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Einleitung
1. Das Pankreas

Das Pankreas (Bauchspeicheldrise) liegt retroperitoneal in Héhe des 2. Lendenwirbels
hinter dem Magen. Es gliedert sich in Kopf (Caput), Kérper (Corpus) und Schwanz (Cauda).
Der Kopf liegt im duodenalen C und der Schwanz im Bereich des Milzhilus. Sein Gewicht
betragt zwischen 70 und 120g. Das Pankreas wird durchzogen vom Pankreasgang (Ductus
pankreaticus), der in den Dinndarm Uber die Papilla vateri miindet. Es ist von einer zarten
Kapsel aus kollagenem Bindegewebe umgeben. Die Blutversorgung erfolgt durch zahlreiche
kleineren Aste der Arteria mesenterica superior und dem Truncus coeliacus (Art. splenica,
Art. gastroduodenalis).

Das Pankreas besteht aus einem exokrinen und einem endokrinen System. Der exokrine
Anteil besteht aus Azinus- und Gangzellen. Die Azinuszellen bilden eine azindse, rein
serose Drise, die pro Tag 1,5-3 Liter Sekret produziert und Uber das Pankreasgangsystem
ins Duodenum abgibt. Sie stellen 90 % der Zellmasse des Pankreas dar und sezernieren die
fur die Verdauung von Kohlenhydraten, Fetten und Proteinen bendétigten Enzyme. Dabei
werden einzig Amylase und Lipase als aktive Enzyme sezerniert, weitere Enzyme, wie zum
Beispiel Chymotrypsin, Trypsin und Elastase, werden als inaktive Vorstufen (Zymogene)
produziert und spater im Darm durch Enterokinasen der duodenalen Mukosa aktiviert. Auf
diese Weise schitzt sich das Pankreas vor dem Selbstverdau durch sein eigenes Sekret.
Durch vorzeitige Aktivierung der Pankreasenzyme kann eine akute Pankreatitis entstehen.
Eine weitere Form von Drisenzellen im Pankreas sind die Gang-Zellen. Diese sezernieren
vorwiegend Wasser und Bicarbonat. Hierdurch wird die Magensaure im Darm neutralisiert,
die Viskositat des Sekrets bestimmt und auch der pH Wert des Pankreassekretes reguliert.
Langerhans-Zellen bilden den endokrinen Teil des Pankreas. Die vor allem in den
Schwanzabschnitten lokalisiert sind und sich aus den A-, B-, D-, und den PP-Zellen
zusammensetzen. Die B-Zellen Uberwiegen unter den Insel-Zellen (80%) und bilden Insulin.
Die A-Zellen produzieren Glukagon, die D-Zellen Somatostatin, welches die Insulin- und die
Glukagonfreisetzung hemmt. In den PP-Zellen wird das pankreatische Polypeptid gebildet,
welches die exokrine Sekretion hemmt. Die Langerhans-Inseln stehen in direktem
Zellkontakt mit dem exokrinen Gewebe, da sie durch keine Membran abgetrennt werden.
Aulerdem stehen die Insel-Zellen mit dem exokrinen Gewebe durch kapillare Anastomosen

in Verbindung.



2. Pankreatitis

2.1 Einteilung, Inzidenz und Mortalitat

Die entzundlichen Erkrankungen des Pankreas werden aufgrund klinischer Kriterien in akute
und chronische Formen unterschieden. Das klinische Bild der akuten Pankreatitis reicht von
einer meist selbstlimitierenden 6dematdsen Form mit anschlieRender volliger Genesung, bis
zur nekrotisierenden Pankreatitis bei der haufig ein systemic inflammatory response
syndrome (SIRS) auftritt, oftmals mit Folge eines Multiorganversagens .

Die Inzidenz der akuten Pankreatitis unterscheidet sich weltweit betrachtlich und ist abhangig
von Faktoren, wie zum Beispiel Alkoholkonsum oder der Haufigkeit von Gallensteinen in der
jeweiligen Bevolkerungsgruppe. Fur Norddeutschland wird eine Inzidenz von 19,7 auf 100
000 Einwohner angegeben [1], in Kalifornien betragt die Inzidenz 33,2 bis 43,8 auf 100 000
Einwohner [2] und in Finnland etwa 74 auf 100 000 Einwohner [3]. Viele Untersuchungen zur
Inzidenz der Pankreatitis belegen, dass akute Pankreatitiden zunehmend haufiger auftreten.
Hierzu tragen aber vor allem die verbesserten Methoden zur Pankreatitisdiagnostik bei [4, 5].
Zur Mortalitat der Erkrankung bei zunehmender Inzidenz gibt es unterschiedliche
Ergebnisse. In einer friheren Untersuchung war ein Riickgang der Mortalitdt zu beobachten
[6]. Aktuellere Publikationen berichten jedoch [2, 4] Uber eine dhnliche Mortalitat der akuten
Pankreatitis wahrend ihres Untersuchungszeitraumes.

Welche Faktoren zu welchem Zeitpunkt den Verlauf der Pankreatitis beeinflussen ist nicht
bekannt. Es gibt zahlreiche Diagnose Methoden um die Mortalitat der akuten Pankreatitis
nach den ersten 48h abzuschéatzen: Z.B. den APACHE Il Score, den Ranson Score und die
Imrie Kriterien. Eine zuverlassige Aussage Uber Schweregrad und Verlauf der Pankreatitis

I&sst sich bisher jedoch mit hoher Spezifitat und Sensitivitat nicht treffen.

2.2. Atiologie

Die auslésenden Faktoren einer akuten Pankreatitis sind vielfaltig und die
pathophysiologischen Mechanismen, tber die diese Faktoren zur Erkrankung fihren sind in

ihren molekularen Details bisher meist nur ungeniigend verstanden.

Ein pathophysiologisches Modell der Pankreatitis basiert auf der Autodigestion des Organs
durch proteolytische Enzyme, die vorzeitig und intrazellular im Pankreas aktiviert werden.
Wenn die Trypsinogenaktivierung in hohem Male bereits intra-azinar stattfindet und lokale

Gegenregulationsmechanismen nicht erfolgreich sind, werden weitere Verdauungsenzyme



und Enzymkaskaden aktiviert. Die Folge ist die Selbstverdauung des Pankreas und des

peripankreatischen Gewebes.

Gallenwegserkrankungen (30-50%) und Ethanol (30-40%) sind die haufigsten Ausléser der
akuten Pankreatitis. Dabei ist unklar, ob Alkoholiker mit Pankreatitis eine besondere
Subpopulation mit weiterem Pradispositionsfaktor darstellen. Die meisten Alkoholiker
entwickeln keine Pankreatitis und auch im Tiermodell wird durch die alleinige Gabe von
Ethanol keine Pankreatitis ausgeldst [7]. Gegenwartig wird intensiv an den
pathopysiologischen Mechanismen geforscht, durch die Ethanol eine Pankreatitis
verursachen oder beglnstigen kann. So wird im Pankreas Ethanol vorwiegend nicht zu
Acetaldehyd, sondern unter der vorubergehenden Bildung von Fatty Acid Ethyl Esters
(FAEE) abgebaut [8, 9]. FAEE Plasmaspiegel, wie sie beim Menschen vorkommen, kénnen
bei der Ratte Pankreasschaden verursachen [10]. Der Grund hierflr ist moglicherweise, dass
FAEE dauerhaft hohe intrazellulare Kalziumspiegel hervorrufen kénnen [11]. Ein erhéhter
intrazellularer Kalziumspiegel beglnstigt die Trypsinogenaktivierung und kann einen ersten
Schritt Richtung Pankreatitis darstellen [12, 13]. Es konnte bereits ein Genpolymorphismus
im Gen der Carboxylester Lipase, welche die Synthese von FAEE aus Ethanol katalysiert,
festgestellt werden, der mit der Alkohol induzierten Pankreatitis assoziiert ist [14]. Exzessiver
Alkoholkonsum ist ein Risikofaktor fiir das Auftreten von Nekrosen im Pankreas [15]. Neben
dem Zelltod durch Nekrose kann der Zelltod auch durch Apoptose eintreten. Beim Zelltod
durch Apoptose spielen Caspasen eine wichtige Rolle. Benachbartes Gewebe wird hierbei
weniger geschadigt. Der Zelltod durch Apoptose geht mit einer geringeren
Entziindungsreaktion einher. Ethanol inhibiert im Rattenmodel Caspasen und kénnte so die
Apoptose im pankreatischen Gewebe verhindern und die Nekrose férdern [16, 17]. Die
Aktivitat und Expression von Cathepsin B wird im Rattenmodel durch Ethanolfiitterung
gefordert [16]. Cathepsin B wiederum férdert die intrapankreatische Trypsinogenaktivierung
und spielt daher eine Rolle beim Ausbruch einer akuten Pankreatitis [18]. Somit kénnte
Ethanol auch auf diesem Weg zur Pankreatitis fihren. Ebenso ist Ethanol bei der
Fibrosierung des Pankreas involviert. Ethanol und Acetaldehyd aktivieren pankreatische
Sternzellen, welchen eine Schlisselrolle bei der Fibrosierung des Pankreas im Rahmen der

chronischen Pankreatitis zukommt [19, 20].

Die Passage von Gallensteinen durch den Ductus choledochus und die Papilla vateri
kann eine akute bilidre Pankreatitis auslosen [21]. Die genauen pathophysiologischen
Vorgange, die zum Entstehen einer solchen Pankreatitis fuhren, werden kontrovers
diskutiert. Schon 1901 begriindete Opie die sogenannte ,commen channel“ Theorie. Er

beschrieb, dass es bei einem Verschluss distal des Zusammenfluss von Ductus choledochus



und Ductus wirsungianus zum Reflux von Gallenflussigkeit in das Pankreas kommt und so
eine Pankreatitis ausgeldst wird [22]. Lerch et al zeigten 1993, bei Versuchen mit Opossums,
dass es auch ohne Reflux von Gallenflissigkeit in das Pankreas, bei alleinigem Stau des
Pankreasgangs, zu einer akuten Pankreatitis kommt [23]. So kann bei der Passage von
Gallensteinen in das Duodenum gelegentlich eine Inkarzeration im ampullaren Bereich
auftreten. Die resultierende Druckerhéhung im Pankreasgang mit nachfolgender Schadigung

der Azinuszellen ist dann der Ausgangspunkt der auftretenden Pankreatitis [24].

Als seltenere Ursache kann auch eine Hyperkalzamie eine akute Pankreatitis auslosen [25].
Studien weisen darauf hin, dass durch Hyperkalzamie eine tberphysiologische

Trypsinogenaktivierung stattfindet [26,27].

2.2.1. Mutationen und Pankreatitis

Neben den bisher genannten Faktoren spielt auch die genetische Pradisposition eine
wichtige Rolle bei der Entstehung oder der Progression einer Pankreatitis. Erkrankungen des
Pankreas konnen durch Mutationen verursacht, oder zumindest beglnstigt werden.
Mutationen des kationischen Trypsinogen-Gens (PRSS1) oder des Serin Protease Inhibitor
Kazal Typ 1 (SPINK1) wurden als Risikofaktoren der chronischen Pankreatitis identifiziert.
[28, 29].

Pankreatitiden, welche ursachlich im Zusammenhang mit Mutationen entstehen, werden als
hereditare Pankreatitiden bezeichnet. Sie sind durch in der Kindheit rezidivierend auftretende
akute Pankreatitisschiibe mit Ubergang in eine chronische Pankreatitis charakterisiert.

In beiden Genen wurden in den letzten Jahren verschiedene Sequenzvariationen entdeckt.
Die haufigste Mutation des PRSS1-Gens ist die 1996 von D. Whitcomb erstmalig
beschriebene R122H-Mutation. Man nimmt, aufgrund von funktionellen Untersuchungen an
rekombinantem Trypsinogen, an, dass diese Mutation aktiviertes Trypsin gegenluber
hydrolytischer Inaktivierung stabilisiert [30]. Neben der erhéhten Stabilitat des Trypsins
durch die R122H-Mutation, konnte auch eine gesteigerte Autoaktivierung gezeigt werden
[31]. Fur weitere Mutationen des kationischen Trypsinogen-Gens (N29I-Mutation und N29T-
Mutation) konnte ebenfalls eine erhéhte Autoaktivierung nachgewiesen werden. Es wurde
postuliert, dass die Autoaktivierung des Trypsinogen der pathogenetische Mechanismus ist,
aufgrund dessen die Assoziation zwischen den PRSS1-Mutationen und der hereditaren
Pankreatitis zustande kommt [32]. Die haufigste Mutation des SPINK1-Gens ist die N34S-
Mutation. Man nimmt an, dass der Serin Protease Inhibitor Kazal Typ 1 ein Inhibitor der
intrapankreatischen Trypsinaktivitat ist. “Loss-of Function* Mutationen im SPINK1-Gen

wulrden so zu einer starkeren Aktivitat des Trypsin im Pankreas und auf diesem Wege zur



Pankreatitis fihren. Fur die SPINK1 N34S Mutation konnte experimentell keine verminderte
inhibitorische Aktivitat nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu konnte in transgenen
SPINK1 Mausen die Cerulein induzierte Pankreatitis durch eine erhéhte SPINK1 Aktivitat
abgeschwacht werden [33]. Zahlreiche weitere Mutationen wurden bisher entdeckt [34]. Eine
aktuelle Zusammenstellung findet sich auf einer speziellen Internetseite der Universitat
Leipzig [35].

Auch fur Mutationen des Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR)
Gens konnte 1998 ein Zusammenhang mit der Pankreatitis gezeigt werden [36, 37]. Das
CFTR Gen kodiert einen Chloridkanal, der die Flussigkeits- und Elektrolytsekretion z.B. im
Respirationstrakt oder den Gangzellen des Pankreasgangs beeinflusst. Mutationen des
CFTR Gens, und damit eine gestérte CFTR Funktion, gehen sowohl mit zystischer Fibrose,
Fertilitatsstorungen als auch Pankreatitiden einher. Die Assoziation von Mutationen dieses
Gens mit unterschiedlichen Erkrankungen scheint mit der verbliebenen Kanal-Aktivitat
zusammenzuhangen. Wahrend schwere Mutationen mit totalem Aktivitatsverlust eher das
Krankheitsbild der zystischen Fibrose verursachen, sind mildere Mutationen mit geringer
Restaktivitat eher mit Pankreatitiden assoziiert. Die Pankreatitisentstehung konnte mit einer
herabgesetzten Fahigkeit Verdauungsenzyme durch den Pankreasgang auszuscheiden

zusammenhangen.

Neben Mutationen, welche die Entstehung einer Pankreatitis begunstigen, wurde mittlerweile
auch eine protektive Mutation entdeckt, die seltener bei Patienten mit chronischer
Pankreatitis auftaucht, als in der Allgemeinbevdlkerung. Es handelt sich dabei um eine
G191R Mutation im anionischen Trypsinogen Gen (PRSS2). Bei der Funktionsanalyse wurde
gezeigt, dass das G191R anionische Trypsinogen, im Vergleich zum Wildtyp des

anionischen Trypsinogens, wesentlich mehr zur Autodegeneration neigt [38].

Weitere Ursachen der Pankreatitis sind Arzneimittelnebenwirkungen, Toxine,
Infektionserkrankungen, Stoffwechselerkrankungen, medizinischen Eingriffe oder Traumata.
Oftmals bleibt die Atiologie der akuten Pankreatitis ungeklart, dann spricht man von einer

idiopathischen Pankreatitis.
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2.2.2. Pathophysiologie der akuten Pankreatitis

Die genauen pathophysiologischen Vorgange, die zu einer akuten Pankreatitis fihren, sind
bisher noch nicht endglltig erforscht. Vermutlich hat die Pankreatitis ihren Ursprung in den
Azinuszellen. Durch Schadigung der Azini kommt es zu einer Sekretionsblockade und zur
Aktivierung von pankreatischen Enzymen innnerhalb der Azinuszelle, besonders von
Trypsinogen zu Trypsin.

Auf verschiedenen Wegen kdnnen intrazellulare inaktive Zymogene in aktive Enzyme
umgewandelt werden:

1. Autoaktivierung von Trypsinogen zu Trypsin. [39]

2. Spaltung von Trypsinogen zu Trypsin durch die lysosomale Hydrolase Cathepsin B
(CTSB) [40] oder eine andere bisher nicht identifizierte Protease.

3. Verminderte Inhibierung von aktiviertem Trypsin.

Hohe intraazinare Kalziumspiegel und niedrige intraazinare pH-Werte fordern eine vermehrte
Tryspinaktivierung, die zu einem Azinuszellschaden flihren kann und somit eine akute
Pankreatits initiiert [41, 42].

Zur Inhibition von kleineren Mengen intraazinar aktiviertem Trypsin stehen mehrere
Mechanismen zur Verfugung:

1. Der Serinproteaseinhibitor Kazal Typ | (SPINK1) kann bis zu 20% des Trypsins reversibel
blockieren, welches unter physiologischen Bedingungen anfallt.

2. Trypsin autolysiert sich in hohem Male selbst.

3. Trypsinogen wird durch trypsinaktivierte trypsinahnliche Enzyme, wie Mesotrypsin oder
Chymotrypsin C degradiert.

4. Unspezifische Antiproteasen im Pankreasparenchym, wie alpha-1-Antitrypsin oder alpha-

2-Makroglobulin, inaktivieren Trypsin. [43]

Wenn diese Abwehrmechanismen, in Gegenwart von grolen Mengen aktivierten Trypsins,
nicht mehr ausreichen, aktiviert das intrapankreatische Trypsin weiteres Trypsin und andere
pankreatische Enzyme wie Phopholipase, Chymotrypsin und Elastase. Ebenso werden
andere Enzymkaskaden wie das Komplement-, Kallikrein-Kinin- und Fibrolytische System in
Gang gesetzt. Durch diese Aktivierungskaskaden erfolgt ein sich selbst verstarkender
Zellschaden mit nachfolgender Enzymaktivierung, die einen erneuten Zellschaden bewirkt.
[44]
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2.2.3. Nekrose und Apoptose

Im Verlauf einer akuten Pankreatitis kommt es zum Zelluntergang der sowohl durch Nekrose,
als auch durch Apoptose verursacht sein kann. [45]. Studien zeigen, dass unterschiedliche
Arten des Zelltodes mit unterschiedlich schweren Verlaufen der Pankreatitis assoziiert sind.
[45,46]. Die Apoptose scheint dabei eher mit der leichteren 6dematdsen Pankreatitis zu
assoziieren und die Verlaufsschwere zu reduzieren [47], wohingegen Nekrosen meist mit

schwereren Verlaufen einhergehen [48].

2.2.4. Entzindungsreaktion

Die Entziindungsreaktion bei der akuten Pankreatitis hat einen wesentlichen Einfluss auf den
Verlauf der Erkrankung. So spielen Entzindungsmediatoren eine wichtige Rolle in der
Vermittlung der Immunreaktion [48,49]. Es wurde bereits 1988 vermutet, dass eine
Uberaktivierung des Immunsystems die Krankheitsschwere beeinflusst und die
Krankheitsfolgen sowohl lokal, als auch systemisch verstarkt [50]. Proinflammatorisch
wirken: Tumor Nekrose Faktor a (TNFa) Interleukin 18 (IL1p), Interleukin 6 (IL6), platelet
activating factor (PAF), ICAM-1, Interleukin 8 (IL8), substance P und andere. Anti-
inflammatorisch wirken unter anderen: Interleukin 10 (IL10), Komplement Faktor C5a,
I6sliche TNF Rezeptoren (sTNFR), IL-1 Rezeptor Antagonist (IL-1ra) und neutrale
Endopeptidase (NEP). Die Expression von einigen dieser Mediatoren wird durch Nuklear
Faktor kB (NFxB) beeinflusst.

2.2.4.1. NFkB

NFxB in ein ubiquitar vorkommender Transkriptionsfaktor. Er ist fiir die Beeinflussung der
Transkription einer groRen Anzahl von Genen verantwortlich, die eine Rolle bei
Entziindungen, Gewebsschaden und Gewebeheilung spielen. [51,52] Er besteht aus
mehreren Untereinheiten: NFkB1 (p50) NFkB2 (p52), p65 (RelA), RelB and c-Rel [53]. Die
Aktivitat von NFkB wird zum Teil Gber das inhibitorische Protein 1«kB reguliert, in dessen
Gegenwart die NFxB Aktivitat niedrig ist. Wird 1B durch IkB Kinasen (IKK) phosphoryliert,
so wird NFxB aktiviert und gelangt so in den Zellkern und induziert die Transkription
proinflammatorischer Gene [54].

Durch mehrere Tiermodelle der akuten Pankreatitis konnte eine intrapankreatische NFkB
Aktivierung nachgewiesen werden [55]. Wird im Tiermodel die Aktivierung von NFkB zum
Beispiel durch N-Acetylcystein (NAC) inhibiert, so wird die Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen verringert [56]. Andere Daten belegen, dass die Inhibition

von NFkB zu erhdhtem Zellschaden fuhrt [57]. In einer anderen Arbeit reichte die direkte
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intrapankreatische NFxB Stimulation aus, um eine Entziindungsreaktion auszuldsen [58].

Die genaue Rolle von NFkB bei der akuten Pankreatitis ist somit noch nicht endgultig geklart.

2242 . TNFa und IL1B

Die Spiegel von TNFa und IL1f sind zu Beginn und im Verlauf der akuten Pankreatitis hoch.
Als Gegenspieler fungieren sTNR und IL-1ra, welche die Aktivitdt von TNFa und IL1p
neutralisieren [59]. Tierexperimentell haben TNFa- und IL1p-Knockout Mause signifikant
bessere Uberlebensraten als Wildtyp-Mause [60]. Ebenso waren die Verlaufe der

Pankreatitis im Tiermodell weniger schwer, wenn TNFa-Antikdrper verabreicht wurden [61].

2.24.3.1L-6

IL-6 ist ebenfalls ein proinflammatorisches Zytokin, dessen Plasmaspiegel unter anderem bei
Patienten mit akuter Pankreatitis erhoht ist. Die Plasmaspiegel von IL-6 korrelieren mit der
Erkrankungsschwere. Bei transgenen Mause, die humanes IL-6 Uberexpressionieren und
einen monoklonalen anti-IL-6 Antikdrper bekamen, war das Pankreasgewicht und somit das
durch die Entziindung hervorgerufene Odem, durch die, mittels Cearulin und LPS induzierte
Pankreatitis, im Vergleich zu Mausen, die keinen IL-6 Antikorper injiziert bekamen geringer
[62,63]. Die Autoren schlossen somit auf einen potentiell protektiven Effekt von IL-6

Antikorpern bei der Therapie der akuten Pankreatitis.

2244 1L-10

IL-10 ist ein entzindungshemmendes Zytokin. In mehreren Studien konnte ein schitzender
Effekt von IL-10 bei der akuten Pankreatitis gezeigt werden [64, 65]. Ebenso konnten
systemische Komplikationen bei Kaninchen mit nekrotisierender Pankreatitis durch Gabe von
IL-10 Agonisten vermindert werden [66]. Zum Verhaltnis des Plasmaspiegels von IL-10 zur
Verlaufsschwere der akuten Pankreatitis beim Menschen gibt es unterschiedliche Daten [67,
68, 69]. Eine sichere Aussage uber die Rolle von IL-10 bei der menschlichen Pankreatitis

steht somit noch aus.

2.2.45. PAF

PAF ist ein proinflammatorisch wirkendes Zytokin, welches wahrend der akuten Pankreatitis
in pankreatischen Azinuszellen synthetisiert wird. Ebenso steigt die Konzentration von PAF
im Pankreasgewebe wahrend der Cerulein induzierten Pankreatitis [70]. Die Gabe eines PAF
Rezeptor Antagonisten konnte im Experiment den Entzindungsschaden verringern [70].
Eine klinische Phase |l Studie nahrte die Hoffnung auf die mildernde Wirkung des PAF
Antagonisten Lexipafant bei der akuten Pankreatitis im Menschen [71]. Diese Hoffnung

konnte von einer weiteren Studie aber nicht unterstiitzt werden. Hier zeigte sich, dass
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Lexipafant keinen Effekt auf den Verlauf der Erkrankung hatte [72]. Somit wurde die weitere
Entwicklung von Lexipafant als Medikament zur kausalen Behandlung der akuten

Pankreatitis verlassen [73].

2.2.4.6. ICAM-1

ICAM-1 ist ein Oberflachenprotein endothelialer Zellen, welches die Leukozytenmigration
beeinflusst. Wahrend Entzindungen wird ICAM-1 vermehrt gebildet [74]. Im Tierexperiment
waren ICAM-1-Knockout Mause deutlich weniger von der akuten Pankreatitis und
einhergehendem Lungenschaden betroffen, als Wildtyp-Mause [75]. Auch eine
Antagonisierung von ICAM-1 hatte einen protektiven Effekt in Bezug auf Lungenschaden bei
der akuten schweren Pankreatitis [76]. Somit bietet ICAM-1 einen weiteren Ansatzpunkt auf

dem Weg zu einer kausalen Therapie der Pankreatitis.

2.2.4.7. Chemokine

Chemokine sind eine Gruppe von niedrig molekularen Polypentiden, welche fir die
Chemotaxis von Leukozyten und weiteren inflammatorischen Zellen eine entscheidende
Rolle spielen [74]. Bisher sind mehrere Gruppen mit (iber 50 verschiedenen Chemokinen
und Uber 20 verschiedene Rezeptoren beschrieben worden. Fur einige konnte eine Funktion
bei der akuten Pankreatitis gezeigt werden. So sind die Spiegel des Ratten-Chemokins
CINC, welches analog zum menschlichen GRO-a ist, wahrend der experimentellen
Pankreatitis hoch [77]. Eine Behandlung mit einem CINC Antikérper bewahrt die Ratten vor

pankreatitisassoziiertem Lungenschaden [78].

2.2.4.8. Substanz P

Substanz P ist ein Neuropeptid, welches von Nervenenden in vielen Geweben freigesetzt
wird. Es bindet an den Neurokinin-1 (NK1) Rezeptor und beeinflusst neben der Vermittlung
von Schmerz auch Entziindungsreaktionen. Bei der experimentell induzierten Pankreatitis
der Maus steigt der Spiegel von Substanz P im Pankreas. Dabei waren die
Azinuszellnekrosen sowie der begleitende Lungenschaden von NK1-knockout Mausen

wesentlich geringer als bei den Wildtyp-Mausen [79].
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Mild Schwer
Antiinflammatorische Mediatoen Proinflammatorische Mediatoren
NEP IL-1
Cb5a TNFao
IL-10 IL-6
sTNFR PAF
IL-1ra ICAM-1
IL-8
GRO-a / CINC
MIP-1a. / RANTES
MCP-1
Substanz P
Apoptose Nekrose

Tab. 1: Ubersicht der pro- und antiinflamatorischen Mediatoren.

2.3. Klinik
2.3.1. Klinik der akuten Pankreatitis

Es gibt im Wesentlichen zwei Verlaufsformen der akuten Pankreatitis. Eine milde
(6dematdse) und eine schwere (nekrotisierende) Form. Die schwere Verlaufsform der
Pankreatitis wird durch das Auftreten von Organversagen, dem Zutreffen von mehr als 2
Ranson Kriterien, einen APACHE Il Score > 7 oder dem Auftreten lokaler Komplikationen

wie Pankreasnekrosen, Pseudozysten- oder Abszessbildung im Pankreas definiert [80].

Das Leitsymptom der akuten Pankreatitis sind abdominelle Schmerzen. Die Intensitat der
Schmerzen reicht von leichten ertraglichen Beschwerden bis zu schweren, konstanten und
nahezu unertraglichen Schmerzen. Typisch ist ein anhaltender bohrender Schmerz
periumbilikal und epigastrisch, mit gurtelférmiger Ausstrahlung in den Rucken. Begleitet wird
der Schmerz haufig von Ubelkeit, Erbrechen, Meteorismus und Obstipation. RegelmaRig tritt
eine ausgepragte Exsikkose auf.

Wahrend der korperlichen Untersuchung sind die Patenten meist angstlich und unruhig.

Zunachst findet sich eine eher geringe abdominelle Abwehrspannung. Ebenso sind anfangs
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Zeichen der Peritonitis selten, da sich die Erkrankung zu Beginn im Retroperitoneum
abspielt. Die Darmgerdusche sind vermindert oder fehlen ganz, als Zeichen der
reflektorischen Paralyse einzelner Darmabschnitte oder eines paralytischen llleus. Zum Teil
schon vor einer Anderung der Darmgerausche, ist das geblahte Abdomen der Patienten und
der tympanische Klopfschall Gber dem Colon transversum (Goblet-Guyot'sches Zeichen) zu
bemerken. Die Schmerzen lassen sich in 20% auch im linken phrenico-costalen Winkel
(Mallet-Guy'sches Zeichen) oder am Ricken, im linken costovertebralen Winkel (Mayo-
Robson'sches Zeichen) lokalisieren. Haufig kénnen subfebrile Temperaturen, Tachykardie
und Hypotonie festgestellt werden. Durch Exsudation von Blut und Plasmaproteinen in den
retroperitonealen Raum oder durch die erhohte Freisetzung von Kininen mit konsekutiver
Vasodilatation kann es zum Schock kommen. Bei 20-30% der Patienten kommt es zur
Lungenbeteiligung mit basalen Rasselgerauschen, Atelektasen und meist linksseitigem
Pleuraerguss. Zeichen fiir die schwere nekrotisierende Verlaufsform sind eine schwache
blauliche Verfarbung um den Bauchnabel (Cullen’s sign), als Hinweis auf ein
Hamatoperineum, und blau-rot-violette oder grin-braune Hautveranderungen an den

Flanken (Turner’s sign), als Ausdruck eines Hamoglobinabbaus im Gewebe.

2.3.2. Auftreten von SIRS und MOD bei der akuten Pankreatitis

Die erste Phase der akuten Pankreatitis geht mit einer starken Entziindungsreaktion einher.
Wahrend dieser ersten Phase treten haufig eine Gberbordende Entziindungsreaktion und
das systemic inflammatory response syndrome (SIRS) ein. Das SIRS ist die Folge einer
Uberbordenden Reaktion des Immunsystems (Zytokin-Sturm), ohne dass ein

Infektionserreger ursachlich ist.

Ein SIRS liegt vor, wenn 2 oder mehr Kriterien erfiillt sind:

Temperatur >38,5°C oder <35°C

Puls > 90 /min

Atemfrequenz > 20/min oder PaCO2 <32mmHg

Leukozyten >12000/mm?, <4000/mm?, oder >10% unreife Leukozyten

Tab. 2: Kriterien des SIRS
Bereits in dieser friihen Phase der Erkrankung kann ein multiple organ dysfunction sydrome

(MODS) auftreten, in der einzelne oder mehrere Organe ihre Funktion nicht mehr ohne

Intervention von aufRen aufrechterhalten konnen.
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Im weiteren Verlauf der Erkrankung kann es zu einem compensatory anti-inflammatory
response syndrome (CARS) kommen, einem Zustand in dem das Immunsystem anerg
gegenuber erneuten Infektionsstimuli ist [81]. Es wird vermutet, dass in dieser Phase der
Patient anfalliger gegenlber einer bakteriellen Translokation oder einem chirurgischen

Trauma ist. Auch in dieser zweiten Phase kdnnen MODS sowie Sepsis auftreten.
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Abb. 1: Zeitlicher Verlauf der Pankreatitis nach Andersson R, Andersson B, 2007 [82].

Die Mortalitat der akuten Pankreatitis betragt bei schweren Verlaufen bis zu 20%. Die
Todesursachen sind oftmals MODS wahrend der initialen Phase der Erkrankung und die

Kombination aus Sepsis und MODS in der spateren Phase der Erkrankung.

2.3.3. Mukosabarriere und akute Pankreatitis

Die Mukosabarriere des Darms hat eine wesentliche Funktion im Verlauf der Pankreatitis.
Infektionen des Pankreas und peripankreatische Nekrosen werden meist von gramnegativen
Bakterien ausgelost und gehen mit einer besonders hohen Mortalitat einher. Das
gramnegative Keimspektrum deutet auf eine Herkunft aus dem Darm sowie eine gestoérte
Funktion der Darmbarriere hin [83, 84, 85]. Die drei wesentlichen Ursachen fir die bakterielle
Translokation aus dem Darm stellen das Keimspektrum im Darm, die Anderung der

Darmpermeabilitat und die gestorte Immunitat des Darms dar.
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So konnte gezeigt werden, dass eine gramnegative Darmflora bei Patienten, bei denen noch
keine Pankreasinfektion aufgetreten war, mit einem erhéhten Auftreten von Infektionen des
Pankreas sowie mit einer erhdhten Mortalitat einhergehen [86].

Im Tiermodell wurde gezeigt, dass die Permeabilitdt des Darms fur Makromolekule mit der
Schwere der Pankreatitis korreliert [87]. Bei erhdhter Darmpermeabilitat waren die
Endotoxinspiegel ebenfalls deutlich erhéht, mit erheblich schadlichen Konsequenzen fir das
Immunsystem [88]. So schaden intravends applizierte Endotoxine der Granulozyten-
Chemotaxis [89] und reduzieren den Anteil an T-Helferzellen im peripheren Blut von

gesunden Probanden [90]. Auch das retikuloendotheliale System wird geschadigt [91].

2.4, Diagnostik der akuten Pankreatitis und Prognosefaktoren

Am Anfang der Diagnostik, zur Bestatigung der klinisch gestellten Verdachtsdiagnose,
stehen Laboruntersuchungen. Ist die Serumamylase um das Dreifache oder mehr erhéht, so
kann die Diagnose einer Pankreatitis gestellt werden. Mdgliche Differentialdiagnosen wie
eine Speicheldrisenerkrankung, eine intestinale Perforation oder Infarzierung sind dann so
gut wie ausgeschlossen. Es besteht jedoch kein direkter Zusammenhang zwischen der Hohe
des Amylasewertes und der Schwere der Pankreatitis. Die Sensitivitat der Diagnostik wird
durch das Bestimmen der wesentlich spezifischeren Pankreaslipase im Serum erhéht.
Haufig liegt zudem eine Leukozytose mit 15000 bis 20000 Leukozyten pro Mikroliter vor.
Hamatokritwerte von Uber 50 Prozent kénnen bei schwereren Verlaufen eine
Hamokonzentration, infolge von Plasmaverlusten in den Retriperitonealraum oder die
Bauchhohle anzeigen. Eine Hyperglykdmie kann regelmaflig beobachtet werden.

Bei den bildgebenden Verfahren zur Diagnose der Pankreatitis steht die Sonografie an erster
Stelle. Das Pankreas lasst sich im Idealfall in vier Ebenen darstellen. Diagnoseweisend sind
echoarme Bezirke im Pankreas, wobei man meist nicht zwischen nekrotisch und 6dematos
veranderten Gewebebereichen unterscheiden kann. Ein friihes und unspezifisches Zeichen
der Pankreatitis ist die diffuse VergroRerung des Organs, es gilt aber zu beachten, dass es
erhebliche Normvarianten gibt. Oftmals ist die Aussagekraft der Sonografie aufgrund
technischer Schwierigkeiten durch den luftgefiillten Darm eingeschrankt. Weit sensitiver als
die Sonografie ist die Kontrastmittel verstarkte Computertomographie. Sie dient vor allem der
Differenzierung zwischen leichter, 6dematdser und hdmorrhagisch-nekrotisierender
Verlaufsform. Konventionelle RoGngtenaufnahmen spielen bei der Diagnosestellung der
akuten Pankreatitis eine untergeordnete Rolle. Sie liefern jedoch wesentliche Informationen
zu etwaigen Komplikationen. Von groRRer Bedeutung ist die Identifizierung von Patienten mit

einem hohen Risiko fur die Entwicklung schwerer Verlaufe der akuten Pankreatitis. Eine
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frihzeitige Identifizierung solcher Verlaufe ist unter anderem ein wichtiges Ziel der
Pankreasforschung damit intensivmedizinische Uberwachungs- und TherapiemaBnahmen
rechtzeitig und indikationsgerecht eingeleitet werden kdnnen. Mit den Ranson Kriterien [92],
dem Imrie Score [93], der Acute Physiology and Chronic Health Evaluation (APACHE-II)
Scale [94] und dem Computed Tomography Severity Index (CTSI) [95] gibt es mehrere
Systeme die zur frihen Prognoseabschatzung bei akuter Pankreatitis dienen. Nach Leung et
al ist dabei der CTSI sowohl den Ranson Kriterien wie auch der APACHE-II-Scale beziiglich
der Sensitivitat Gberlegen [96]. Zur besseren Vergleichbarkeit der einzelnen Scores in
Studien wurde 1993 die Atlanta Klassifikation (Atlanta Classification of Severe Acute

Pancreatitis) eingefihrt [97].

2.5. Therapie der akuten Pankreatitis

Grundsatzlich erfolgt die Therapie der akuten Pankreatitis stationar. Wichtig ist die
engmaschige laborchemische Uberwachung des Patienten. Die entscheidende
therapeutische MalRnahme ist die ausreichende Substitution des Flissigkeitsverlusts. Im
Weiteren sollte eine suffiziente analgetische Therapie Ziel der Behandlung sein. In neueren
Studien wurde Uberzeugend gezeigt, dass eine generelle Antibiotikaprophylaxe keine
Vorteile bietet und nur zur Selektion resistenter Erreger beitragt. Demgegentiber profitieren
Patienten mit nachgewiesener Pankreasnekrose von einer Antibiotikabehandlung [98].
Studien zeigen auch, dass die enterale Ernahrung der parenteralen Erndhrung tberlegen ist
[99, 100, 101]. Bei einer Infektion von Pankreasnekrosen besteht die Indikation zur

operativen Entfernung der Nekrosen.

3. Immunabwehrmechanismen

3.1. Generelle Prinzipien

Die meisten Mikroorganismen auf die der menschliche Korper taglich trifft, verursachen beim
gesunden Menschen keine erkennbare Krankheit. Sie werden bereits nach kurzer Zeit durch
das angeborene Immunsystem erkannt und bekampft. Das angeborene Immunsystem
verflugt zwar nicht Gber die Spezifitdt der erworbenen Immunitat, aber es kann mit Hilfe von
Rezeptoren sehr schnell Fremdkoérper von kérpereigenen Strukturen unterscheiden. Die
Toll-like-Rezeptoren (TLR) sind ausschlaggebender Bestandteil der angeborenen Immunitat.
Sie kénnen krankheitsassoziierte molekulare Muster erkennen (PAMP / pathogen associated

molecular patterns), die nur bei pathogenen Mikroorganismen, nicht jedoch bei Kérperzellen
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vorkommen. TLR sind Transmembranmolekule, bestehend aus Leucin-reichen
extrazellularen Repeats (LRR) und einem zytoplasmatischen Teil, der dem Interleukin-1
Rezeptor dhnelt und daher als TIR- (Toll/IL-1-Rezeptor-) Doméane bezeichnet wird. Die

Familie der Toll-like-Rezeptoren umfasst bisher 11 Mitglieder (TLR 1-11/ siehe Abbildung 3).
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Abb. 2: Ubersicht der TLR Rezeptoren mit Liganden nach E. Cario 2005 [156].

Die verschiedenen TLR erkennen selektiv verschiedene PAMPs und fiihren zu einer
verstarkten Synthese inflammatorischer Zytokine. Zur Erkennung bestimmter PAMPs
werden Hilfsproteine bendtigt. Lipopolysachariden (LPS) sind Bestandteil der Zellwand
gramnegativer Bakterien [102]. Die Erkennung von LPS erfolgt durch TLR4. Hierbei spielen
das LPS-bindende Protein (LBP), der CD14 Rezeptoren und das Glykoprotein MD2 eine
Rolle [103]. Fur die Signalvermittlung aktivieren die TLRs verschiedene Kofaktoren und

Adaptermolekile. Bisher wurden flinf beim Menschen vorkommende Adaptermolekiile

entdeckt:

1. Myeloid differentiantion factor 88 (MyD88),
2. MyD88 adaptor-like protein (Mal), auch bekannt als TIR-domain-containing adaptor

molecule (TIRAP),

3. TIR-containing adaptor inducing IFN p (TRIF), auch TIRAP-1 oder TICAM-1 genannt,
4. TRIF-related adaptor molecule (TRAM), auch bekannt als TIRAP-2 oder TICAM-2 und
5. sterile o and HEAT-Armadillo motifs (SARM) [104].
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TLR Aktivierung fuhrt zur Translokation von zytosolischem NF«xB in den Zellkern. Der
klassische Weg der TLR Aktivierung fihrt, mit Hilfe des Adapterproteins MyD88, zur
Aktivierung einer Serin/Threonin-Kinase (serin/threonin innate immunity kinase / SIIK oder
IL-1R-associated kinase / IRAK), welche in der Folge zu Phosphorylierung des
inhibitorischen Proteins |kB flhrt [105]. Nach dieser Phosphorylierung dissoziiert kB von
NFxB, mit dem es zuvor im Komplex gebunden war. NFxB dringt nun in den Zellkern ein und
bindet an verschiedene Promotoren. Dadurch wird die Transkription proinflammatorischer

Zytokine unter anderem des IL-1, TNF-, IL-6 und IL-8 eingeleitet.

Neben dem beschriebenen gibt es noch mehrere andere Wege auf denen die TLR-Familie
zur Aktivierung von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen fuhrt. Auf verschiedene Art und
Weise reagieren die unterschiedlichen TLRs und tragen so zur Pathogen-Abwehr,
Kommensalen Homeostase und zur Verbindung des angeborenen mit dem adaptiven

Immunsystem bei.

3.2. NOD - nucleotide-binding oligomerization domain

Neben den TLR exsistieren auch im Zytoplasma Proteine, die eine Rolle in der angeborenen
Immunitat spielen. Diese Proteine bestehen meistens aus 3 verschiedenen funktionellen
Einheiten: 1) mehrere am C-terminalen Ende gelegene LRR, 2) eine zentral gelegene
Nucleotid bindende Doméne und 3) N-terminal gelegene Effektorregionen, wie zum Beispiel
Caspase Recruitment Domanen (CARDs) oder Pyrin Doméanen. Von dieser sogenannten
nucleotide binding oligomerization domain (NOD) Familie sind zwei Proteine am besten
untersucht: NOD1 und NOD2. Beide vermitteln nach Kontakt mit bestimmten bakteriellen
Liganden proinflammatorische Signale via NFxB.

NOD2 wird in Monozyten, Makrophagen, T und B Zellen, dendritischen Zellen und
intestinalen Epithelzellen [106], wie auch in Paneth Zellen [107] exprimiert.
Tumornekrosefaktor (TNF) induziert eine gesteigerte NOD2 Expression. Dieser Effekt wird
durch Interferon-y (IFNy) unterstitzt [108].

Ligand fir NOD2 ist das Muramyl Dipeptid (MDP) [109], ein Bestandteil der Peptidoglycane
(PGN) in der Zellwand von sowohl grampositiven wie gramnegativen Bakterien. Es gibt
verschiedene Wege, auf denen MDP nichtinvasiver Bakterien zu den zytosolisch gelegenen
Rezeptoren kommt. Fir Epithelzellen des Colons konnte gezeigt werden, dass der apical
peptide transporter PEPT1 die Aufnahme von MDP in die Zelle beeinflusst [110]. PGN kann

auflerdem durch ein type IV secretion system des Bakteriums Helicobacter pylori, welches
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auf der cag pathogenicity island verschlisselt ist, in Epithelzellen geschleust werden [111].

Wahrscheinlich gibt es weitere Wege der PGN und MDP Aufnahme in die Zelle, bei denen

bakterielle und zellulare Mechanismen eine Rolle spielen.

Trotz intensiver Forschung ist es bisher nicht gelungen die Wege der Signalvermittlung durch
NOD1 und NOD2 detailliert zu beschreiben. So ist unklar ob MDP direkt an die LRR des

NOD2 Rezeptors binden, oder ob hierfir Komediatoren notwendig sind. Sowohl NOD1 als
auch NOD?2 interagieren Uber ihre CARD mit der CARD der serine/threonine kinase RICK
(auch RIP2 oder CARDIAK genannt.) [112]. NOD2 kann in Abhangigkeit vom RICK die

Kinase IKKy (Auch als NEMO bekannt.) ubiquitinylieren, was zumindest zum Teil die

Aktivierung von NFkB beeinflusst [113].
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Abb. 3: Schematische Zeichnung des NOD2 Signalwegs (nach Strober et al 2006).
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3.2.1. NOD2 Mutationen und die Bedeutung bei Morbus Crohn

Das Nod2 Gen wurde zuerst in Zusammenhang mit Morbus Crohn entdeckt. Im Sommer
2001 publizierten 3 Gruppen unabhangig voneinander Mutationen im Nod2 Gen als
pradisponierende Faktoren fir Morbus Crohn [114, 115, 116]. Es konnten 3 wesentliche
Mutationen entdeckt werden, die fur den Hauptteil des genetischen Risikos verantwortlich
sind. Diese wurden mit SNP8, SNP12 und SNP13 bezeichnet [114]. Bei den ersten beiden
handelt es sich um Aminosauresubstitutionen (R702W, G908R), die die LRR-Region des
NOD2 Molekil betreffen. Die SNP13 Mutation welche in einer C-Insertion besteht

(3020insC), fuhrt zu einem verfriihten Stop-Codon, wodurch ein verkirztes Protein resultiert.

R702W G908R 3020insC
[ CARD | | CARD NBD L |R[R
128 124127 220 273 577 744 1020 1044

Abb 4: Schematische Struktur des NOD2 Proteins mit den 3 haufigsten Mutationen.

Weiter Mutationen wurden in der Nucleotid-bindenden Doméne des NOD2 Gens entdeckt.
Diese scheinen mit einer Aktivitatszunahme des Gens einherzugehen und sind zum Beispiel
mit dem Blau Syndrom assoziiert [117]. Dagegen gehen die Mutationen des NOD2 Gens in
der LRR Region welche beim Morbus Crohn vorkommen eher mit einem Funktionsverlust

einher.

Es gibt mehrere Theorien auf welchem Weg die Mutationen des NOD2 Gens die
Pradisposition flir Morbus Crohn verursachen. Eine Theorie stlitzt sich auf die Rolle des
NOD2 Rezeptors bei der Abwehrfunktion der Darmschleimhaut. Es konnte gezeigt werden,
dass NOD2-Knockout Mause anfallig fir orale Infektionen mit Listeria monocytogenes
waren, nicht aber bei peritonealer oder intravendser Applikation des Bakteriums [118]. Diese
Beobachtung kénnte eine Folge der beeintrachtigten, NOD2-abhangigen a-Defensin
Produktion durch Paneth-Zellen sein [119, 120, 121]. Die mangelnde a-Defensin Produktion
kénnte auf diesem Weg zur Besiedlung des Darms mit Bakterien fuhren, welche den Morbus
Crohn mit verursachen. Diese Theorie wird durch die Beobachtung unterstitzt, dass in von

Morbus Crohn betroffenen llleumabschnitten eine herabgesetzte a-Defensin-Produktion
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beobachtet wurde. Bei Patienten mit Morbus Crohn und NOD2 Mutationen war die

Einschrankung der a-Defensin Produktion besonders hoch [122].
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Abb. 5: Schematische Darstellung des Einflusses von NOD2 Mutationen auf a-Defensin

Produktion

Auch wurde eine fehlerhafte Ausreifung und Proliferation von dendritischen Zellen bei
Morbus Crohn Patienten mit NOD2 Mutation beschrieben [123]. Diese kénnte eine anormale
Aktivierung und Differenzierung von T Zellen zufolge haben und damit eine Anderung in der

erworbenen Immunabwehr gegentiber der Darmflora hervorrufen [124].

Weitere Erklarungsmodelle zum Einfluss der NOD2 Mutationen auf die Entstehung des
Morbus Crohn gehen von einer UberschieRenden Produktion proinflammatorischer Zytokine
als Folge der NOD2-Mutation aus. Dabei beruht ein Modell auf einer Funktionszunahme
durch die 3020insC Mutation [125]. Ein anderes geht von einer Funktionsabnahme durch die
NOD2 Mutationen aus. In diesem Modell fihrt die vermehrte Aktivitat des Toll-like Rezeptors

2 (TLR2), dessen Signalweg normalerweise durch NOD2 inhibiert wird, zu einer verstarkten
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Produktion proinflammatorischer Zytokine [126]. Diese drei Modelle werden zurzeit

kontrovers diskutiert.
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4. Ziele der Untersuchung

Wir stellten die Hypothese auf, dass bei Patienten mit bestimmten NOD2 Mutation haufiger
schwere Verlaufe der akuten Pankreatitis auftreten. Die zugrunde liegende Annahme war,
dass NOD2 Mutationen die Darmbarriere schwachen und es somit im Laufe einer
Pankreatitis haufiger zu bakteriellen Infekten des Pankreas kommt. Diese gehen mit
schwereren Verlaufen der Pankreatitis einher.

Hierzu wurden die Pravalenzen der drei in Assoziation zu Morbus Crohn stehenden
Mutationen des NOD2 Gens (R702W, G908R, 3020insC) bei Patienten die an einer akuten
Pankreatitis erkrankt waren untersucht. Sollte die Hypothese zutreffen misste bei Patienten
mit schwerer Pankreatitis im Vergleich zu Patienten mit milder Pankreatitis eine erhohte
Pravalenz der NOD2 Mutationen vorliegen.

Gemal unserer Hypothese wirden sich die Mutationen lediglich auf den Verlauf der
Pankreatitis auswirken, nicht jedoch auf die Inzidenz. Somit sollten die Pravalenzen der
NOD2 Mutationen einer Kontrollgruppe zwischen denen der milden und schweren
Pankreatitisverlaufe liegen.

Diese Hypothese wurde an Patientengruppen mit milden und schweren Pankreatitisverlaufen
untersucht. Als schwer wurden die Verlaufe eingestuft, bei denen Organ- oder
Multiorganversagen auftraten, oder wenn Nekrosen im Pankreas mittels CT nachgewiesen
werden konnten. Ferner wurde die Pravalenz der NOD2 Mutationen in der

Normalbevdlkerung bestimmt.

26



5. Material und Methoden

5.1. Studienpatienten
5.1.1. Magdeburg Untersuchungsgruppe

Von der Magdeburger Universitatsklinik wurden uns 146 Blutproben von stationar
behandelten Patienten mit akuter Pankreatitis, zur Untersuchung zur Verfiigung gestellt. Die
Blutproben wurden entsprechend des Verlaufs der Erkrankung in vier Gruppen eingeteilt.
Dabei wurde der Verlauf bei 32 Patienten als milde Pankreatitis eingestuft, bei 45 Patienten
traten lokale Komplikationen auf, 49 Patienten Uberlebten ein Organversagen, 20 Patienten

starben wahrend des Behandlungsverlaufs.

5.1.2. Greifswald Untersuchungsgruppe

Aus Greifswald standen 46 Blutproben von Patienten, die wegen einer schweren akuten
Pankreatitis in der Klinik fur Innere Medizin am Universitatsklinikum stationar behandelt
wurden bereit. Die Diagnose einer Pankreatitis wurde gestellt wenn bei
Oberbauchschmerzen die Amylase und Lipase im Serum auf mindestens das dreifache der
Norm erh6ht waren, sowie wenn mittels Bildgebung Zeichen einer Pankreatitis
nachgewiesen wurden. Der Verlauf der Pankreatitis aller 46 Patienten wurde als schwer
eingestuft. Der Verlauf der Pankreatits wurde bei diesen Patienten als schwer eingestuft, da
Organ- oder Multiorganversagen auftraten, oder Nekrosen im CT nachgewiesen wurden.
Acht Patienten verstarben wahrend des Krankenhausaufenthalts, 38 Uberlebten die

Pankreatitis.

5.1.3. Greifswald Kontrollgruppe

In der Kontrollgruppe standen 120 Blutspender aus der Abteilung flr Transfusionsmedizin

des Universitatsklinikums Greifswald zur Verfugung.

5.1.4. Definiton der Studien-Kohorten

Zum Einschluf in die Studie musste eine Pankreatits diagnostiziert werden. Hierfir musste

bei klinischem Bild eine Erhéhung der Amylase und der Lipase auf das dreifache der Norm
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nachgewiesen werden. Haufig lieRen sich die Pankreatits mit Bildgebenden Verfahren wie
Sonographie oder CT bestatigen. Der Schweregrad der Pankreatitis der einzelnen Patienten
wurde jeweils von den behandelnden Arzten eingeschétzt und in Folge dessen den
einzelnen Gruppen zugeteilt. Dabei orientierten sich die Arzte in Ihrer Einteilung des
Schweregrades an der Atlanta-Klassifikation. Ob und welche Pankreatitis Scores bei den
Magdeburger Patienten hierzu verwandt wurden ist nicht bekannt, womit die Einteilung nicht
nach standardisierten Kriterien durchgefiihrt wurde. Die Kontrollgruppe aus Greifswald
rekrutierte sich aus Blutspendern der Universitatsklinik Greifswald. Da eine Uberstandene
Pankreatitis kein Ausschlusskriterium zur Blutspende darstellt ist es moglich, dass sich auch
in der Kontrollgruppe Personen befinden, die schon mal eine akute Pankreatitis
durchgemacht haben. Gemessen an der Inzidenz der Pankreatitis in Deutschland [1] dirfte

dieser Einfluss aber vernachlassigbar sein.

5.2. Methoden

5.2.1. DNA Extraktion

Die DNA wurde aus EDTA Blutproben der Patienten mit Hilfe des QIAamp® DNA Mini Kit
extrahiert. Die Blutproben wurden bis zur Verarbeitung bei -20°C gelagert. Die Extraktion
erfolgte in mehreren Schritten. Als erstes wurde 20pl Protease in ein 1,5ml Eppendorf Tube
pipetiert. Anschliefend wurden 200pl der Probe hinzugegeben. Nach Méglichkeit wurde
Buffy Coat verwandt. War dieser nach der Zentrifugation des bei Raumtemperatur
aufgetauten Probenblutes nicht sichtbar, wurde die DNA aus dem korpuskularen Anteil des
Zentrifugats gewonnen. Dann wurden 200yl des AL Puffers hinzu gegeben und eine
homogene Lésung mit dem Vortexer erzeugt. Die Lésung wurde zur Zelllyse anschlielRend
zehn Minuten bei 56°C im Heizblock inkubiert. Danach wurden 200ul Ethanol hinzu pipetiert
um die Losung im Anschluss auf die Saulen aufzutragen. Beim der folgenden Zentrifugation
setzte sich die DNA in der Matrix der Saule fest. Das Filtrat wurde verworfen. Im Weiteren
wurden zwei Waschschritte mit jeweils 500ul zweier verschiedener Waschpuffer
durchgefihrt. Beim zweiten Waschschritt wurde die Zentrifugation nach Verwerfung des
Filtrats noch mal wiederholt um samtlichen Waschpuffer zu entfernen. SchlieRlich wurde die
Saule mit 200ul eines Auswaschpuffers flr finf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Saule wurde dann in ein neues Eppendorf 1,5ml Gefalt gestellt um die gesduberte DNA mit
der letzten Zentrifugation heraus zu waschen. Zur Erfolgskontrolle wurde die isolierte DNA
auf ein ein-prozentiges Agarose Gel aufgetragen, welches Ethidiumbromid enthielt. Nach

einer Laufzeit von 45 Minuten bei einer Spannung von 70 Volt wurde das Gel unter UV Licht
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betrachtet. Da Ethidiumbromid mit der DNA interkaliert und unter UV Licht Anregung

fluoresziert, konnte nun die DNA als Bande auf dem Gel betrachtet werden.
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5.2.2. Real-Time PCR

Ein TagMan-Assay wurde benutzt um aus den vorhandenen DNA Proben diejenigen zu

identifizieren welche im NOD2 Gen eine der beschriebenen Sequenzvariationen aufweisen.

TagMan-Prinzip: Die real time PCR beruht auf dem Prinzip einer herkdbmmlichen PCR, wobei
sich hier zusatzlich weitere Moéglichkeiten wie zum Beispiel der Quantifizierung der DNA oder
der Unterscheidung von heterozygoten und homozygoten DNA-Strangen bietet. Die
Auswertung erfolgt Uber eine Fluoreszenzmessung wahrend des PCR-Vorgangs. Die
Fluoreszenz nimmt mit der Menge der PCR-Produkte zu, was eine Quantifizierung méglich
macht. Die Fluoreszenz kommt Uber Sonden zustande, die den Fluoreszenz-Resonanz-
Energie-Transfer ausnutzen. Hierbei wird ein Donor-Fluorochrom (Reporter) durch eine
Lichtquelle angeregt und gibt einen Teil seiner Energie an ein in ausreichender Nahe
befindliches Akzeptor-Fluorochrom (Quencher) ab. Wird die Sonde an der sich Reporter und
Quencher befinden im Laufe der PCR durch die 5'-3" Exonukleaseaktivitat der Taq
Polymerase gespalten, so nimmt die Fluoreszenz des Reporters zu. Die Sonden bestehen
aus Oligonukleotiden welche wahrend der Anealing-Phase der PCR gebunden werden und
im Laufe der Replikationsphase gespalten werden. Dabei werden der an einem Ende
befindliche Reporter und der am anderen Ende befindliche Quencher getrennt. Fur die
Unterscheidung von homozygoten und heterozygoten DNA Strangen werden zwei Sequenz-
spezifische Sonden mit verschiedenen Fluorochromen und Oligonukleotiden verwendet.
Dabei wird das Oligonukleotid welches an die Wildtyp Sequenz bindet mit einem
Fluorochrom gekoppelt und das Oligonukleotid welches mit der Mutante bindet an ein
Fluorochrom gekoppelt, welches bei einer anderen Frequenz emittiert. Bei der
Durchfuhrung der real time PCR steigt beim Vorliegen des Wildtyps nur die Fluoreszenz der
gespaltenen Wildtypsonde. Beim Vorliegen einer heterozygoten Mutation steigt die
Fluoreszenz beider verwendeter Fluorochrome und bei einem etwaigen Vorliegen einer
homozygoten Mutation steigt nur die Fluoreszenz des Fuorochroms welches an die

mutationsbindende Sonde gekoppelt wurde.
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Durchfiihrung:

Far die realtime PCR wurden folgende Materialien verwendet:

Reagens Konzentration Volumen (ul)
DNA 100 ng/pl 3
Primer sense 10 uM 0,6
Primer antisense 10 uM 0,6
Sonde Wildtyp (Fam) 10 uM 0,4
Sonde Mutante (TET) 10 uM 0,4
Taqg-Polymerase-mix 10
H,O 5
Tab. 3: Materialien der RT-PCR.
Es wurden folgende Primer verwendet:
Name Sequenz
SNP8-S 5-TTC CTG GCAGGG CTG TTG TC-&
SNP8-AS 5-AGT GGA AGT GCT TGC GGA GG-3
SNP12-S 5-ACT CAC TGA CACTGT CTG TTG ACT CT-3
SNP12-AS 5-AGC CAC CTC AAG CTC TGG TG-3’
SNP13-S 5-GTC CAA TAA CTG CAT CAC CTA CCT AG-3’
SNP13-AS 5-CTT ACC AGACTT CCAGGATGG TGT-3
Tab. 4: Primer der RT-PCR.
Es wurden folgende Sonden verwendet:
Name Sequenz Modifikation | Modifikation
5 3
SNP8-wt 5-CCT GCT CCG GCG CCA GGC-3 FAM TAMRA
SNP12-wt 5-TTT TCA GAT TCT GGG GCA ACA GAG TGG GT-% FAM TAMRA
SNP13-wt 5-CCC TCC TGC AGG CCC TTG AAA-3’ FAM TAMRA
SNP8-mut 5-CCT GCT CTG GCG CCA GGC C-3’ TET TAMRA
SNP12-mut 5-TTC AGATTC TGG CGC AAC AGA GTG GGT-3’ TET TAMRA
SNP13-mut 5-CCT CCT GCA GGC CCC TTG AAA-3’ TET TAMRA
Tab. 5: Sonden der RT-PCR.
Die realtime PCR wurde unter folgenden Bedingungen durchgefihrt:
Zyklenanzahl Zyklendauer Temperatur
Initiale Denaturierung 1 10min 95°C
Denaturierung 40 15s 95°C
Primer und
Sondenanlagerung und 40 Tmin 64°C
Extension

Tab. 6: Zyklen der RT-PCR.
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5.2.3. PCR und Sequenzierung

PCR und anschlieRende Sequenzierung wurden als Bestatigung bei denjenigen DNA Proben
durchgeflhrt, die zuvor mittels der TagMan-Analyse als mutationstragend identifiziert worden

waren.

5.2.3.1. PCR

Prinzip: Die PCR dient dazu kurze, genau definierte Teile der DNA zu vervielfaltigen. Hierzu
bendtigt man eine genomische DNA , die den gewtinschten DNA Abschnitt enthalt. Im
Weiteren bendtigt man zwei Primer, um Beginn und Ende des gewunschten DNA Fragments
zu bestimmen, eine DNA Polymerase, um den eigentlichen Replikationsvorgang
durchzufiihren. Aulerdem werden Nukleotide als Bausteine fir die zu synthetisierenden
DNA Stréange bendtigt. Zuletzt wird mit einer Pufferldsung die bendtigte chemische
Umgebung fir die Reaktion hergestellt. Die Reaktion findet im Thermocycler statt. Diese
Maschine ist programmierbar und stellt die wahrend der einzelnen Phasen der PCR
gewunschten Temperaturen her.

Die PCR findet in mehreren Zyklen statt. Jeder Zyklus besteht aus drei Schritten. In Schritt
eins findet das Denaturieren der doppelstragigen DNA statt. Hierbei werden bei 96°C die
Wasserstoffbriickenbindungen die die beiden DNA-Strange zusammenhalten geldst. Vor
dem ersten Zyklus wird diese Denaturierung meist fir eine ldngere Zeit durchgefihrt, um ein
vollstandiges Trennen der Ausgangs DNA und der Primer sicherzustellen.

Wenn die DNA nun in Einzelstrangen vorliegt, wird die Temperatur auf 50-65°C abgesenkt,
um ein anlagern der Primer an die DNA-Strange zu ermdglichen. Diese Phase wird auch als
Anealingphase bezeichnet.

Im letzten Schritt synthetisiert die DNA Polymerase den neuen DNA Abschnitt, indem sie an
der 3‘-OH Gruppe der Primern beginnt die Nukleotide entsprechend dem originalen DNA-
Strang anzubauen. Dieser Schritt findet, je nach Polymerase, bei 65-75° C statt. Hierbei
entsteht immer ein dem originalen DNA-Strang komplementarer DNA-Strang. Daher missen
immer sense und antisense Primer verwendet werden um pro Zyklus neue sense und
antisense Strange und somit neue Doppelstrange zu erhalten. Pro Zyklus wird so die DNA

Menge des gewunschten Fragments verdoppelt.

32



Praktische Durchflhrung:

Fur die PCR wurden folgende Chemikalien verwendet:

Reagenz Konzentration Volumen (pl)
Primer sense 25pmol/ul Tl
Primer antisense 25pmol/ul Tl
PCR-Polymerase Mix 20pl
(Fermentas)
DNA 100ng/pl 3ul
H20 15ul
Tab. 7: Materialen der PCR.
Die PCR wurde bei folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

Zyklenzahl Zyklendauer Temperatur
Initiale Denaturierung 1 600s 95°C
Denaturierung 35 15s 95°C
Primer Anlagerung 35 15s 64°C
Extension 35 45s 72°C
Finale Extension 1 120s 72°C

Tab. 8: Zyklen der PCR.

Verwendete Primer:

Name Sequenz

SNP8-S 5-TTC CTG GCA GGG CTG TTG TC-3’
SNP8-AS 5-AGT GGA AGT GCT TGC GGA GG-3
SNP12-S 5-ACT CAC TGA CAC TGT CTG TTG ACT CT-3
SNP12-AS 5-AGC CAC CTC AAG CTC TGG TG-3
SNP13-S 5-GTC CAA TAA CTG CAT CAC CTA CCT AG-¥
SNP13-AS 5-CTT ACC AGA CTT CCA GGA TGG TGT-¥

Tab. 9: Verwendete PCR Primer.
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5.2.3.2. Sequenzierung

Prinzip: Die Sequenzierung eines DNA Abschnitts erfolgt nach der Vervielfaltigung des
Abschnitts durch eine PCR Reaktion. Auch die Sequenzierreaktion verlauft nach dem Prinzip
der PCR Reaktion. Es gilt aber ein paar Besonderheiten zu beachten. So wird nur ein Primer
verwendet, um entweder sense oder antisense Strang zu sequenzieren. Und es werden
aulBer den Desoxynukleotiden auch Didesoxynukleotide als Bausteine der Reaktion
beigegeben. Nach Einbau der Didesoxynukleotide bricht die Sequenzierreaktion ab, da hier
auf Grund einer fehlenden 3‘-OH Gruppe keine weiteren Nukleotide mehr angehangt werden
kénnen. Da der Einbau der Didesoxynukleotide zufallig erfolgt, entstehen bis zum Ende der
Reaktion DNA Fragmente verschiedener GroRRe, die an ihrem Ende ein Didesoxynukleotid
tragen. Die 4 Didesoxynukleotide G,A,T,C sind mit vier verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen gekennzeichnet, Im Anschluf} an die Reaktion, die wie die PCR im
Thermocycler stattfindet werden die Proben aufgereinigt, um tberzahlige Primer und
Nukleotide zu entfernen. Die am Ende der Aufreinigung erhaltenen DNA-Pellets werden in
einem Laufpuffer gelést. Dann werden die Proben zur Auswertung auf das Gel des
Plattensequenzieres aufgetragen. Im Sequenziergel wandern die Proben beim vorliegenden
Elektrophoresestrom unterschiedlich schnell und trennen sich so ihrer GréRRe nach auf. Die
kleinsten Fragmente wandern im Gel am schnellsten und kommen so zuerst am
Detektionspunkt des Sequenziergerats vorbei. Hier wird der Fluoreszenzfarbstoff der
Didesoxynukleotide per Laser angeregt und fluoresziert so in der fir die jeweilige Base
spezifischen Farbe. Diese Fluoreszenzsignale werden vom Sequenziergerat als
Elektropherogramm gespeichert und in eine Sequenzdatei abgelegt.. Das
Elektropherogramm kann man anschlieRend mit einem Programm wie zum Beispiel

Chromas™ auswerten.

Praktische Durchflhrung:

Fir die Sequenzierreaktion wurden folgende Materialien verwendet:

Reagenz Konzentration Volumen (ul)
Ready Reaction Premix Big Dye 3.1 (Applied (2,5x) 1
Biosystems)

Sequenzing buffer (Applied Biosystems) (5x) 1,5
gDNA ca. 10ng/ul 3
Primer 0,8uM 2

H.0 2,5 (ad 10)

Tab. 10: Sequenzierungsmaterialien.
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Die Pipettierung der einzelnen Komponenten erfolgte auf Eis. Die Reaktion wurde unter

folgenden Bedingungen durchgefuhrt:

Zyklenzanhl Zyklendauer Temperatur
Initiale Denaturierung 1 2min 96°C
Denaturierung 30 10s 96°C
Primeranlagerung 30 10s 50°C
Extension 30 3min 60°C

Tab. 11: Zyklen der Sequenzierung.

Die Aufreinigung der Proben erfolgte in folgenden Schritten:

Zu dem Sequenzierreaktionsprodukt wurden 75ul 95% Ethanol und 3ul 3M Natriumacetat
hinzupipettiert. Nach anschlieRend kurzem Mischen wurden die Proben bei Raumtemperatur
15min inkubiert und danach 30min bei 150009 zentrifugiert. Die FlUssigkeit wurde quantitativ
entfernt und es wurden 250ul 70% Ethanol hinzupipettiert. Nach kurzem Mischen wurde bei
erneut 150009 fUr 5min zentrifugiert. Im Anschluss wurde abermals die Uberstehende
Flussigkeit quantitativ entfernt um anschlieRend das entstandene Pellet bei 90°C auf dem
Heizblock zu trocknen. Das getrocknete Pellet wurde in 5ul Auftragepuffer aufgenommen

und bis zur Sequenzierung auf Eis gestellt oder bei -20°C gelagert.

Der Auftragepuffer setzte sich folgendermalRen zusammen:

Reagenz Volumen / Menge
Formamid 5 vol

25mM EDTA pH 8,0 1 vol

Blue dextran 50mg/ml

Tab. 12: Zusammensetzung des Auftragepuffers.

Fir das Sequenziergel wurden folgende Chemikalien verwendet:

Reagenz Menge
Harnstoff 189
H.0 21,5ml
TEMED 25pl
TEE eml
Acrylamid Page Plus? 5,3ml
APS? 250l

Tab. 13: Material des Sequenziergels.

Bei der Herstellung des Gels wurde zuerst Urea in H,O aufgeldst. Anschliefiend wurden die

anderen Reagenzien zugegeben. APS wurde als letztes hinzugefuigt, da unmittelbar nach
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Zugabe des APS die Polymerisation des Gels beginnt. Die Elektrophorese zur
Sequenzierung wurde in einem Sequnziergerat von Applied Biosience (373/377)
durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden mittels Chromas™ ausgewertet.

Mit den zu Beginn verwendeten Primer waren die Ergebnisse der Plattensequenzierung oft
nicht eindeutig auszuwerten. Die dargestellten Chromatogramme enthielten im fraglichen
DNA Abschnitt Sequnziiberlagerungen, so dass keine Zuordnung zu Wildtyp oder Mutante
moglich war. Auch mit einer anderen Aufreinigungsmethode der
Sequenzierreaktionsprodukte tiber Saulen wurden die Ergebnisse nicht besser. Da die
Chromatogramme mit zunehmender Lange besser lesbar sind, wurde die
Sequenzierreaktion nochmals mit weiter up- bzw. downstream liegenden Primern wiederholt,

so dass sich ein langeres DNA Fragment ergab.

Folgende neue Primer wurden verwendet:

Name Sequenz

SNP8-Sneu 5’-GCA GCG TGG CAG CTT TGC TGC AG-3’

SNP12-Sneu 5-CCT CTG GCT GGG ACT GCA GAG GG-3

SNP13-Sneu 5’-CTG GCT AAC TCC TGC AGT CTC T-3

Tab. 14: Neue Sequenzierungsprimer.

Die mittels der langeren DNA Fragmente hergestellten Chromatogramme lieferten eindeutige

Ergebnisse.

36




5.3. Statistische Verfahren

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe eines Programms das durch die

Helmhotzgesellschaft auf der Internetseite http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/cgi-

bin/hw/hwa1.pl zur Verfigung gestellt wird gemacht. Durch das Programm kommen Tests

zur Abweichung von dem Hardy-Weinberg Gleichgewicht zur Anwendung. Hierbei werden
Pearson's goodness-of-fit Chi-Quadrat, bzw. Fisher-Exact test verwendet. Zusatzlich erfolgt
die Analyse der Daten mit Assoziations-Test mit Chi-Quadrat test nach Sasieni. Dabei wird
auch ein Armitage Trend test durchgefiihrt. Dieser misst ob ein scheinbar vorliegender Trend
auch statistisch nachweisbar ist.

Hiermit konnte errechnet werden ob die Allefrequenz signifikant unterschiedlich ist, ob
Heterozygotie bzw. Homozygotie einen Risikofaktor darstellt und zusatzlich wurde ein

Armitage trend test durchgefuhrt. Das Signifikanzniveau wurde auf p=0,05 festgelegt.
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6. Ergebnisse

Die Haufigkeit der 3 in Assoziation zu Morbus Crohn stehenden Mutationen des NOD2 Gens
wurde an insgesamt 312 Blutproben untersucht. Diese sind im Einzelnen:

SNP 8 mit der Referenz SNP ID Nummer rs2066844 in der SNP-Database. Bei dieser
Mutation besteht ein Nukleotidaustausch an Position 2104 von Cytosin zu Thymin. Dies
bewirkt daf} im codierten Protein an Stelle 702 Tryptophan anstelle von Arginin vorhanden
ist.

SNP 12, rs2066845. Nukleotidaustausch an Position 2722 von Guanin zu Cytosin.
Aminosaurentausch an Position 908 von Glycin zu Arginin.

SNP13, rs5743293. Hier fehlt an Position 3019 ein Nukleotid (Thymin). In der Folge kommt
es zu einer Leserasterverschiebung.

Die untersuchten Blutproben stammten von 192 Patienten die an einer Pankreatitis erkrankt
waren und 120 Kontrollen von Blutspendern aus Greifswald. Die Blutproben der Patienten
stammten aus Greifswald und Magdeburg. Dabei war der Verlauf der Pankreatitis der
Patienten aus Greifwald als schwer eingestuft worden. Aus Magdeburg wurden auch

Patienten mit einer milden Pankreatitis untersucht.

6.1. Chromatogramme

Die Stelle der Mutation ist jeweils per Pfeil (— %) gekennzeichnet.

6.1.1.

Abb. 6: SNP8 R702W heterozygote Mutation.
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6.1.2.

A

Abb. 7: SNP8 R702W homozygote Mutation.

N\
Abb. 8: SNP12 R910I heterozygote Mutation.

Abb. 9: SNP12 wildtyp.
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nachfolgende Leserasterverschiebung

>

Abb. 10: SNP13 3020InsC heterozygote Mutation.
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Abb. 11: SNP13 wildtyp.
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6.2. Haufigkeit der NOD2 Gen Mutationen (SNP 8, SNP 12, SNP 13)

Das Magdeburger Kollektiv (M) ist nach dem Schweregrad der Pankreatitis in vier Gruppen

eingeteilt (M1-M4). Patienten der ersten Gruppe (M1) hatten eine milde 6dematdse

Pankreatitis mit blandem Verlauf. Patienten der zweiten Gruppe (M2) traten lokale

Komplikationen wie zum Beispiel Nekrosen, Abzess oder Pseudozysten auf. Die dritte

Gruppe (M3) Uberlebte ein Organversagen, wie akutes Nierenversagen, Adult respiratory

distress syndrom (ARDS) oder disseminierte intravasale Gerinnung (DIC) wahrend des

Krankheitsverlaufs. Die Patienten der vierten Gruppe (M4) starben im Verlauf der

Erkrankung an schweren Komplikationen. Die Greifswalder Patienten (G) hatten alle einen

schweren Krankheitsverlauf mit Organ- oder Multiorganversagen oder durch CT

nachgewiesene Nekrosen. Sie wurden zur Analyse ebenfalls in zwei Gruppen eingeteilt. Die

erste (G1) hat die Erkrankung Uberlebt, die Patienten der zweiten Gruppe (G2) sind im

Verlauf verstorben.

Magdeburg M1
Magdeburg M2
Magdeburg M3
Magdeburg M4
Magdeburg M

Greifswald-G1
Greifswald-G2
Greifswald-G

M1+2
M3+4
M1+2+3
M3+G1
M4+G2

HGW-
Kontrollen

32
45
49
20
146

38

46

77

69

126

87
28

120

wt/wt

25
39
44
16

124

37

43

64

60

108

81
22

107

SNPS
Miwt  M/M
7 0
6 0
5 0
4 0
2 0
1 0
1 1
2 1
13 0
9 0
18 0

0
1
13 0

pM

0,1094
0,0667
0,051
0,1
0,0753

0,0132
0,1875
0,0435

0,0844
0,0652
0,0714
0,0345
0,125

0,0542

wt/wt

32
44
45
19

140

37

45

76

64

121

82
27

114

SNP12
Mwt  M/M
0 0
1 0
4 0
1 0
6 0
1 0
0 0
1 0
1 0
5 0
5 0
5 0
1 0
6 0

pM

0
0,0111
0,0408

0,025
0,0205

0,0132
0
0,0109

0,0065
0,0362
0,0198
0,0287
0,0179

0,025

wt/wt

31
41
45
18
135

38

46

72

63

117

83
26

114

SNP13
Mwt  M/M
1 0
4 0
4 0
2 0
11 0
0 0
0 0
0 0
5 0
6 0
9 0
4 0
2 0
6 0

pM

0,0156
0,0444
0,0408
0,05
0,0377

0,0325
0,0435
0,0357

0,023
0,0357

0,025

Tab. 15: Haufigkeit der NOD2 Mutationen in den untersuchten Patientengruppen:

wt: Wildtyp, M Mutiertes Allel, pM Haufigkeit von mutierten Allelen.

41




SNP8+SNP12+SNP13

n wit/wt M/wt M/M  pM
Magdeburg M1 32 26 8 0 0,1250
Magdeburg M2 45 34 11 0 0,1222
Magdeburg M3 49 36 13 0 0,1327
Magdeburg M4 20 14 7 0 0,1750
Magdeburg M 146 107 39 0 0,1336
Greifswald-G1 38 36 2 0 0,0263
Greifswald-G2 8 6 1 1 0,1875
Greifswald-G 46 42 3 1 0,0543
M1+2 77 58 19 0 0,1234
M3+4 69 49 20 0 0,1449
M1+2+3 126 94 32 0 0,1270
M3+G1 87 72 15 0 0,0862
M4+G2 28 19 8 1 0,1786
HGW-Kontrollen 120 95 25 0 0,1042

Tab. 16: Summe aller Mutationen in den Patientengruppen
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6.3 Statistische Auswertung

Wie bereits erwahnt erfolgte die Auswertung mit Hilfe eines im Internet zur Verfigung

gestellten Programms der Helmholtzgesellschaft. Dabei wurden die Assoziationsteststest

nach Sasieni [127] angewendet. Hierbei werden nicht nur die Allelfequenzen sonder auch die

einzelnen Genotypen auf ihre Haufigkeit mit einander verglichen. Zusatzlich wird ein

Armitage Trend Test durchgefiihrt, der eine gréfiere Teststarke besitzt und mit dem ein

Trend in der Mutationshaufigkeit zwischen zwei Gruppen festgestellt werden kann.

Allelfrequenz | heterozygot | homozygot | Allel positiv Armitage
[1--2] [11--12] [11--22] [11--12/22] trend test
Patienten vs. HGW-Kontrollen

M1-SNP8 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
M2-SNP8 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
M3-SNP8 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
M4-SNP8 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
M-SNP8 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
G1-SNP8 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

G2-SNP8 n.s. n.s. Odds=49,6 n.s. Odds=8,9

C.1.=[1.83- p=0,03887

1341.2]
p=0,00009

G-SNP8 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
M1-SNP12 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
M2-SNP12 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
M3-SNP12 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
M4-SNP12 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
M-SNP12 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
G1-SNP12 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
G2-SNP12 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
G-SNP12 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
M1-SNP13 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
M2-SNP13 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
M3-SNP13 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
M4-SNP13 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
M-SNP13 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
G1-SNP13 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
G2-SNP13 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
G-SNP13 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
M1+2-SNP8 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
M1+2-SNP12 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
M1+2-SNP13 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
M3+4-SNP8 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
M3+4-SNP12 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
M3+4-SNP13 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Tab. 17: Ergebnisse der Assoziationstests der Patientenkohorten gegen die Kontrollkohorte
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Allelfrequenz | heterozygot | homozygot | Allel positiv Armitage
Patienten vs. Patienten [1--2] [11--12] [11--22] [11--12/22] trend test
G1-G2-SNP8 0Odds=17,3 n.s. 0Odds=17,3 Odds=12,3 0Odds=33,9
C.1.=[1.67- C.1.=[0.63- C.1.=[0.96- p=0,01055
179.41] 472.6] 158.1]
p=0,02436 p=0,02004 p=0,01986
G1-G2-SNP12 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
G1-G2-SNP13 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
M3-M4-SNP8 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
M3-M4-SNP12 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
M3-M4-SNP13 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
G1+M3-G2+M4-SNP8 Odds=4,0 n.s. n.s. Odds=3,7 0Odds=6,2
C.l.=[1.28- C.1.=[1.081- p=0,01514
12.5] 12.543]
p=0,02380 p=0,02869
G1+M3-G2+M4-SNP12 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
G1+M3-G2+M4-SNP13 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Tab 18: Ergebnisse der Assoziationstests unterschiedlicher Patientenkohorten

Patienten vs. HGW- Allelfrequenz | heterozygot | homozygot Allel positiv Armitage
Kontrollen [1--2] [11--12] [11--22] [11--12/22] trend test
G+M n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
M1 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
M2 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
M3 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
M4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
M n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
G1 0Odds=0,2 0Odds=0,2 n.s. 0Odds=0,2 0Odds=0,2

C.1.=[0.054- C.1.=[0.048- C.1.=[0.048- p=0,02627

1.005] 0.937] 0.937]

p=0.03436 p=0.02627 p=0.02627

G2 n.s. n.s. Odds =44,1 n.s. n.s.
C.1.=[1.629-
1192.348]
p=0,00021
G n.s. 0Odds=0,3 n.s. n.s. n.s.
C.1.=[0.078-
0.949]
p=0,03084

M1+M2 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
M3+M4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Tab. 19: Ergebnisse der Assoziationstests der Patientenkohorten gegen die Kontrollkohorte

unter Summation der einzelnen SNP.

Allelfrequenz | heterozygot | homozygot | Allel positiv Armitage
Patienten vs. Patienten [1--2] [11--12] [11--22] [11--12/22] trend test
G1-G2 n.s. n.s. Odds =16,8 n.s. Odds =17,4
C.1.=[0.617- p=0,02696
460.222]
p=0,02175
M3-M4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
G1+M3-G2+M4 Odds=2,4 n.s. n.s. n.s. Odds =3,6
C.1.=[0.982- p=0,04723
5.631]
p=0,04990

Tab 20: Ergebnisse der Assoziationstests unterschiedlicher Patientenkohorten unter

Summation der einzelnen SNP.
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Der Vergleich unterschiedlicher Kohorten ergibt mehrfach signifikante Werte. Bei der
getrennten Auswertung der einzelnen SNP treten signifikante Werte mehrfach bei den
Vergleichen der Verteilung der SNP8 Mutation auf. Hier zunachst beim Vergleich der in
Greifswald im Krankheitsverlauf Verstorbenen mit der Kontrollgruppe (G2 vs. G). Hier ist der
Armitage Trendtest signifikant und homozygote Mutationen kommen im Vergleich signifikant
haufiger vor. Ebenso zeigt der Vergleich der beiden Greifswalder Patientengruppen (G1 vs.
G2) mehrfach signifikante Unterschiede. Allelfrequenz, Homozygotie, Allel Positivitat und
Armitage Trendtest ergeben signifikante Ergebnisse. Auch beim zusammengefassten
Vergleich der schweren Krankheitsverlaufe beider Standorte (G1+M1 vs. G2+M2) ergeben
sich signifikante Werte fur Allelfrequenz, Allel Positivitat und Armitage Trendtest. Bei den
anderen beiden Mutationen (SNP12 und SNP 13) kommen keine signifikanten Ergebnisse
zustande.

Werden alle Mutationen gemeinsam betrachtet so ergeben sich erneut signifikante Werte
beim Vergleich der in Greifswald im Krankheitsverlauf Verstorbenen mit der Kontrollgruppe
(G2 vs. G). Zwar ist der Armitage Trendtest nicht mehr positiv, aber homozygote Mutationen
kommen immer noch signifikant hdufiger vor. Zusatzlich bringt auch der Vergleich der
Greifswalder Patienten die eine schwere Pankreatitis Uberlebt haben mit der Kontrollgruppe
(G1 vs. G) statistisch signifikante Unterschiede. Auch beim Vergleich der Patientenkollektive
untereinander kommt es mehrfach zu signifikanten Ergebnissen. So ist der Vergleich der
beiden Greifswalder Gruppen statistisch signifikant beztglich homozygoter Mutationen.
Ebenso ist der Armitage Trendtest hier positiv. Wird der Vergleich erneut um die
Magdeburger Gruppen erganzt bleibt der positive Armitage Trendtest bestehen. Jetzt ist
jedoch die Allelfrequenz und nicht mehr die homozygoten Mutationen signifikant
unterschiedlich. Bei isolierter Betrachtung des Magdeburger Kollektivs konnte jedoch erneut

keine Signifikanz nachgewiesen werden.

Im Einzelnen ergaben sich bei der statistischen Auswertung der Ergebnisse folgende
signifikanten Unterschiede: Die Homozygote SNP8 Mutation war bei den Greifswalder
Patienten die im Verlauf der Pankreatitis gestorben sind signifikant haufiger als bei den
Kontrollen. Das Quotenverhaltnis (Odds ratio) liegt hier bei 49,6 (p=0,00009). Die Analyse
mittels Armitage Trendtest liefert ebenfalls ein signifikantes Ergebnis (Odds ratio 8,9/
p=0,03887).

Dieser Test weifl3t auf ein gesteigertes Risiko bei vorliegender schwerer Pankreatitis zu
versterben fur Patienten mit homozygoter Mutation im Vergleich zu Patienten mit
heterozygoter Mutation hin. Da es sich um einen Trendtest mit ansteigendem Risiko handelt

beinhaltet er hier, dass SNP8 heterozygot mutierte Patienten im Vergleich zu SNP8 Wildtyp
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Patienten ein ebenfalls erhéhtes Risiko haben bei bereits eingetretener schwerer
Pankreatitis im Verlauf zu versterben.

Deutliche signifikante Unterschiede kommen auch beim Vergleich der Greifswalder
Patientengruppen zum Vorschein. Die Allelfrequenz von SNP8 ist hier signifikant
unterschiedlich (Odds ratio 17,3/ p=0,02436). Die Homozygote SNP 8 Mutation kommt bei
den Verstorbenen ebenfalls deutlich gehauft vor (Odds ratio 17,3/ p=0,02004), das gleiche
gilt fur die Allelpositivitat (Odds ratio 12,3/ p=0,01986). Somit bedeuten fur die Greifswalder
Patientengruppen Allelpositivitat und Homozygotie beziiglich der SNP8 Mutation im
Vergleich zum Wildtyp, ein mehr als 17-fach gesteigertes Risiko an einer schweren
Pankreatitis zu versterben, wenn bereits ein schwerer Krankheitsverlauf eingetreten ist. Auch
bei diesem Vergleich zeigt der Armitage Trendtest einen signifikanten Unterschied (Odds
ratio 33,9/ p=0,01055).

Werden beide Untersuchungsstandorte gemeinsam analysiert sind ebenso Unterschiede
nachzuweisen. Hierbei weisen Allelfrequenz (Odds ratio 4,0/ p=0,02380) und Allelpositivitat
(Odds ratio 3,7/ p=0,02869) sowie der Armitage Trendtest (Odds ratio 6,2/ p=0,01514)
statistische Signifikanz auf.

Bei den ebenfalls untersuchten Mutationen von SNP12 und SNP13 kamen keine
signifikanten Ergebnisse zustande.

Werden nun alle Mutationen nochmals gemeinsam analysiert kommen erneut zahlreiche
statistisch signifikante Unterschiede zustande. Der Vergleich der Greifswalder Patienten die
eine schwere Pankreatitis Uberlebt haben mit den Kontrollen ist bezuglich Allelfrequenz
(Odds ratio 0,2/ p=0,03436), heterozygoter Mutationen (Odds ratio 0,2/ p=0,02627),
Allelpositivitat (Odds ratio 0,2/ p=0,02627) sowie im Armitage Trendtest (Odds ratio 0,2/
p=0,02627) signifikant. Hier kommen im Vergleich zu den Kontrollen jedoch weniger
Mutationen vor. Wird die andere Greifswalder Patientengruppe mit den Kontrollen verglichen
ergibt sich erneut ein signifikanter Unterschied beziiglich der homozygoten Mutationen
(Odds44,1/ p=0,00021). Werden die Patientengruppen nun untereinander verglichen sind
homozygote Mutationen (Odds ratio 16,8/ p=0,02175) und der Armitage Trendtest (Odds
ratio 17,4/ p=0,02696) signifikant. Das Risiko an einer schweren Pankreatitis bei bereits
eingetretenem schwerem Verlauf zu versterben war fir homozygote Mutationstrager also
etwa 17-fach erhéht. Auch heterozygote Mutationstrager hatten ein im Vergleich zu
Patienten ohne Mutation erhdhtes Risiko, darauf weist der Armitage Trendtest hin.

Werden nun die Greifswalder Patientengruppen um die entsprechenden Magdeburger
Gruppen ergéanzt zeigen sich weiterhin signifikante Unterschiede. Und zwar in der
Allelfrequenz (Odds ratio 2,4/ p=0,0499) und beim Armitage Trendtest (Odds ratio 3,6/
p=0,04723).
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Die signifikanten Ergebnisse bei der Analyse der Haufigkeit der SNP8 NOD2 Mutation geben
deutliche Hinwiese dass der von uns vermutete Zusammenhang zumindest bei dieser
Mutation besteht. Dabei zeigt sich in unseren Ergebnissen, dass heterozygote Mutationen
alleine betrachtet nicht als aggravierend fur den Verlauf der Pankreatitis angesehen werden
kénnen. Allelpositivitat und Allelfrequenz sind jedoch beim Vergleich der beiden von einer
schweren Pankreatitis betroffenen Patientengruppen signifikant héher. Ebenso zeigt der
Armitage Trendtest hier signifikante Ergebnisse.

Wenn homozygote Mutationen isoliert betrachtet werden, liefert nur der erste Vergleich (G1 -
G2) sowie der Vergleich der in Greifswald an einer Pankreatitis Verstorbenen mit der
Greifswalder Kontrollgruppe signifikante Ergebnisse. Diese kdnnen jedoch bei der
gemeinsamen Analyse der unterschiedlichen Standorte (G1+M3 - G2+M4) nicht bestatigt
werden. Ob eine homozygote SNP8 Mutation auf den Verlauf der Pankreatitis aggravierend

wirkt, ist somit anhand unserer Daten nicht zu entscheiden.
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7. Diskussion

7.1. Auswertung der Daten

Die Analyse der Daten erbrachte mehrfach statistisch signifikante Werte. Bei unseren Daten
kommen Mutationen des SNP8 des NOD2 Gens gehauft bei Patienten vor die im Verlauf
einer schweren Pankreatitis erstorben sind. In den anderen Patientengruppen kam es nicht
zu einer Haufung von Mutationen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Somit sind Mutationen
des NOD2 Gens kein Risikofaktor fur die Entstehung einer akuten Pankreatitis. Die Haufung
der SNP8 Mutation bei Patienten die im Verlauf an einer schweren Pankreatitis verstorben
sind weil3t daraufhin, dass bei bereits vorliegender schwerer Pankreatitis und vorhandener
SNP8 Mutation das Risiko im weiteren Verlauf zu versterben erhéht ist. Patienten mit einer
homozygoten Mutation haben hierfur ein 17-fach erhéhtes Risiko. Beim direkten Vergleich
der beiden Greifswalder Patientengruppen waren die Allelfrequenzen bei den im Verlauf der
Erkrankung verstorbenen Patienten signifikant hdher. Der Armitage Trendtest war signifikant.
Dieser Test weist auf ein hdheres Risiko im Verlauf der Erkrankung zu versterben flr
Patienten mit homozygoter Mutation im Vergleich zu Patienten mit heterozygoter Mutation,
sowie im Vergleich von heterozygoten Mutationstragern mit Patienten ohne Mutation, hin.
Der Assoziationstest bezlglich heterozygoter SNP8 Mutationen zwischen den Greifswalder
Patientengruppen erbringt jedoch keine Signifikanz und kann somit die Ergebnisse der
Armitage Trendtest nicht untermauern.

Diese Ergebnisse werden in weiten Teilen durch die Erweiterung der Testgruppen um die
entsprechenden Magdeburger Kollektive unterstrichen. Zwar ist der Assoziationstest fur
homozygote Mutationstrager nicht signifikant, aber die Unterschiede in Allelfrequenz, bei
Allelpositivitat und der signifikante Armitage Trendtest bleiben bestehen. Im nunmehr
Patienten-starkeren Vergleich sind die Odds ratios zwar nicht mehr so hoch, dafir konnten
die zuvor aufierst groflen Konfidenzintervalle verengert werden. Besonders wesentlich ist,
dass die Konfidenzintervalle nun nicht mehr die eins beinhalten. Bei immer noch grof3en
Konfidenzintervallen ist in Zukunft jedoch einer VergréRerung der Untersuchungsgruppe
unerlasslich.

Die bereits beschriebenen signifikanten Unterschiede bei der zusammenfassenden
Beobachtung der einzelnen Mutationen des NOD2 Gens ergeben ein ahnliches Bild wie bei
isolierter Beobachtung der SNP 8 Mutation. Man kann somit vermuten, dass die

Unterschiede hier aufgrund der enthaltenen Daten der SNP8 Mutation bestehen.
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Anhand der Daten konnten wir also erstmals zeigen, dass es bei schweren Verlaufen der
Pankreatitis und vorhandener SNP8 Mutation des NOD2 Gens gehauft zu Todesfallen
kommt. Bei den von uns untersuchten Patienten war das Risiko bis zu 17-fach erhéht. Diese
Beobachtung trifft jedoch nur auf die SNP8 Mutation zu. Somit liegt die Folgerung Nahe,
dass es funktionelle Unterschiede zwischen den einzelnen Mutationen des NOD2 Gens gibt.
Die Ergebnisse konnten jedoch nicht bei isolierter Betrachtung des Magdeburger Kollektivs
(M3 - M4) untermauert werden. Zusatzlich weisen die breiten Konfidenzintervalle auf eine
gewisse Unsicherheit hinsichtlich der Belastbarkeit der Daten hin. Es sind daher sicherlich
weitere Studien mit gréf3eren Fallzahlen zur Absicherung der Daten notwendig.

In unserer Studie wurden bei der statistischen Auswertung die Patientengruppen aus den
verschiedenen Rekrutierungsgebieten nicht immer getrennt betrachtet. Dies kann bei
genetischen Studien zu Problemen flhren, da bei einem Vergleich von ethnisch oder
geographisch unterschiedlichen Personengruppen, verschiedene Pravalenzen der
untersuchten Allele bestehen kénnen. So sind bei Studien in Europa unterschiedliche
Haufigkeiten bei NOD2 Mutationen in der Normalbevélkerung gefunden worden [128, 129,
130]. Die verwendeten Studiengruppen stehen sich jedoch geographisch sehr nahe und die
ethnischen Unterschiede dirften, auch wenn die Gruppen diesbezlglich nicht untersucht
wurden, gering sein. Mit einer relevanten Stérung der Untersuchungsergebnisse ist hierdurch
nicht zu rechnen.

Die Patientenrekrutierung erfolgte an beiden Standorten nur nach relativ unscharfen
Kriterien. So waren zwar an beiden Standorten Organversagen Bedingung fir die Einteilung
in die Gruppe der schweren Pankreatitisverlaufe. In Greifswald erfolgte jedoch auch eine
Zuteilung zu den schweren Verlaufen bei nachgewiesenen Nekrosen im CT. Auch lag es im
Ermessen der behandelnden Arzte, einzuschatzen wann ein Organversagen vorlag. Der
Einfluss auf die Studie hierdurch ist nur schwer abzuschatzen. Auch hier sind bei weiteren
Studien genauere Eischlusskriterien erforderlich. Bei den Vergleichen, welche die
signifikanten Ergebnisse erbrachten ist jedoch zumindest das Einteilungskriterium: im
Behandlungsverlauf gestorben an beiden Standorten eindeutig.

Die statistisch signifikanten Ergebnisse, lassen sich gut tUber die erhdhte Todesrate durch
infizierte Nekrosen [131] erklaren. Sie untermauern den Verdacht, dass NOD2 Mutationen

eine bakterielle Infektion des Pankreas begunstigen.
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7.2. Moglichkeit der Assoziation zwischen NOD2 Mutationen und dem Verlauf der

akuten Pankreatitis

Neben dem Zusammenhang von Mutationen des NOD2 Gens mit Morbus Crohn, konnten
auch fur andere Krankheitsbilder ein Zusammenhang mit NOD2 Gen Mutationen
nachgewiesen werden. So gelten die Mutationen R334Q, R334W und L469F des NOD2
Gens als krankheitsauslésend fur das Blau Syndrom [132], einer seltenen Erbkrankheit, die
mit Arthritis, Iritis und Ausschlag einhergeht [133]. Sie liegen im NOD Bereich und nicht, wie
die mit Morbus Crohn assoziierten Mutationen, im LRR Bereich des NOD2 Gens. Auch fir
die Graft-versus-Host Disease (GvHD) und Komplikationen nach allogener
Stammzelltransplantation konnte eine Assoziation mit Mutationen des NOD2 Gens gezeigt
werden [134]. Ebenso wurden zahlreiche andere Erkrankungen auf eine Assoziation mit
NOD2 Mutationen untersucht [135].

Ein méglicher Zusammenhang von NOD2 Mutationen mit dem Verlauf der akuten
Pankreatitis kdnnte auf eine ahnliche Weise zustande kommen, wie sie schon fur den
Zusammenhang zwischen NOD2 Mutationen und Morbus Crohn vermutet worden ist:
Verminderte Produktion von a-Defensinen in Gegenwart von NOD2 Mutationen. Paneth
Zellen sezernieren in Gegenwart von LPS und anderen bakteriellen Produkten a-Defensine
und andere antimikrobielle Proteine [136]. Dies tragt wahrscheinlich zur Kontrolle der
mikrobiellen Flora des Dinndarms bei [137]. Wenn nun, in Gegenwart von NOD2 Mutationen
die Produktion von a-Defensinen eingeschrankt ist, kommt es in der Folge zu einer héheren
und anders gearteten Standortflora im Diinndarm [138]. Dies beeintrachtigt die
Abwehrfunktion der Darmbarriere.

Ein weiterer mdglicher Einflussweg von NOD2 auf die Abwehrfunktion der Darmbarriere, und
somit eine eventuelle Rolle bei der akuten Pankreatitis, kdnnte in der Interaktion von NOD2
mit dem GRIM19 (gene associated with retinoid-IFN-induced mortality 19) Protein liegen.
Das GRIM19 Protein hat Einfluss auf die Invasivitat von Bakterien in intestinalen Epithel-
Zellen [139]. Weder der genaue Mechanismus der Zusammenarbeit noch der Einfluss auf
die NFxB Aktivierung ist bisher bekannt.

Eine héhere Standortflora im Darm und eine gesteigerte Invasivitat von Bakterien sind
mogliche Ursachen, wieso bei einer primar sterilen Pankreatitis gehauft bakterielle
Infektionen des Pankreas eintreten kénnten. In der Summe wiirden man in Gegenwart von
NOD2 Mutationen gehauft schwerere Pankreatitiden beobachten. Ob NOD2 Mutationen
bereits zu Beginn einer Pankreatitis oder erst ab einem bestimmten Stadium der Erkrankung

einen aggravierenden Effekt hatten, bleibt zunachst fraglich. Studien belegen, dass es im
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Gegensatz zu sterilen Nekrosen, bei entziindeten Nekrosen gehauft zu Organversagen [140]
und Tod [131] kommt.

Ein weiterer Weg auf dem NOD2 Mutationen Einfluss auf den Verlauf der akuten Pankreatitis
nehmen kdnnten, ist durch die verstarkte Aktivitat pro-inflammatorischer Zytokine. Diese
kénnte durch den TLR2 Rezeptor, welcher durch ein mutiertes NOD2 Protein weniger
gehemmt wird, zustande kommen. So wurde gezeigt, dass NOD2 knockout Mause, die
mittels Lipopeptiden stimuliert wurden ein Ungleichgewicht in der TLR2 vermittelten
Produktion von Zytokinen (weniger IL-10, mehr IL12) aufweisen [141,142]. Dieses
Ungleichgewicht kdnnte ebenfalls im Verlauf der Pankreatitis Einfluss haben. Wie bereits
zuvor beschrieben wurde fur IL-10 eine schitzende und fir IL-12 eine schadigende Funktion

fur den Verlauf der Pankreatitis vermutet.

Viele Autoren gehen von einer Beeintrachtigung der Barrierefunktion des Darms als
Konsequenz der drei funktionsverlierenden Mutationen des NOD2 Gen aus. Somit ist ein
Einfluss auf den Verlauf der Pankreatitis durch Beguinstigung bakterieller Translokationen

der zunéchst steril verlaufenden Entziindung gut vorstellbar.

Das schnelle Erkennen von PAMPs als kérperfremd und die nachfolgende Immunreaktion
sind zentraler Bestandteil der angeborenen Immunitat. Eine Stérung dieser Funktion oder
der nachfolgenden Reaktionen kénnen somit weitreichende Konsequenzen fir die
Gesundheit eines Organismus haben. Es ist daher nicht Gberraschend, dass TLRs und
NODs in letzter Zeit haufig Gegenstand der Forschung bei entzindlichen Erkrankungen sind.
Insbesondere TLR4 ist im Zusammenhang mit dem Verlauf der akuten Pankreatitis
untersucht worden. So stellten Saluja et al im Tierversuch einen Zusammenhang zwischen
dem Vorhandensein von TLR4 und dem Ausmal der akuten Pankreatitis fest. Es wurde
gezeigt dass TLR4 knock-out Mause sowohl bei der Caerulin- wie auch bei der L-Arginin-
induzierten Pankreatitis weniger Schaden nehmen [143]. Diese Ergebnisse konnten jedoch
nicht auf die akute Pankreatitis des Menschen Ubertragen werden. Weiss et al konnten
keinen Zusammenhang zwischen den haufigsten Polymorphismen, welche mit einem
Funktionsverlust von TLR4 einhergehen (Asp299Gly und Thr300lle) und der akuten
Pankreatitis des Menschen feststellen [144]. Andererseits wurde in einer chinesischen Studie
mit geringerer Patientenzahl beim Vergleich von Patienten, bei denen eine Pankreasnekrose
mittels CT nachgewiesen wurde mit einer gesunden Kontrollgruppe ein gehauftes Auftreten
eines funktionseinschrankenden TLR4 Polymorphismus Asp299Gly beobachtet [145]. Eine
weitere chinesiche Studie konnte ebenfalls keinen Unterschied in der Haufigkeit des

Asp299Gily Allels des TLR4 Gens beim Vergleich von Patienten mit mildem Verlauf einer
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Pankreatitis mit Patienten mit schwerem Verlauf einer Pankreatitis sowie einer gesunden
Kontrollgruppe feststellen. Hier wurde jedoch eine Haufung einer bestimmten Variante der
Mannose bindenden Lektin Gens, welches das Mannose bindende Lektin, einem akute
Phase Protein, kodiert, bei Patienten mit schwerem Verlauf einer akuten Pankreatitis im
Vergleich zu Patienten mit mildem Verlauf beobachtet [146]. Es gibt also eine im Moment
widerspruchliche Sachlage bezliglich der Bedeutung von TLR4 Mutationen fir den Verlauf
der akuten Pankreatitis.

In der vorliegenden Arbeit wurde nun ein weiterer Mechanismus des angeborenen
Immunsystems und seine Rolle bei der Pankreatitis untersucht. Wir stellten die Hypothese
auf, dass die fur Morbus Crohn relevanten NOD2 Mutationen auch einen Einfluss auf den

Verlauf der akuten Pankreatitis haben.

7.3. Relevanz der Fragestellung

In der vorliegenden Studie wurde untersucht, ob bestehende Mutationen des NOD2 Gens
mit schwereren Verlaufen der Pankreatitis assoziiert sind. Die milde Verlaufsform der
Pankreatitis geht mit einer Mortalitat von etwa einem Prozent einher, schwere Pankreatitiden
dagegen mit einer Mortalitat von zehn bis dreilRig Prozent [147, 148]. Bei einem so
deutlichen Unterschied ist eine Prognose zur Verlaufsvoraussage der Pankreatitis besonders
wichtig. Hierdurch kdnnen Patienten, die von einer schweren Verlaufsform der Pankreatitis
bedroht sind, maglichst intensiver Uberwachung zugefiihrt und somit Komplikationen
frihzeitig diagnostiziert und therapiert werden. Die vorhandenen Ressourcen kénnten bei
einer frhen und sichereren Prognose 6konomischer eingesetzt werden. Wenn diese
Prognose auf klinische Untersuchungen allein beruht, gelingt eine korrekte Voraussage der
Verlaufsform nur in 34-44 Prozent der Falle [149, 150]. Daher wurden zahlreiche
Prognosesysteme zur Verlaufseinschatzung entwickelt Die CRP Wert Messung 48 Stunden
nach Krankenhausaufnahme hat mit einer Sensitivitdt von 80 Prozent und einer Spezifitat
von 76 Prozent [151] einen hohen Stellenwert. Zusatzlich haben der BUN (Blood urea
nitrogen) und der Procalcitoninwert einen gewissen Stellenwert. Als Prognosesystem haben
sich vor allem der APACHE Il Score, die Ranson Kriterien und der CT severity index
durchgesetzt. Nachteilig ist, dass die meisten Scores erst nach 48 Stunden abgeschlossen
sind, bzw. erst die Wertveranderung nach mehrmaliger Anwendung aussagekraftig ist.
Trotzdem wurde bisher kein Prognosesystem oder Laborparameter zur Abschatzung des
Verlaufs einer akuten Pankreatitis gefunden, welcher, allein genutzt, eine zufriedenstellende
Vorhersageleistung erbringt [152]. Bei einem nachgewiesenen Zusammenhang zwischen
Mutationen und dem Verlauf der akuten Pankreatitis kdnnten die bestehenden

Prognosesysteme verbessert werden.
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Sollte es gelingen, einen Zusammenhang zwischen NOD2 Mutationen und
schwerwiegenden Verlaufsformen der Pankreatitis sicher nachzuweisen, kdnnten sich neue
Ansatze zu moglichen Therapieformen der Pankreatitis ergeben. So kdnnte versucht
werden, die in Gegenwart der NOD2 Mutationen verminderten a-Defensine zielgerecht zu
substituieren, um schwere Verlaufsformen mit bakterieller Infektion des Pankreas zu
verhindern. Beim Morbus Crohn, bei dem verminderte a-Defensin Spiegel ebenfalls als
Krankheitsursache diskutiert werden [122], musste eine mdgliche Substitutionsbehandlung
eher langfristig erfolgen. Dies wirde Konsequenzen fir die Zusammensetzung der Darmflora
bedeuten die in ihrer Folge schwer abzusehen sind, da beim Morbus Crohn eine veranderte
Darmflora ebenfalls als Krankheitsursache diskutiert wird [153]. Im Gegensatz hierzu kénnte
eine Anwendung im Verlauf der akuten Pankreatitis lediglich kurzfristig als Prophylaxe gegen

Infektionen, die mit schweren Verlaufen und erhdhter Mortalitat assoziiert sind, erfolgen.
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8. Zusammenfassung

Ein wichtiger Aspekt der Pankreatitisforschung ist neben der Aufklarung der
Pathophysiologie das Erkennen von Prognosefaktoren, die eine Aussage uUber den Verlauf
einer Pankreatitis zu einem madglichst frihen Zeitpunkt nach Beginn der Erkrankung
ermdglichen. Dies ist insbesondere wichtig um solche Patienten zu identifizieren, die spater
einen schweren Krankheitsverlauf haben, Komplikationen entwickeln und daher mdéglichst
frihzeitig einer intensiven Uberwachung und Therapie zugefiihrt werden missen. Eine friihe
verlassliche Prognose wirde es ermdglichen vorhandene Ressourcen maglichst nur dort
einzusetzen, wo sie gebraucht werden.

Das Auftreten von Morbus Crohn ist mit Mutationen des NOD2 Gens assoziiert. NOD?2 ist ein
intrazellularer Rezeptor zur Erkennung von krankheitsassoziierten bakteriellen Strukturen.
NOD2 vermittelt die Induktion von a-Defensinen, antimikrobiellen Peptiden der
Darmschleimhaut und ist somit mitverantwortlich fir die Aufrechterhaltung der Darmbarriere.
Da die bakterielle Translokation auch im Rahmen einer akuten Pankreatitis eine
lebensbedrohliche Komplikation darstellen kann wurde in der vorliegenden Studie
untersucht, ob Mutationen des NOD2 Gens (R702W, G908R, 3020InsC) in Zusammenhang
mit dem Verlauf der akuten Pankreatitis stehen. Dazu wurde die DNA von 192 Patienten mit
leichtem oder schwerem Verlauf einer akuten Pankreatitis und 120 gesunden
Kontrollprobanden, von den Universitatsstandorten Greifswald und Magdeburg analysiert.
Das Auftreten der drei NOD2-Mutationen wurde mit Tagman-Analyse und anschlieliender
genomischer Sequenzierung untersucht.

Bei der statistischen Auswertung der Ergebnisse der Patienten aus Greifswald konnte
erstmals ein Zusammenhanges zwischen dem Verlauf der schweren akuten Pankreatitis und
der R708W Mutation des NOD2 Gens belegt werden. Fir die Kohorte der Patienten aus
Magdeburg war die Assoziation der NOD2-Mutationen jedoch nicht signifikant, so dass
insgesamt eine eindeutige Aussage bezlglich der Fragestellung nicht abschlieRend getroffen
werden konnte. Die vorliegende Studie deutet darauf hin, dass NOD2-Mutationen als
Risikofaktor bei einem schweren Pankreatitisverlauf fiir deren letalen Ausgang anzusehen
sind. Um die Rolle der NOD2-Mutationen endgliltig zu klaren sollten jedoch weitere Studien

mit groferen Patientenzahlen durchgefihrt werden.
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