkohorte konnten im Rahmen der 

Sequenzierung der Validierungskohorte ebenfalls nicht reproduziert werden. Tabelle 6 zeigt, 

dass die Heterozygoten bei ICP-Patienten und pankreasgesunden Kontrollen ähnlich verteilt 

waren. Es befanden sich zudem mehr Homozygote unter den Kontrollprobanden (keine 

Signifikanz). In der Gruppe der ACP-Patienten waren weniger Heterozygote als unter den 

Kontrollen. Dementsprechend entfällt auch p.H3215Y als Risikovariante für chronische 

Pankreatitis. 

Unter den ICP-Patienten der Validierungskohorte zeigte sich keine Häufung der intronischen 

MAP2K1-Variante c.1023-8T>C, allerdings fiel auf, dass lediglich bei Patienten mit 

chronischer Pankreatitis Homozygote vorkamen – nicht jedoch bei pankreasgesunden 

Kontrollprobanden (siehe Tabelle 6). Im rezessiven Modell wurde hierbei kein signifikantes 

Niveau erreicht, dadurch scheidet c.1023-8C>T in dieser Arbeit als Risikovariante aus. Ob 

die Sequenzvariante im rezessiven Modell eine mögliche Assoziation zur chronischen 

Pankreatitis hat, müsste in größeren Kohorten überprüft werden. 

Die FLII-Variante p.F20L  trat in der Primärkohorte signifikant häufiger unter ICP-Patienten 

als unter pankreasgesunden Kontrollen auf.  In der Genotypisierung der Validierungskohorte 

bestätigte sich dies nicht. Wiederum war auffällig, dass Homozygote hier nur bei Patienten 

mit chronischer Pankreatitis vorkamen, nicht aber bei pankreasgesunden Kontrollen (keine 

Signifikanz im rezessiven Modell). Wie auch bei der eben besprochenen MAP2K1-Variante 

wäre es hier sinnvoll, das Vorkommen von Homozygoten in größeren Kohorten zu 

analysieren. In dieser Arbeit konnte p.F20L nicht als Risikovariante bestätigt werden.  
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Bei der ZNF18-Variante p.S522L zeigte sich in der Validierungskohorte eine ähnliche 

Verteilung von Heterozygoten unter ICP-Patienten und pankreasgesunden Kontrollen. Es 

fanden sich anteilig die meisten Heterozygoten in der ACP-Gruppe, doch auch hier war der 

Unterschied im dominanten Modell nicht signifikant (siehe Tabelle 6). Die p.S522L-

Variante scheidet somit ebenfalls als Risikovariante aus. 

Im Anschluss an die Sequenzierung der Validierungskohorte wurde zur Kontrolle der 

Qualität der Genotypisierung eine Prüfung auf Abweichung vom Hardy-Weinberg 

Equilibrium (HWE) durchgeführt (siehe Tabelle 7). Es liegt in der gesamten 

Validierungskohorte keine signifikante Abweichung vom HWE vor, dies lässt darauf 

schließen, dass die Genotypisierung mit hoher Wahrscheinlichkeit zuverlässig ist.  

 

In einer Subgruppenanalyse wurde anschließend überprüft, ob die Verteilung der sieben 

untersuchten Sequenzvarianten bei männlichen im Vergleich zu weiblichen Patienten 

Unterschiede zeigt und das Geschlecht somit einen Einfluss auf das Auftreten der Varianten 

hat. Es wurde wiederum auf statistische Signifikanz mit dem exakten Test nach Fisher 

geprüft und die Odds Ratio berechnet. Die Ergebnisse der Subgruppenanalyse in der 

Primärkohorte waren nicht eindeutig gewesen (siehe Tabelle 4). In der in Bezug auf die 

Anzahl an Patienten und Kontrollprobanden überlegenen Validierungskohorte zeigte sich, 

dass die sieben Varianten ausgeglichen auf weibliche und männliche Patienten bzw. 

Kontrollen verteilt sind (siehe Tabelle 8) und das Geschlecht somit mit hoher 

Wahrscheinlichkeit keinen Einfluss auf die Verteilung der Sequenzvarianten hat.  

Tabelle 7: Berechnung der Abweichung vom Hardy-Weinberg-Equilibrium: Die nach HWE erwarteten Werte 

wurden nach der Hardy-Weinberg-Formel (p²+2pq+q²=1) berechnet und der p-Wert mit 95% Konfidenzintervall 
mit dem Chi Quadrat-Test von Excel bestimmt. AA steht hierbei für den Wildtyp, Aa für die Heterozygoten, aa 
für die Homozygoten der jeweiligen Sequenzvarianten. Die Basenpaare können Tabelle 6 entnommen werden. 
HWE=Hardy-Weinberg-Equilibrium 
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Tabelle 8: Verteilung der sieben untersuchten SNPs unter männlichen bzw. weiblichen ICP-Patienten der 
Validierungskohorte. Die Untersuchung auf Signifikanz wurde mittels exaktem Test nach Fisher (zweiseitig) 
durchgeführt. Die Verteilung der Basenpaare für wt/ht/hm kann Tabelle 6 entnommen werden. wt= Wildtyp; 
ht=heterozygot; hm=homozygot 

In dieser Arbeit konnten keine neuen Risikovarianten für chronische Pankreatitis 

identifiziert werden. Die Ergebnisse der Kandidatengen-Analyse in der Primärkohorte ließen 

sich in der größeren Validierungskohorte nicht bestätigen. Die zeigt auch, dass die 

Kohortengröße der Primärkohorte nicht geeignet ist, um das Auftreten von seltenen 

Varianten zuverlässig zu analysieren. 
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3.2 Untersuchung bekannter Risikogene bei Genom-sequenzierten 

Patienten mit chronischer Pankreatitis  

3.2.1 Charakterisierung der Kohorte und Überblick über die untersuchten 

Gene 

Es wurden die Häufigkeiten bekannter Risikovarianten bei Patienten mit chronischer 

Pankreatitis und gesunden Kontrollen untersucht. Dazu wurden Gruppe 1 und Gruppe 3 

(siehe 2.2.2 und 2.2.4) zu einer Kohorte verbunden. Diese setzt sich somit aus 92 ICP-

Patienten, 91 ACP-Patienten, 43 ICP-Patienten mit der SPINK1-Mutation p.N34S (im 

Folgenden als N34S-Patienten bezeichnet) und 304 pankreasgesunden Kontrollen 

zusammen. Tabelle 9 zeigt, dass Patienten und Kontrollen in Bezug auf Alter und Geschlecht 

recht ausgeglichen sind. Eine Ausnahme stellen hierbei die ACP-Patienten dar, bei denen 

deutlich mehr Männer als Frauen vertreten sind. Des Weiteren sind die N34S-Patienten in 

dieser Gruppe etwas jünger als das restliche Kollektiv. Tabelle 9 erfasst außerdem den 

Raucherstatus der Patienten und Kontrollprobanden. Im Folgenden sind die Ergebnisse der 

gesuchten Risikovarianten aus den Genen PRSS1, SPINK1, CTRC, CFTR und CPA1 

dargestellt. Einen Überblick über die untersuchten Sequenzvarianten aus diesen Genen bietet 

Tabelle 10. Bei den PRSS1-, SPINK1-, CTRC- und CPA1-Varianten handelt es sich um eine 

Auswahl aus der Datenbank pancreasgenetics.org [108]. 

 
Tabelle 9: Informationen zu Alter, Geschlecht und Raucherstatus der Genom-sequenzierten Patienten und 

Kontrollprobanden. *Zu 39 Kontrollprobanden liegen keine Daten vor. (siehe Text 2.2.2)  
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Tabelle 10: Übersicht der in der Kohorte untersuchten bekannten Risikovarianten für chronische Pankreatitis 

aus dem PRSS1-, SPINK1-, CTRC-, CFTR- und CPA1-Gen 

3.2.2 PRSS1  

Zunächst wurde das Vorkommen von pathogenen Sequenzvarianten im Risikogen PRSS1 

untersucht. Unter den Patienten mit idiopathischer Pankreatitis waren keine der dominanten 

PRSS1-Varianten aus den Exons 2 und 3, wie z.B. p.N29I und p.R122H, zu erwarten. Diese 

zählen zu den Ausschlusskriterien für die Klassifikation als idiopathisch-chronische 

Pankreatitis und gehören in diesem Projekt zur genetischen Diagnostik jedes neu erfassten 

Patienten. Auch weitere bekannte pathogene Varianten in den Exons 4 und 5 (siehe Tabelle 

10) kamen bei den Patienten mit chronischer Pankreatitis oder den pankreasgesunden 

Kontrollen nicht vor. 

3.2.3 SPINK1  

Tabelle 10 zeigt die in der Kohorte untersuchten SPINK1-Risikovarianten, darunter die 

häufigste p.N34S-Variante. Im Folgenden wurde zunächst das Vorkommen der SPINK1-

Variante p.N34S/c.101A>G in der Gruppe der ACP-Patienten analysiert. Die Verteilung des 
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SNPs wurde lediglich bei ACP-Patienten im Vergleich zu pankreasgesunden Kontrollen 

überprüft, da in der Gesamtheit der ICP-Patienten diejenigen mit p.N34S-Mutation bereits 

als eigenständige Gruppe isoliert wurden. Wie Tabelle 11 zeigt, kam die p.N34S-Variante 

im dominanten Modell signifikant häufiger unter Patienten mit alkoholisch-chronischer 

Pankreatitis im Vergleich zu gesunden Kontrollen vor (p=0,006).  

 
Tabelle 11: Verteilung der SPINK1-Variante p.N34S (Genotypen in Tabelle 11A, Allelfrequenzen in Tabelle 

11B) bei Patienten mit  alkoholischer Pankreatitis und gesunden Kontrollen. Die Berechnungen wurden mittels 

exaktem Test nach Fisher (zweiseitig) für ein dominantes Modell (TC+CC vs. TT) durchgeführt. 

Zum Ausschluss von Fehlern bei der Genotypisierung wurde auch in dieser Kohorte für die 

Sequenzvariante p.N34S eine Abweichung vom Hardy-Weinberg Equilibrium in der 

Kontrollgruppe untersucht. Tabelle 12 zeigt, dass keine signifikante Abweichung vom HWE 

vorliegt, dies schließt einen Genotypisierungsfehler im Rahmen des Konfidenzintervalls aus. 

 
Tabelle 12: Berechnung der Abweichung vom Hardy-Weinberg-Equilibrium in der Kontrollgruppe: Die nach 

HWE erwarteten Werte wurden mit der Hardy-Weinberg-Formel (p²+2pq+q²=1) berechnet und der p-Wert mit 
95% Konfidenzintervall mit dem Chi Quadrat-Test mithilfe von Excel bestimmt. AA steht hierbei für den Wildtyp, 
Aa für die Heterozygoten, aa für die Homozygoten der jeweiligen Sequenzvarianten. Die Basenpaare können 
der Tabelle 11 entnommen werden. HWE=Hardy-Weinberg-Equilibrium 

Außerdem kamen in der Genom-sequenzierten Kohorte die bekannten SPINK1-Varianten 

p.P55S/c.163C>T und c.194+2T>C vor (siehe Tabelle 13). Aufgrund der geringen 

Beobachtungszahlen wurden an dieser Stelle keine statistischen Berechnungen 

durchgeführt.  
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Tabelle 13: Verteilung der SPINK1-Varianten p.P55S/c.163C>T und c.194+2T>C bei Patienten mit 

alkoholischer und idiopathischer Pankreatitis, N34S-Patienten sowie pankreasgesunden Kontrollen 

3.2.4 CTRC   

Im Folgenden sind die Ergebnisse aus dem CTRC-Gen dargestellt. Tabelle 10 dokumentiert 

die untersuchten CTRC-Risikovarianten. Zu den in der Literatur beschriebenen 

Risikovarianten gehört die CTRC-Variante p.G60G, bei der ein C>T-Austausch vorliegt. Die 

Sequenzvariante kam im rezessiven Modell signifikant häufiger bei den ICP-Patienten vor 

(p=0,02) und schien auch in der ACP-Gruppe gehäuft aufzutreten (keine Signifikanz, 

p=0,05). Bei den N34S-Patienten kam die Variante sowohl im dominanten als auch im 

rezessiven Modell signifikant häufiger vor (p=0,005 bzw. p<0,0001). Die Verteilung, die p-

Werte und die Odds Ratios zeigt Tabelle 14. 

 
Tabelle 14: Verteilung der CTRC-Variante p.G60G (Genotypen in Tabelle 14A, Allelfrequenzen in Tabelle 14B) 

bei Patienten mit idiopathischer Pankreatitis, alkoholischer Pankreatitis und idiopathischer Pankreatitis bei 
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bekannter p.N34S-Mutation in Gegenüberstellung mit gesunden Kontrollen. Die Berechnungen wurden mittels 
exaktem Test nach Fisher (zweiseitig) für ein dominantes Modell (CT+TT vs. CC) sowie ein rezessives Modell 
(TT vs. CC+CT) durchgeführt. 

Zum Ausschluss von Genotypisierungsfehlern wurde auch in dieser Kohorte für die 

Sequenzvariante p.G60G die Abweichung vom Hardy-Weinberg Equilibrium in der 

Kontrollgruppe bestimmt. Bei der p.G60G-Variante liegt keine signifikante Abweichung 

vom HWE vor, dies schließt einen Fehler bei der Genotypisierung im Rahmen des 

Konfidenzintervalls mit hoher Wahrscheinlichkeit aus (siehe Tabelle 15).  

 
Tabelle 15: Berechnung der Abweichung vom Hardy-Weinberg-Equilibrium in der Kontrollgruppe: Die nach 

HWE erwarteten Werte wurden mit der Hardy-Weinberg-Formel (p²+2pq+q²=1) berechnet und der p-Wert mit 
95% Konfidenzintervall mit dem Chi Quadrat-Test mithilfe von Excel bestimmt. AA steht hierbei für den Wildtyp, 
Aa für die Heterozygoten, aa für die Homozygoten der jeweiligen Sequenzvarianten. Die Basenpaare können 

der Tabelle 14 entnommen werden. HWE=Hardy-Weinberg-Equilibrium 

Die Subgruppenanalyse der p.G60G-Variante zeigte keine signifikanten Unterschiede der 

Verteilung zwischen männlichen bzw. weiblichen Patienten (siehe Tabelle 16). Dies spricht 

dafür, dass das Geschlecht beim Vorkommen dieser Sequenzvariante keine Rolle spielt.  

 
Tabelle 16: Verteilung des p.G60G-SNPs unter männlichen bzw. weiblichen ICP-Patienten sowie ICP-Patienten 

mit p.N34S-Mutation. Die Untersuchung auf Signifikanz wurde mittels exaktem Test nach Fisher (zweiseitig) 
durchgeführt. Die Basenpaare für wt/ht/hm können Tabelle 14 entnommen werden. wt= Wildtyp; ht=heterozygot; 
hm=homozygot 

Abgesehen von p.G60G wurde lediglich die CTRC-Variante p.R254W/c.760C>T in der 

Kohorte gefunden (siehe Tabelle 17). Sie kam in allen Gruppen vor (ACP, ICP, N34S und 

pankreasgesunde Kontrollen), da jedoch auch hierbei die Beobachtungszahlen sehr klein 

waren, wurde an dieser Stelle keine statistische Berechnung durchgeführt.  
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Tabelle 17: Verteilung der CTRC-Variante p.R254W/c.760C>T bei Patienten mit alkoholischer und 

idiopathischer Pankreatitis, N34S-Patienten und pankreasgesunden Kontrollen 

3.2.5 CFTR  

Tabelle 10 zeigt die unter den Genom-sequenzierten Patienten und gesunden Kontrollen 

untersuchten CFTR-Varianten. Bei den Mutationen handelt es sich um eine Auswahl 

bekannter Pankreatitis-assoziierter Varianten, da es eine sehr große Anzahl an Mutationen 

gibt, die mit zystischer Fibrose assoziiert sind und potenziell auch als Risikovarianten für 

die chronische Pankreatitis infrage kommen. Diese konnten jedoch nicht alle im Rahmen 

dieser Arbeit analysiert werden. Das Vorkommen der CFTR-Varianten unter den Patienten 

und pankreasgesunden Kontrollen zeigt Tabelle 18. Anzumerken ist, dass bei keinem der 

Individuen eine komplexe Heterozygotie vorlag, d.h. keine Kombination aus zwei 

verschiedenen CFTR-Mutationen.  

 
Tabelle 18: Übersicht über die Verteilung der gefundenen CFTR-Varianten (ausschließlich heterozygot 

mutierte) bei Patienten mit alkoholischer und idiopathischer Pankreatitis sowie pankreasgesunden Kontrollen 
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3.2.6 CPA1 

Das CPA1-Gen schließt die Liste der untersuchten Risikogene für chronische Pankreatitis 

ab. Es liegt auf Chromosom 7q32.2 und kodiert für die im Pankreas exprimierte 

Carboxypeptidase A. Tabelle 10 zeigt die in der Genom-sequenzierten Kohorte untersuchten 

CPA1-Risikovarianten. Unter den Patienten mit chronischer Pankreatitis wurde lediglich die 

CPA1-Variante p.E283K/c.847G>A entdeckt (siehe Tabelle 19). Diese kam einmal in der 

Gruppe der ICP-Patienten vor, nicht jedoch bei pankreasgesunden Kontrollen sowie ACP- 

und N34S-Patienten. 

 

Tabelle 19: Verteilung der CPA1-Variante p.E283K/c.847G>A bei Patienten mit alkoholischer und 

idiopathischer Pankreatitis sowie pankreasgesunden Kontrollen 

3.2.7 Kombiniertes Auftreten von Risikovarianten für chronische Pankreatitis 

Abschließend wurde das Vorkommen von mehreren Risikovarianten für chronische 

Pankreatitis in einem Individuum in der Kohorte der Genom-sequenzierten Patienten und 

Probanden untersucht. Dabei wurde nach komplex Heterozygoten mit zwei 

unterschiedlichen Mutationen im selben Gen sowie trans-Heterozygoten mit mindestens 

zwei Mutationen in verschiedenen Risikogenen für chronische Pankreatitis gesucht.  

 

Tabelle 20: Darstellung trans- und komplex-heterozygoter Merkmalsträger bei Patienten mit idiopathisch-

chronischer (ICP), alkoholisch-chronischer Pankreatitis (ACP) und ICP-Patienten mit p.N34S-Mutation (N34S) 
sowie pankreasgesunden Kontrollprobanden (Kontrollen). Die statistisch signifikanten Ergebnisse (p.G60G bei 
N34S-Patienten) sind fett gedruckt, genauere Erläuterung siehe 3.2.4 und Tabelle 14. Die statistische 
Auswertung der CTRC/CFTR-Transheterozygoten zeigt Tabelle 21.   
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Bei den Patienten mit idiopathisch-chronischer Pankreatitis wurden vier Individuen mit 

kombinierten Varianten aus dem CTRC- und CFTR-Gen und ein Patient mit Varianten im 

CTRC- und SPINK1-Gen identifiziert. Dabei lag stets die p.G60G-Variante als CTRC-

Mutation vor (siehe Tabelle 20). 

Unter den Patienten mit alkoholisch-chronischer Pankreatitis gab es drei Patienten mit 

CTRC/CFTR-Kombination und einen Patienten mit CTRC/SPINK1-Kombination, wobei 

auch hier p.G60G die CTRC-Risikovariante darstellte. Außerdem fand sich ein Patient mit 

Varianten im CFTR- und SPINK1-Gen, hierbei war jedoch p.R75Q die CTRC-Variante 

(siehe Tabelle 20). 

Tabelle 20 zeigt, dass unter den N34S-Patienten viele trans-Heterozygote vorkamen. Ein 

Patient war komplex-heterozygot für zwei SPINK1-Mutationen. Elf Patienten waren sowohl 

heterozygot für die p.N34S-Variante als auch die p.G60G-Variante. Bei acht Patienten gab 

es eine Kombination aus der p.N34S-Variante und dem homozygoten Vorliegen der 

p.G60G-Variante. Die darauf bezogenen statistischen Berechnungen wurden bereits im 

Kapitel 3.2.4 beschrieben. Des Weiteren traten SPINK1/CFTR- und SPINK1/CTRC-

Kombinationen bei jeweils einem N34S-Patienten auf, wobei p.R254W hier die beteiligte 

CTRC-Variante darstellte.  

Unter den pankreasgesunden Kontrollprobanden fanden sich ebenfalls einige trans-

Heterozygote. Es gab vier Probanden mit CTRC/CFTR-Kombination, einen Probanden mit 

CTRC/SPINK1-Kombination sowie ein Individuum mit Varianten aus dem SPINK1- und 

CFTR-Gen. Außerdem wurde ein komplex Heterozygoter für CTRC identifiziert (siehe 

Tabelle 20). 

Tabelle 21 zeigt, dass unter den Patienten mit idiopathisch-chronischer Pankreatitis 

signifikant mehr trans-Heterozygote mit CTRC/CFTR-Kombinationen vorkamen als unter 

pankreasgesunden Kontrollprobanden (p=0,03). 

 
Tabelle 21: Verteilung von trans-heterozygoten CTRC/CFTR-Mutationsträgern bei ICP-Patienten im Vergleich 

zu pankreasgesunden Kontrollen. Die Berechnungen wurden mittels exaktem Test nach Fisher (zweiseitig) 
durchgeführt. 
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3.2.8 Zusammenfassung 

Im zweiten Abschnitt des Ergebnisteils wurde das Vorkommen bekannter Risikovarianten 

aus dem SPINK1-, CTRC-, CFTR- und CPA1-Gen nachgewiesen. Die SPINK1-Variante 

p.N34S konnte als Risikovariante für alkoholisch-chronische Pankreatitis mit signifikantem 

Ergebnis (p=0,006) bestätigt werden. Die häufigste Risikovariante für chronische 

Pankreatitis, p.G60G aus dem CTRC-Gen, findet sich auch in dieser Kohorte signifikant 

häufiger unter den Patienten mit chronischer Pankreatitis als unter pankreasgesunden 

Kontrollprobanden. Für die ACP-Patienten ließ sich dieser Zusammenhang in dieser Arbeit 

nicht statistisch signifikant nachweisen. Bei den ICP-Patienten wurde jedoch ein 

Signifikanzniveau von p=0,02 erreicht. Hervorzuheben sind die signifikanten Ergebnisse in 

der N34S-Kohorte, die zeigen, dass das kombinierte Vorliegen einer p.N34S-Mutation mit 

einer sowohl heterozygoten p.G60G-Variante als auch einer homozygoten p.G60G-Variante 

einen Risikofaktor für die chronische Pankreatitis darstellt (p=0,005 bzw. p<0,0001).  
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4 Diskussion  

In den letzten 25 Jahren wurden große Fortschritte bei der Aufklärung von Risikofaktoren 

für die chronische Pankreatitis gemacht. Die Erforschung des genetischen Hintergrundes 

erreichte 1996 mit der Identifikation des PRSS1-Gens als Risikolocus einen Meilenstein 

[30]. Seitdem wurden einige weitere Risikogene- und Varianten entdeckt [34, 35, 51, 59]. 

Die Genetik der chronischen Pankreatitis ist bisher jedoch noch nicht ausreichend 

verstanden, daher erfolgte in dieser Arbeit in einer Kohorte von Patienten mit idiopathischer 

und alkoholisch-chronischer Pankreatitis anhand von Genomdaten die Suche nach weiteren 

Risikogenen und die Analyse von Synergismen bekannter Risikovarianten. 

4.1 Die Suche nach neuen Risikovarianten für chronische Pankreatitis: 

MAP2K1 und FLII 

Aus einer Liste mit Genen, u.a. aus dem Bereich der Proteasen, des Eisenstoffwechsels, des 

Fettsäurestoffwechsels, des Immunsystems sowie der Primärzilien, wurden mithilfe der 

Genomdaten der Primärkohorte die Varianten mit höchster Prävalenz unter Patienten mit 

idiopathisch-chronischer Pankreatitis ausgewählt. Zu den vielversprechendsten Kandidaten 

gehörten sieben Varianten aus Genen im Zusammenhang mit dem Eisenstoffwechsel, den 

Primärziliengenen, dem Immunsystem und der Transkriptionsregulation: Das HFE-Gen 

kodiert für das humane homöostatische Eisenregulatorprotein 1, Mutationen in diesem Gen 

sind mit der Hämochromatose assoziiert [103]. Das IFT74-, FAT4- sowie das MAP2K1-Gen 

sind am intraflagellaren Transport, der Polarität und der Signaltransduktion in Primärzilien 

beteiligt [109–111]. Das FLII-Gen kodiert für das Protein Flightless-1 Homolog (Flii), das 

u.a. die Transkription und Inflammation beeinflusst [112]. Auf dem ZNF18-Gen basiert der 

Transkriptionsfaktor Zink Finger Protein 18 [113].  

Von den sieben analysierten Sequenzvarianten kamen in der Primärkohorte vier signifikant 

häufiger unter den Patienten vor (p.V579M [IFT74], p.H3215Y [FAT4], c.1023-8C>T 

[MAP2K1], p.F20L [FLII]), bei den anderen drei Varianten wurde ohne Erreichen des 

Signifikanzniveaus eine ähnliche Tendenz festgestellt (p.S65C [HFE], p.F224L [IFT74], 

p.S522L [ZNF18]). In der größeren Validierungskohorte ließen sich diese Ergebnisse nicht 

reproduzieren, keine der sieben Sequenzvarianten war signifikant mit chronischer 

Pankreatitis assoziiert. Ein möglicher Grund für diese Diskrepanz ist, dass die Primärkohorte 

(n=51) für die zuverlässige Vorhersage der Verteilung der Sequenzvarianten zu klein war, 
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besonders da sich die bekannten Allelfrequenzen der ausgewählten Varianten in der 

allgemeinen Bevölkerung lediglich auf 0,008 bis 0,086 belaufen [114]. Hierbei ist untypisch, 

dass in der kleineren Kohorte signifikante Ergebnisse erzielt wurden. In der Regel gelingt es 

besonders in kleinen Kohorten nicht, einen statistischen Zusammenhang aufzuzeigen, der 

anschließend in einer größeren Population nachgewiesen werden kann. [115] Eine weitere 

Möglichkeit wäre, dass die Primärkohorte nicht ausreichend repräsentativ für die Gesamtheit 

der Patienten mit idiopathisch-chronischer Pankreatitis war, wodurch es zu falsch-positiven 

Ergebnissen bei der Auswahl der Sequenzvarianten kam. Im Vergleich zu anderen 

erfolgreicheren Studien zur chronischen Pankreatitis, die ebenfalls mit Next Generation 

Sequencing-Technologien arbeiteten, war die hier verwendete Screening-Kohorte (n=51) 

13- bis 80-fach kleiner. Zudem handelte es sich bei den Studien, die u.a. den CLDN2-

MORC4- und den CTRB1-CTRB2-Risikolocus identifizierten, um genomweite 

Assoziationsstudien, bei denen über Linkage-Analysen entweder einer bereits bekannten 

Variante oder einem Phänoytp neue Sequenzvarianten zugeordnet wurden. [52, 93, 97, 116] 

Im Gegensatz dazu wurde bei dieser Arbeit mit einem Kandidatengen-Ansatz gearbeitet, der 

die Zahl der möglichen Varianten im Gegensatz zu GWAS-Ansätzen stark eingrenzt.  

Obwohl bei den sieben Sequenzvarianten in der Validierung keine statistische Signifikanz 

erreicht und somit keine Risikovariante bestätigt wurde, fiel auf, dass bei zwei Varianten 

(c.1023-8C>T [MAP2K1] und p.F20L [FLII]) auch in der Validierungskohorte lediglich das 

Referenzallel unter den gesunden Kontrollprobanden vorkam und der jeweilige 

Basenaustausch nur bei Patienten mit chronischer Pankreatitis nachgewiesen werden konnte. 

Die berechneten HWE von 0,19 bzw. 0,84 sprechen gegen einen Fehler bei der 

Genotypisierung. Die Zusammenfassung der ICP- und ACP-Patienten zu einer Kohorte von 

CP-Patienten (n=690 bzw. 689) ergab Odds Ratios von 6 bzw. 5, ohne im rezessiven Modell 

statistische Signifikanz zu erreichen (c.1023-8C>T: p=0,17, OR=6,12 [0,34-111,1]; p.F20L: 

p=0,3, OR=5,01 [0,27-93,35]). Es wäre interessant, in weiteren Kohorten zu überprüfen, ob 

sich diese Beobachtung bestätigt, da beide Gene von potenzieller Relevanz für die 

chronische Pankreatitis sind, wie im Folgenden dargestellt:  

MAP2K1 kodiert für die Mitogen-aktivierte Protein Kinase Kinase 1 (Mek1), die Bestandteil 

der Raf-Mek1/2-Erk1/2-Kaskade ist, einem Teil des MAP-Kinase-Signalwegs. Dieser ist 

u.a. an Zellproliferation-, Differenzierung, Apoptose und Inflammation beteiligt. [117, 118] 

Bereits früh in der Krankheitsentwicklung der chronischen Pankreatitis scheint der MAP-

Kinase-Weg von Bedeutung zu sein: Eine Stimulation mit Caerulein, einem zur 
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experimentellen Induktion von Pankreatitis verwendeten Oligopeptid, führt zu einer 

Aktivierung des MAP-Kinase-Wegs. Die Hemmung von Mek mit dem Kinaseinhibitor 

Trametinib verhindert im Mausmodell die Progression zur chronischen Pankreatitis. [119–

121] Zudem können KRAS-Mutationen, die zur konstitutiven Aktivierung der Raf-Mek1/2-

Erk1/2-Kaskade führen, in Vorläuferläsionen des Pankreaskarzinoms bei Patienten mit CP 

nachgewiesen werden [122–124]. 

FLII kodiert für das Protein Flightless-1 Homolog (Flii), das u.a. an der Aktin-Regulation, 

Transkription und Inflammation sowie Kollagensynthese beteiligt ist [112]. Eine FLII-

Nullmutation ist embryonisch letal [125]. Mutationen im FLII-Gen könnten über 

verschiedene Mechanismen an der Entwicklung von chronischer Pankreatitis beteiligt sein: 

Zum einen hemmt Flii die ß-Catenin-vermittelte Transkription des WNT-Signalwegs, der 

u.a. an embryonaler Entwicklung, Zellpolarität und Proliferation beteiligt ist und zur 

Pathogenese des Pankreaskarzinoms beiträgt [126–128]. Mutationen im FLII-Gen könnten 

folglich zur Dysregulation der WNT-Kaskade führen [126]. Bei dieser kommt es auch zur 

Aktivierung von Pankreassternzellen, die hauptverantwortlich für den fibrotischen Umbau 

des Parenchyms sowohl bei CP als auch beim duktalen Adenokarzinom des Pankreas sind 

[18, 129, 130]. Auf eine Relevanz des ß-Catenin abhängigen WNT-Signalwegs bei der 

Entwicklung von chronischer Pankreatitis deutet hin, dass Wnt und ß-Catenin im Pankreas 

von Mäusen mit CP überexprimiert werden [129]. Zudem ist ß-Catenin an der Regeneration 

geschädigter Azinuszellen beteiligt [131].  

Zum anderen konnte in Makrophagen gezeigt werden, dass Flii den IL-1/TLR4-Signalweg 

inhibiert, indem es die Formation des TLR4/MyD88-Komplexes stört [132]. Der TLR4-

Signalweg führt über die Aktivierung von NF-κB zur inflammatorischen 

Zytokinausschüttung [133]. TLR4 ist in Monozyten in frühen Stadien akuter Pankreatitis 

hochreguliert und an der Progression von akuter Pankreatitis beteiligt [134–136]. Darüber 

hinaus wurde eine Überexpression von TLR4-mRNA und dem TLR-Adapterprotein 

MyD88, an das Flii bindet, in Pankreasproben von Patienten mit chronischer Pankreatitis 

nachgewiesen [137]. FLII-Mutationen könnten zur Enthemmung des TLR4-Signalweges 

führen und somit zur Progression von chronischer Pankreatitis beitragen.  
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4.2 Die N34S-Mutation (SPINK1) als Risikofaktor für alkoholisch-

chronische Pankreatitis 

Alkoholabusus ist längst als Risikofaktor für chronische Pankreatitis bekannt [138–140]. Zu 

den zugrundeliegenden Pathomechanismen gehört die Bildung von reaktiven 

Sauerstoffspezies (ROS) und die Schädigung von Mitochondrien durch Alkoholmetaboliten. 

Dies senkt die Schwelle der intrapankreatischen Trypsin-Aktivierung und folgenden 

Azinusschädigung. [141–144] Zudem bewirkt Alkohol eine Ausschüttung von Zytokinen, 

u.a. TNF-α, die ebenfalls die intrapankreatische Proteaseaktivierung sowie die Stimulation 

von Makrophagen begünstigen [145–147]. Des Weiteren aktiviert chronischer 

Alkoholabusus Pankreassternzellen und fördert somit die Fibrosebildung [148–150]. Die 

alkoholbedingte Ausfällung von Proteinen im Pankreassekret und die folgende Entstehung 

von „protein plugs“, die den Pankreasgang verstopfen, stellen eine mögliche Erklärung für 

die Auslösung von akuten Pankreatitis-Schüben dar [151].  

Dennoch ist im Vergleich zu anderen Alkohol-assoziierten Erkrankungen, z.B. 

Leberzirrhose, der kausale Zusammenhang zwischen Alkoholabusus und chronischer 

Pankreatitis schwach und nur 5-10% der langjährigen Alkoholiker entwickeln eine CP [152, 

153]. Dies spricht dafür, dass verschiedene Faktoren bei der Entstehung von alkoholisch-

chronischer Pankreatitis zusammenwirken. So ist eine Vermutung, dass lediglich genetisch 

prädisponierte Individuen bei riskantem Alkoholkonsum eine CP entwickeln. Dominante 

PRSS1-Mutationen scheinen bei der ACP kaum eine Rolle zu spielen. [154–156] Bisher 

konnte gezeigt werden, dass Varianten in den CTRC-, CLDN2-, PRSS1-PRSS2-, CTRB1-

CTRB2-Loci sowie der FUT2 „non-secretor“-Status und die Blutgruppe B mit alkoholisch-

chronischer Pankreatitis assoziiert sind [61, 93, 97, 116].  

Auch ein Zusammenhang zwischen der SPINK1-Mutation p.N34S und alkoholisch-

chronischer Pankreatitis wurde bereits festgestellt, wobei die Prävalenz bei ca. 5,8-6,8% 

unter ACP-Patienten liegt und der Zusammenhang je nach Vorkommen in der einzelnen 

Kontrollkohorte nicht immer statistisch signifikant war [34, 48, 102, 157, 158]. Meta-

Analysen haben gezeigt, dass die Effektstärke der p.N34S-Mutation bei ICP-Patienten 

deutlich größer ist als bei ACP-Patienten (OR~15 vs. ~5) [102].  Mit der p.N34S-Variante 

sind vier intronische Varianten assoziiert, dennoch scheint es sich bei keiner von ihnen um 

die kausale Mutation zu handeln [34, 48–51]. In dieser Arbeit konnte die statistisch 

signifikante Häufung der p.N34S-Variante unter Patienten mit alkoholisch-chronischer 

Pankreatitis (n=91) im Vergleich zu pankreasgesunden Kontrollprobanden (n=304) 
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festgestellt werden (p=0,006). Dies stützt die Vermutung, dass es sich bei p.N34S um einen 

Risikofaktor für alkoholisch-chronische Pankreatitis handelt.  

Das Zusammentreffen von chronischem Alkoholabusus und der p.N34S-Variante könnte das 

Protease-Antiprotease-Gleichgewicht zugunsten der Proteaseaktivierung beeinträchtigen: 

SPINK1 verhindert im gesunden Pankreas die vorzeitige Autoaktivierung von Trypsinogen, 

indem ca. 13% des bereits aktivierten Trypsins gebunden wird [40, 41]. Wenngleich der 

Pathomechanismus von p.N34S bisher nicht abschließend geklärt ist, konnte 2017 eine 4kb 

vom SPINK1-Promoter entfernte Sequenzvariante identifiziert werden, die womöglich ein 

Cis-regulatorisches Modul (CRM) stört, an das Transkriptionsfaktoren binden und so die 

Expression des Gens beeinflussen [52]. In einem Pankreas, in dem durch Alkoholabusus die 

Schwelle der Autoaktivierung von Trypsinogen herabgesetzt und potenziell auch der 

Abfluss der Proteasen durch „protein plugs“ gestört ist, könnte das zusätzliche Vorliegen 

einer p.N34S-Mutation, die vermutlich den natürlichen Schutzmechanismus gegenüber 

intrapankreatischer Proteaseaktivierung mindert, das Risiko für Azinusschädigung und die 

Entstehung einer Pankreatitis zusätzlich erhöhen [141–144, 151].  

4.3 Die G60G-Mutation (CTRC) als Risikofaktor für chronische Pankreatitis 

Für die idiopathisch-chronische Pankreatitis wurde 2008 eine Assoziation mit seltenen 

CTRC-Mutationen, u.a. p.R254W und p.K247_R254del, beschrieben [61]. Die häufiger 

vorkommende p.G60G-Variante, deren Pathomechanismus noch unzureichend verstanden 

ist, wurde zunächst nur mit familiärer Pankreatitis in Verbindung gebracht [62, 159]. 

Mittlerweile ist bekannt, dass p.G60G für sowohl nicht-alkoholische als auch alkoholisch-

chronische Pankreatitis einen Risikofaktor darstellt und sich das Pankreatitis-Risiko von 2,5-

fach bei Heterozygoten auf 10-fach bei Homozygoten erhöht [66, 67, 160]. Dies konnte in 

dieser Arbeit bestätigt werden: Individuen mit homozygoter p.G60G-Mutation kamen unter 

ICP-Patienten signifikant häufiger vor als unter gesunden Kontrollprobanden (p=0,02) und 

auch bei den ACP-Patienten wurde eine ähnliche Tendenz gesehen (p=0,05). Somit konnte 

die homozygote p.G60G-Variante als Risikofaktor für idiopathische Pankreatitis und 

möglicherweise auch alkoholisch-chronische Pankreatitis bestätigt werden.  

Andere Studien stellten bereits fest, dass zusätzlich vorliegende CFTR- oder SPINK1-

Mutationen den Effekt von p.G60G verstärken [67]. In dieser Studie konnte der beschriebene 

Zusammenhang in der Kohorte mit N34S-Patienten deutlich gezeigt werden: Im dominanten 

Modell gab es eine signifikante Häufung von heterozygoten p.G60G-Varianten unter den 
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N34S-Patienten im Vergleich zu pankreasgesunden Kontrollen (p=0,005). Dieser Effekt war 

bei homozygotem Vorliegen der p.G60G-Variante noch eindeutiger (p<0,0001). Dies zeigt, 

dass p.G60G und p.N34S im trans-heterozygoten Vorliegen synergistisch auf das 

Pankreatitis-Risiko wirken und das homozygote Vorliegen einer p.G60G-Mutation das 

Risiko für chronische Pankreatitis zusätzlich erhöht.  

Auch wenn die Wirkungsweise der SPINK1-Mutation p.N34S und der CTRC-Mutation 

p.G60G bisher nicht abschließend geklärt werden konnte, deuten Studienergebnisse darauf 

hin, dass beide Varianten die Expression ihres jeweiligen Gens stören könnten [52, 67, 159]. 

Der Serin-Protease-Inhibitor Kazal-Typ 1 schützt vor der frühzeitigen Autoaktivierung von 

Trypsinogen, indem er bereits aktiviertes Trypsin bindet [40, 41]. Die Hauptfunktion von 

Chymotrypsin C ist die Beteiligung am Abbau von Trypsinogen [42–44]. Der Synergismus 

von p.G60G und p.N34S könnte somit in der eingeschränkten Funktion zweier 

Schutzmechanismen gegenüber der intrapankreatischen Autoaktivierung von Trypsinogen 

begründet sein und additiv die Proteaseaktivierung in den Azinuszellen des Pankreas 

begünstigen.  

4.4 Die E283K-Mutation (CPA1) als Risikofaktor für idiopathisch-

chronische Pankreatitis 

Das CPA1-Gen kodiert für die pankreatische Metalloproteinase Carboxypeptidase A1 

(CPA1), die C-terminale Peptidbindungen in der Nahrung spaltet, nachdem Trypsin und 

Chymotrypsin C CPA1 durch Abspaltung des Propeptids aktiviert haben [161, 162]. Dass 

die meisten CPA1-Mutationen zum Fehlfaltungs-Phänotyp und somit zu ER-Stress führen, 

wurde erstmals für die p.N256K-Variante gezeigt und in weiteren Studien bestätigt [59, 

163]. Die verminderte Sezernierung von CPA1 kann ER-Stress auslösen, da die Protease mit 

ca. 10% des Proteinanteils einen größeren Teil des Pankreassekretes ausmacht. Es wird 

davon ausgegangen, dass CPA1-Varianten mit einer Aktivität von ≤ 20% signifikant mit 

chronischer Pankreatitis und einem frühen Erkrankungsalter assoziiert sind. [38, 59] Die 

p.E283K-Variante wurde in einer großen Studie bei lediglich zwei Patienten mit nicht-

alkoholischer Pankreatitis (n=944) und keiner der gesunden Kontrollprobanden (n=3938) 

nachgewiesen (p=0,01). Zudem wurde gezeigt, dass die Variante weder sezerniert wird noch 

aktiv ist. [59] In dieser Arbeit konnte ein Patient mit der p.E283K-Variante in der ICP-

Kohorte (n=92) identifiziert werden, bei den pankreasgesunden Kontrollen (n=304) kam die 

Sequenzvariante nicht vor. Aufgrund der kleineren Kohortengröße im Vergleich zur zuvor 

genannten Studie konnte kein statistischer Zusammenhang nachgewiesen werden. In der 
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Zusammenschau sprechen die Ergebnisse dennoch für eine zwar seltene aber 

möglicherweise kausale Risikovariante für die chronische Pankreatitis.  

4.5 Trans-Heterozygotie für CTRC/CFTR als Risikofaktor für idiopathisch-

chronische Pankreatitis  

Unter 4.3 ist dargestellt, dass Trans-Heterozygotie für p.G60G/p.N34S einen Risikofaktor 

für chronische Pankreatitis darstellt. Es liegt nahe, dass derartige Synergismen auch bei 

anderen bekannten Risikovarianten eine Rolle spielen könnten. So wurde gezeigt, dass das 

Zusammentreffen von SPINK1- und CFTR-Mutationen das Risiko für chronische 

Pankreatitis erhöht [76, 164]. Ein ähnlicher Zusammenhang wurde für die Kombination von 

seltenen CTRC- und SPINK1-Varianten beschrieben [165]. Auch über das Vorliegen einer 

CTRC-Variante bei Patienten mit zystischer Fibrose und rekurrierender Pankreatitis wurde 

bereits berichtet [166, 167]. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Trans-

Heterozygote für CTRC- und CFTR-Varianten signifikant häufiger unter Patienten mit 

idiopathischer Pankreatitis im Vergleich zu pankreasgesunden Kontrollen vorkommen 

(p=0,03).  

CFTR-Mutationen erhöhen das Pankreatitis-Risiko vermutlich durch Senkung des pH-

Werts, Erhöhung des Proteingehalts und der Viskosität des Pankreassekretes, was die 

Obstruktion des Pankreasganges begünstigt. Die veränderte Funktion des Chlorid- und 

Bikarbonat-Transporters reduziert somit auch die duktale Spülung der Pankreasenzyme. [71] 

Durch den zusätzlich reduzierten Schutz gegenüber frühzeitiger Autoaktivierung durch 

CTRC-Mutationen, erhöht das trans-heterozygote Vorliegen von CTRC/CFTR-Varianten 

möglicherweise das Risiko für Azinuszellschädigung und die Entwicklung einer 

chronischen Pankreatitis. Dies unterstreicht die Vermutung, dass Synergismen zwischen den 

verschiedenen Risikogenen bei der Krankheitsentwicklung von CP wirksam werden und 

diese einen Anteil der multifaktoriellen Genese dieser Erkrankung ausmachen.  

4.6 Ausblick: genomweite Assoziationsstudien (GWAS) 

Die Identifikation von neuen Risikovarianten für chronische Pankreatitis stellt weiterhin eine 

Herausforderung dar. Dies zeigt auch die vorliegende Arbeit, bei der mithilfe eines 

Kandidatengen-Ansatzes Sequenzvarianten in einer Genom-sequenzierten Kohorte 

identifiziert und in einer größeren Kohorte mittels Real Time-PCR bestätigt werden sollten. 

Die Zukunft der Pankreasforschung auf genetischer Ebene gehört wahrscheinlich den 
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hypothesenfreien Ansätzen genomweiter Assoziationsstudien (GWAS): GWAS beruhen auf 

dem Prinzip des Linkage Disequilibriums (LD), der nicht-zufälligen Assoziation zwischen 

Allelen verschiedener Loci [168]. Erste GWAS-Ergebnisse wurden seit dem Jahr 2006 

publiziert und auch für die chronische Pankreatitis konnten so neue Risiko-Loci entdeckt 

werden [93, 169–171]. Dabei stellt sich die Frage, nach welchen Varianten gesucht wird – 

seltenen, wie z.B. einige PRSS1- oder CPA1-Varianten, oder häufig vorkommenden, wie 

z.B. der CTRC-Variante p.G60G. Um ein LD herzustellen, wird nach Verbindungen zu 

bereits genotypisierten SNPs gesucht, die sich auf dem sogenannten SNP-Chip befinden und 

typischerweise Allelfrequenzen von >0,05 aufweisen. Dies erschwert die Identifikation 

seltener Varianten, da beim LD häufige Varianten häufigen SNPs zugeordnet werden und 

seltene wiederum seltenen SNPs. [172, 173] Zudem erschweren niedrige Penetranzen von 

kausalen Mutationen die Herstellung eines LDs [173]. Auch wenn die Zukunft den GWAS 

gehört, stellen sie besonders kleinere Forschungsteams aktuell vor Herausforderungen 

bezüglich der Finanzierung und Speicherung von Genomdaten sowie der Expertise in der 

Verarbeitung und Interpretation. An dieser Stelle verschwimmen zunehmend die Grenzen 

zwischen medizinischer Forschung und dem Gebiet der Biomathematik.  

Ungeklärt ist bisher zudem, weshalb selbst als kausal angesehene, einem autosomal-

dominanten Erbmuster folgende PRSS1-Mutationen (p.R122H, p.N29I) lediglich eine 

Penetranz von ca. 80% aufweisen [174–178]. So können unter Umständen nicht-erkrankte 

Elternteile diese Mutationen an ihre betroffenen Kinder weitergeben. Dies wirft die Frage 

auf, weshalb Mutationen in einem Individuum einen bestimmten Phänotyp, in diesem Fall 

den der chronischen Pankreatitis, hervorrufen, es in einem anderen Mutationsträger jedoch 

nicht zur Ausprägung kommt. Bei einigen Krankheitsbildern, z.B. der Hämochromatose, 

ermöglichen Varianten in modifizierenden Genen bei Vorliegen einer kausalen Mutation die 

Ausprägung des Phänotyps [179, 180]. Der Effekt von modifizierenden Genen spielt 

möglicherweise auch bei der PRSS1-Mutation p.A16V eine Rolle, die eine geringere 

Penetranz als p.R122H oder p.N291 aufweist und nicht zwingend einem autosomal-

dominanten Erbmuster folgt [181]. So wurde bei einer Familie mit autosomal-dominanter 

Vererbung der p.A16V-Mutation bei verschiedenen Familienmitgliedern das gleichzeitige 

Vorliegen von SPINK1- und/oder CFTR-Mutationen beschrieben, die vermutlich die 

Penetranz von p.A16V in dieser Familie erhöhen [182].  

Ob modifizierende Gene allein die Erklärung für die reduzierte Penetranz von dominanten 

PRSS1-Mutationen darstellen, ist unklar. Dagegen spricht, dass sich in einer Untersuchung 
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von monozygoten Zwillingen mit PRSS1-Mutation auch unter den Zwillingspaaren eine 

Penetranz von ca. 80% mit teils divergierendem Phänotyp zeigte. Die Kohortengröße war 

allerdings vergleichsweise klein (n=11). [183] Die Penetranz scheint also nicht 

ausschließlich von modifizierenden Genen beeinflusst zu werden. Ein interessanter Ansatz, 

um die Rolle von modifizierenden Genen zu untersuchen, wäre die Betrachtung von 

sogenannten Familien-Trios. Diese bestehen aus einem erkrankten Kind mit PRSS1-

Mutation, einem nicht-erkrankten Elternteil als Träger der Mutation und einem ebenfalls 

nicht-erkrankten Elternteil ohne dominante PRSS1-Mutation. Mithilfe von GWAS könnte 

nach modifizierenden Genvarianten gesucht werden, die vom nicht-mutationstragenden 

Elternteil an das betroffene Kind vererbt werden und zur Ausprägung des Phänotyps führen.  

Da monogenetische Zwillinge in Bezug auf ihren Epigenotyp variieren können, wäre es 

ebenfalls möglich, dass epigenetische Phänomene, z.B. die herabgesetzte Expression des 

jeweiligen Allels durch Methylierungsprozesse, die Penetranz von PRSS1-Mutationen 

reduzieren [184–186]. Auch dies scheint nicht die einzige Erklärung für verminderte 

Penetranzen von kausalen Mutationen darzustellen, da in einer Analyse von Patienten mit 

dominanten PRSS1-Mutationen keine Unterschiede in Bezug auf die Expression zwischen 

den Probanden mit oder ohne Ausprägung der chronischen Pankreatitis festgestellt werden 

konnten [187]. Eine andere Erklärung dafür, dass ein Genotyp nicht in jedem Fall in einem 

Phänotyp resultiert, stellen Gen-Umwelt-Interaktionen dar [188]. So begünstigen 

Verhaltensweisen wie Alkoholkonsum und Tabakrauchen aber auch 

Stoffwechselveränderungen wie z.B. Hyperlipidämie und Hyperkalzämie die Entwicklung 

der chronischen Pankreatitis [141–144, 189–192]. Möglicherweise spielen sie auch eine 

Rolle bei der Penetranz dominanter PRSS1-Mutation und tragen zur Erklärung eines 

diskordanten Phänotyps bei monogenetischen Zwillingen bei [183]. Außerdem wäre 

denkbar, dass virale Infektionen einen Einfluss auf die Penetranz ausüben könnten. So 

wurden z.B. mit einer Epstein-Barr-Virus-Infektion in Zusammenhang stehende Fälle von 

Pankreatitis beschrieben [193]. 

Wie bei komplexen Krankheitsbildern üblich, scheinen viele Faktoren zur Entstehung der 

chronischen Pankreatitis beizutragen und auch der genetische Aspekt dieser Erkrankung 

bietet der zukünftigen Forschung zahlreiche Anknüpfungspunkte, von denen diese Arbeit 

hoffentlich einige aufzeigen konnte.   
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5 Zusammenfassung 

Die vorliegende Arbeit untersucht genetische Risikofaktoren der chronischen Pankreatitis 

(CP) mithilfe von Next-Generation Sequenzierungsdaten einer Primärkohorte und 

spezifischer Genotypisierung von Kandidatengenen in einer Validierungskohorte. Es sollten 

neue Risikovarianten identifiziert, bereits bekannte bestätigt und mögliche Synergismen bei 

trans-heterozygoten Merkmalsträgern aufgezeigt werden. Anhand einer Kandidatengen-

Liste, u.a. aus dem Bereich der Proteasen, der Primärziliengene, des Immunsystems und des 

Fettstoffwechsels, wurden aus den Genom-Sequenzdaten einer Primärkohorte aus Patienten 

mit idiopathisch-chronischer Pankreatitis (ICP) und pankreasgesunden Kontrollprobanden 

potenzielle Risikovarianten für die CP zur Validierung ausgewählt. Die Auswertung der 

Sequenzdaten ergab vier Varianten mit signifikanter Häufung unter den ICP-Patienten 

(p.V579M [IFT74], p.H3215Y [FAT4], c.1023-8C>T [MAP2K1], p.F20L [FLII]), sowie 

drei weitere Varianten (p.S65C [HFE], p.F224L [IFT74], p.S522L [ZNF18]), die in der 

Primärkohorte eine ähnliche Verteilungs-Tendenz zeigten. Im Rahmen einer anschließenden 

Überprüfung der Sequenzvarianten mittels Real Time-PCR in einer größeren 

Validierungskohorte bestehend aus ICP-Patienten, Patienten mit alkoholisch-chronischer 

Pankreatitis (ACP) und gesunden Kontrollen konnten die Ergebnisse der Primärkohorte 

nicht bestätigt werden. Zwei Varianten (c.1023-8C>T [MAP2K1], p.F20L [FLII]) wurden 

jedoch ausschließlich bei Patienten mit CP nachgewiesen. In der erweiterten Primärkohorte 

wurden auch Prävalenz und Synergismen bekannter Risikovarianten für die CP überprüft. 

Es konnte die SPINK1-Variante p.N34S als Risikofaktor für alkoholisch-chronische 

Pankreatitis bestätigt werden (p=0,006). Die CTRC-Variante p.G60G kam im rezessiven 

Vererbungs-Modell signifikant häufiger bei Patienten mit ICP vor (p=0,02), unter den ACP-

Patienten wurde das Signifikanzniveau jedoch nicht erreicht (p=0,05). In der Gruppe der CP-

Patienten mit p.N34S-Mutation war das trans-heterozygote Vorliegen von p.G60G/p.N34S 

signifikant mit chronischer Pankreatitis assoziiert, sowohl für heterozygote als auch 

homozygote Träger der p.G60G-Mutation (p=0,005 bzw. p>0,0001). Somit konnte p.G60G 

ebenfalls als Risikofaktor für eine CP bestätigt werden. Die vermutlich Proteinfehlfaltungs-

assoziierte CPA1-Variante p.E283K wurde bei einem ICP-Patienten, nicht jedoch bei 

pankreasgesunden Kontrollen, nachgewiesen. Auch das trans-heterozygote Vorliegen von 

CTRC- und CFTR-Varianten in dieser Kohorte war signifikant mit idiopathisch-chronischer 

Pankreatitis assoziiert (p=0,03). Für die Identifizierung neuer Risikovarianten waren die zur 

Verfügung stehenden NGS-Daten der Patientenkohorte nicht ausreichend, jedoch konnte ein 
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erhöhtes CP-Risiko für spezifische Risikoallele und insbesondere trans-heterozygote 

Merkmalsträger nachgewiesen werden. 
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