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Zusammenfassung

Die Umwandlung von exogenen und endogenen hydrophoben Substraten in hydrophile
und somit renal eliminierbare Stoffe ist eine der Hauptaufgaben der Biotransformation.
Dieselbe ist in Phase | und Phase Il Reaktionen aufgeteilt, deren metabolische Aktivitat
einer genetisch beeinflussten starken interindividuellen und interethnischen Varianz
unterliegt. Bei genetisch bedingter enzymatischer Funktionsdeviation innerhalb dieses
Systems kann daraus resultierender erhohter oxidativer Strel3 sein zyto- und
genotoxisches Potential entwickeln.

Die mikrosomale Epoxid Hydrolase (EPHX) ist ein Enzym der Phase Il, das aus der
Phase | hervorgegangene hochreaktive Epoxide zu wasserldslichen Transdihydrodiol-
Derivaten umwandelt und somit neutralisiert. Eine Mutation in den Genen, die die
Enzyme dieses Detoxifikationssystems kodieren, konnten somit als genetischer
Risikofaktor die Genese einer chronischen Pankreatitis oder eines Pankreaskarzinoms
kofaktoriell beeinflussen, insbesondere da diese Pankreaserkrankungen mit exogenen
Noxen assoziiert sind.

Um eine valide Aussage bezlglich der Verteilung des Genotypes bei Patienten versus
Normalbevolkerung zu erzielen ist eine grof3e Fallzahl notwendig. Daher haben wir in
einer multizentrisch durchgefuhrten Studie ein Gesamtstudienkollektiv von 1999 Fallen
mit pankreatischen Erkrankungen und gesunden Kontrollen analysiert, um die
Verteilung des EPHX-Genotyps zu untersuchen. Die DNA-Proben wurden mittels
polymerase chain reaction (PCR) und einer Schmelzkurvenanalyse mithilfe von
fluorescence resonance energy transfer (FRET) Sonden und einem LightCycler

untersucht.



Tabelle I: Gesamtstudienkollektiv (N=1999)

EPXH1 Genotyp
TIT T/C Cc/C
Akute Pankreatitis N (%) 82 (45%) 83 (46%) 16 (9%)
Alkoholische N (%) 184 (54%) 133 (39%) 24 (7%)
chronische
Pankreatitis
Idiopathische N (%) 200 (46%) 187 (43%) 44 (10%)
chronische
Pankreatitis
Pankreaskarzinom N (%) 167 (45%) 164 (45%) 36 (10%)
Kontrollen N (%) 108 (44%) 112 (46%) 24 (10%)

Das Studienkollektiv setzt sich zusammen aus 367 Patienten mit einem
Pankreaskarzinom, 341 mit einer alkoholtoxischen chronischen Pankreatitis, 431 mit
idiopathischer chronischer Pankreatitis, 181 mit akuter Pankreatitis und 679 Kontrollen
mit demselben ethnischen Hintergrund (white caucasian). Es zeigt sich, dass bei
Patienten mit einer alkoholisch chronischen Pankreatitis (ACP) der EPHX1-Y113H
Polymorphismus signifikant im Vergleich zu den Kontrollen haufiger war (p<0,006). Bei
den ACP fand sich das Tyr 113 Allel mit einer Allelhaufigkeit von 0,74 zu 0,68 bei den
Kontrollen. Dieses entspricht einem korrespondierenden risk ratio von 1,21 (95%ClI,
1,06-1,37).

Es gab keinen signifikanten Haufigkeitsunterschied im Tyr 113 Allel in den anderen
Pankreasgruppen (AP:0,68; ICP:0,68; Ca:0,68; Kontrolle:0,68).

Zur Erhebung phanotypischer Merkmale bzw. weiterer Risikofaktoren wurde ein
Subkollektiv von N=385 analysiert.

Dieses kaukasische Studienkollektiv (N=385) besteht aus 53 Patienten mit einer
chronischen Pankreatitis (CP), aus 88 mit einem Adenokarzinom des Pankreas und aus
244 gesunden Kontrollen. Die in der Gesamtgruppe gesehene Assoziation zwischen
Genotyp und ACP konnte in dieser kleinen Fallzahl nicht nachgewiesen werden.

Es finden sich jedoch erwartungsgemal signifikant verteilte phanotypische Merkmale.

Raucher sind bei Patienten mit einer chronischen Pankreatitis mit p=0,003 signifikant
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haufiger vertreten. Pankreasverkalkungen und Pseudozysten sind krankheitsspezifisch

und erwartungsgemal mit jeweils p<0,001 mit der chronischen Pankreatitis assoziiert.
Es stellte sich heraus, dass die Karzinompatienten bei Erstdiagnosestellung und
Homozygotie signifikant (p=0,017) junger waren (52,7£12 vs. 6012 Jahre). Ebenso
zeigte sich, dass homozygote Karzinompatienten signifikant mehr Alkohol pro Woche
zu sich genommen haben (p<0,001). Bezogen auf Funktion und Eigenschaft der EPHX
erscheinen diese Zahlen z.T. widersprtchlich. Der signifikant geringere Alkoholkonsum
bei CP und Homozygotie (p=0,003) kdnnte auf eine proinflammatorische Wirkung der
Mutation hinweisen.

Der in unserer Studie beobachtete moderate Zusammenhang zwischen dem EPHX1-
Y113H Polymorphismus und dem Auftreten einer alkoholischen chronischen
Pankreatitis unterstitzt die Hypothese der Interaktion zwischen genetischer
Suszeptibilitdit und exogenen (Risiko-) Faktoren in der Genese der chronischen
Pankreatitis. In unserer Untersuchung haben wir nur ein Phase I-/Phase II-Gen
untersucht, jedoch darf spekuliert werden, dass die Kombination mehrerer genetisch
determinierter Enzymaktivitdten eine wesentliche Rolle in der Detoxifizierungsleistung
des einzelnen Individuums spielt. Um diese Zusammenhange statistisch sicher

aufzuklaren, bedarf es jedoch noch gréferer Fallzahlen.

Abstract

Turning hydrophob exogen and endogen substrates into hydrophil substances, thus
prepared for renal passage, is one of the major functions of the biotransformation. It can
be divided into Phase | and Phase Il reactions, whose metabolic activity underlies a
wide ranged diversity, influenced by genetic interindividual and interethnic variations. In
case of a genetically caused functional deviation of this system, a resulting increased
oxidative stress can develop its cyto- and genotoxic potential.

The microsomale epoxide hydrolase is a phase Il enzyme, which turns highly reactive
epoxides from phase | into water soluble Transdihydrodiol derivates thus neutralising
the substances. A mutation of the genes encoding for this detoxification system could
therefore be a genetic co-risk-factor in the genesis of a chronic pancreatitis or pancreas

carcinoma, especially because these diseases are associated with exogen substrates.
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In order to get a valid message concerning the distribution of the genotype of the

patients versus the genotypic frequency in the normal population a high number of
cases was needed. Therefore we examined within our multicentric study an overall
collective of 1999 cases. The DNA was examined with polymerase chain reaction
(PCR) procedure and a melting curve analysis with the help of fluorescence resonance
energy transfer (FRET) probes and a light cycler.

The study-collective consists out of 367 patients with pancreatic carcinoma, 341 with an
alcoholic chronic pancreatitis, 431 with idiopathic pancreatitis, 181 with acute
pancreatitis and 679 controls with the same ethnic background (white Caucasian). The
study shows that only patients with an alcoholic chronic pancreatitis (ACP) have a
significant increase of the EPHX-Y113H polymorphism compared to the control group
(p<0,006). The Tyr 113 allel could be found with a frequency of 0,74 within the ACP
compared to the control group with a frequency of 0,68. This results in a corresponding
risk ratio of 1,21 (95%Cl, 1,06-1,37). There was no significant accumulation of the Tyr
113 allel in the other pancreas groups (AP:0,68; ICP:0,68; Ca: 0,68; controls: 0,68).

Tabelle I1: Genotype according pancreatic diseases (N=1999)

EPXH1 Genotype
TIT TIC C/iC

Acute pancreatitis N (%) 82 (45%) 83 (46%) 16 (9%)
Alcoholic chronic N (%) 184 (54%) 133 (39%) 24 (7%)
pancreatitis

Idiopathic chronic N (%) 200 (46%) 187 (43%) 44 (10%)
pancreatitis

Pancreas- N (%) 167 (45%) 164 (45%) 36 (10%)
Carcinoma

Controls N (%) 108 (44%) 112 (46%) 24 (10%)

To raise phenotypic expressions and/or further risk factors we analysed a subcollective
of N=385.
This white Caucasian study-collective (N=385) consists out of 53 patients with a chronic

pancreatitis (CP), out of 88 with an adenocarcinoma of the pancreas and out of 244
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healthy controls. The association of an ACP and the genotype which was seen in the

big study-collective could not be found in this small group.

A number of expected significant distributions of phenotypic expressions could be found
though. Smokers are significantly more frequent within the patients with chronic
pancreatitis (p=0,003). Pancreascalcifications and pseudocysts are typical for a chronic
pancreatitis and therefore significantly increased (p<0,001).

It turned out, that the patients with a carcinoma and an homocygot genotype were
significantly younger (p<0,017; 52,7+12 vs. 60£11 ys). Homocygot carcinoma patients
drink according to the small collective significantly more alcohol per week (p<0,001).
Considering the function and the characteristics of the EPHX system these numbers
appear partially contradictory. The significant lower alcohol consume in the homocygot
chronic pancreatitis group (p<0,003) could be a hint to the proinflammatoric effect of the
mutation.

The seen moderate synergy between the EPHX1-Y113H polymorphism and the
incidence of an alcoholic chronic pancreatitis underlines the hypothesis of an interaction
between a genetic susceptibility and an exogen (risk-) factor in the genesis of chronic
pancreatitis. In our study we did only examine one phase I-/phase II-gen, but it can be
speculated, that a combination of multiple genetically determined enzyme-activities play
a major role in the ability of detoxification of every single individual. In order to proof
these synergies statistically reliable, even bigger study-collectives are needed.
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1 Einleitung

Die Bauchspeicheldriise ist ein retroperitoneal gelegenes Organ mit einer Lange von 15
bis 23 cm und einem Gewicht von 70 bis 150 g. Paul Langerhans beschrieb im Jahr
1869 erstmalig eine Einteilung in einen exokrinen und endokrinen Anteil. Die
endokrinen Anteile des Organs werden auch als die Langerhansschen Inseln
bezeichnet. In den Inselzellen werden als Hauptvertreter der Blutglukoseregulation
Insulin, Glukagon und Somatostatin produziert. Der exokrine Anteil ist in den Azini
gruppiert und wird hauptsachlich Uber die Vagusaktivitdt, und die Mediatoren
Cholezystokinin und Sekretin moduliert. Die Sekretionsmenge kann bis zu zwei Litern
am Tag betragen. Neben den Enzymen Lipase und Amylase werden auch
proteolytische Enzyme sezerniert (vorwiegend Endo- und Exopeptidasen).

Meistdiskutierte Pankreaserkrankungen sind die akute Pankreatitis, die chronische

Pankreatitis und das Pankreaskarzinom.

1.1 Die akute Pankreatitis

Der akuten Pankreatitis liegt meist eine biliar induzierte Entzindung zugrunde (40%),
gefolgt von toxischen Genesen'. Diese kann mit einer Stérung der endokrinen und
exokrinen Funktion einhergehen, heilt jedoch grof3tenteils ohne Defekt ab. Durch diesen
Prozess kénnen aber auch Pseudozysten entstehen, die abhéngig von ihrer Gréf3e, in
aller Regel keine klinische Symptomatik verursachen?. Die Epidemiologie der akuten
Pankreatitis zeigt 15 bis 20 Erkrankte pro 100.000 Einwohner. Wéahrend bei den
Mannern ein Alkoholabusus &tiologisch diskutiert wird, ist es bei den Frauen haufiger
eine akute bilidre Pankreatitis. Daraus ergibt sich eine typische Altersverteilung von
dem 20. bis 40. Lebensjahr bei den Méannern und zwischen dem flnften und sechsten
Lebensjahrzehnt bei den Frauen®. Seltenere Ursachen wie z.B. medikamentds-toxische
Einflisse, Infekte oder mechanische Behinderung des Sekretflusses machen ca. zehn
Prozent der akuten Pankreatitiden aus. Bei weiteren 10-20 Prozent der AP spricht man
von einer idiopathischen Pankreatitis, bei der man keinen Ursache eruieren kann.
Dieselbe GrolRenordnung von zehn bis zwanzig Prozent idiopathischer Erkrankungen
findet sich bei Patienten mit chronischer Pankreatitis.
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1.2 Die Chronische Pankreatitis

1.2.1 Epidemiologie

Im Vergleich zur akuten Pankreatitis zeichnet sich die chronische Pankreatitis durch
einen zumeist progredienten Verlauf aus, der haufig in einer funktionellen Insuffizienz
des Organs endet. Morphologisch ist im Verlauf bis zum Terminalstadium eine
zunehmende Fibrosierung des Pankreasgewebes charakterisierend®. Haufig fallen in
bildgebenden Verfahren ausgedehnte Verkalkungen auf, welche das fortgeschrittene
Stadium einer chronisch kalzifizierenden Pankreatitis belegen®. Hohergradige Stadien
einer chronischen Pankreatitis gehen einher mit einer zunehmenden Reduktion der
exokrinen und endokrinen Funktion, die dann haufig durch eine Substitutionstherapie
ausgeglichen werden mufR3. Klinisch werden die Patienten in der Regel durch
gurtelférmige Oberbauchschmerzen, einer Steatorrhé und daraus resultierendem
Malabsorptionssyndrom auffallig. Die Inzidenz der Erkrankung liegt bei 6 auf 100.000
mit einem Haufungsgipfel zwischen dem 45 bis 54 Lebensjahr.

1.2.2 Pathogenese und Pathophysiologie der CP

Die in westlichen Industrienationen haufigste Ursache fur eine chronische Pankreatitis
ist ein erhohter Alkoholkonsum (75-90%)°. Das Risiko eine chronische Pankreatitis
durch kontinuierlichen Alkoholkonsum zu entwickeln zeigt eine logarithmische
Beziehung zur taglich zugefuhrten Alkoholmenge. Als kritische Schwelle wurden bei
Frauen eine Menge von 280 g/Woche, bei Mannern von 560 g/Woche Alkohol tber
einen Zeitraum von funf bis finfzehn Jahren kontinuierlichen Konsums ermittelt. Hierbei
ist die Quantitat, nicht die Qualitat des Alkohols ausschlaggebend’. Dafiir spricht, dass
eine vorrausgegangene alkoholbedingte akute Pankreatitis fur die Genese einer CP
pradisponierende Funktion haben kann®. Rauchen ist ein weiterer wesentlicher Kofaktor
in der Genese der CP. Weitere Kofaktoren fur die Progression einer CP sind protein-
und fettreiche Ernahrung und ein Mangel an Spurenelementen (Kupfer, Selen, Zink)®"’.

Der genaue Pathomechanismus, warum erhdhter Alkoholkonsum zu einer chronischen
Pankreatitis fuhrt ist weiterhin ungeklart. Eine mittlerweile veraltete tierexperimentell
untersuchte Hypothese besagte, dass eine mogliche Sekretionsveranderungen der
Bauchspeicheldrise beglnstigende Funktion haben kénnte. So wirde in diesem Falle

das Sekret eindicken und zu einer sekundaren Obstruktion der Pankreasgénge fiihren®.
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Diese Hypothese ist nach aktueller Lehrmeinung jedoch Uberholt. Eine

Alternativhypothese besagt, dass eine alkoholvermittelte Autoaktivierung proteolytischer
Enzyme zu Zelluntergang, Fibrose und Gangvernarbungen fiihrt’. Eine
Aktivitatsinduktion der Phase | Enzyme z.B. des Cytochrom P450 Systems ist bekannt.
Da nur 5 bis maximal 10% der Patienten die einen Alkoholabusus betreiben eine
chronische Pankreatitis entwickeln, steht weiterhin die Frage im Raum wieso die
Verteilung der Risikofaktoren in so unterschiedlicher Menge zu dem gleichen
Krankheitsbild fuhren. Die Theorie einer genetisch bedingten erhéhten Empfindlichkeit

des Pankreasgewebes auf Noxen zu untersuchen, ist das Ziel unserer Studie gewesen.

1.3 Das Pankreaskarzinom

1.3.1 Epidemiologie

Maligne Pankreastumore gehen in 90 % der Falle vom duktalen Gangepithel aus.
Dieses Karzinom hat haufig eine infauste Prognose bei Diagnosestellung, da es oftmals
klinisch erst sehr spat symptomatisch wird. Die mittlere Uberlebensdauer nach
Diagnosestellung wird in géngigen Textbichern mit drei bis sechs Monaten angegeben.
Andere maligne Tumoren des Pankreas sind das Papillenkarzinom, das durch seine
Lokalisation eine friihere klinische Symptomatik verursacht, sowie endokrine Tumoren
mit deutlich besseren Prognosen. Die in einem Groldteil der Falle ausgedehnte
Metastasierung gibt einer chirurgischen Intervention selten Chancen auf Besserung. Die
Inzidenz des Pankreaskarzinoms mit 4-7 auf 100.000 Einwohner ist zwischen dem 60.—
80. Lebensjahr die hochste, wobei Manner ein erhdhtes Risiko haben. Insgesamt steigt
durch die Haufung im hoheren Lebensalter auch die Inzidenz der Erkrankung in den
westlichen Industrienationen, da die Menschen hier in aller Regel durch die

Moglichkeiten moderner Medizin alter werden.

1.3.2 Pathogenese und Pathophysiologie

Zu den bekanntesten Risikofaktoren ein Pankreaskarzinom zu entwickeln zdhlen das
Rauchen, fettreiche Ernahrung (Adipositas und Diabetes), eine langbestehende
chronische Pankreatitis’®!!, sowie eine vorbestehende alkoholtoxische chronische

Pankreatitis'?, als auch die Exposition zu polyaromatischen Kohlenwasserstoffen. Es
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konnte kein Zusammenhang zu erhohtem Kaffee- oder Alkoholkonsum gefunden

werden.

Im Tierversuch konnten durch Langzeitbehandlungen mit Karzinogenen wie Azaserin
und Nitrosaminen Pankreaskarzinome induziert werden. Diese Noxen fungieren unter
Umstanden auch beim Menschen als Kofaktoren, wofur das Auftreten des
Pankreaskarzinoms als Alterserkrankung u.U. durch langjahrige Akkumulation spricht.
Doch auch hier kann man aufgrund von epidemiologischen Daten annehmen, dass die
Empfindlichkeit des Pankreasgewebes wie auch bei der CP durch genetische Faktoren
beeinflusst wird.

Da sowohl das Karzinom als auch die chronische Pankreatitis ein ahnliches Risikoprofil
aufweisen, wurden beide Kollektive in dieser Studie untersucht.

1.4 Die allgemeine Rolle von Phase | und Phase Il Reaktionen

Die Umwandlung toxischer Substanzen in wasserlgsliche Verbindungen, die renal
ausgeschieden werden konnen, ist ein grundlegendes Prinzip beim Abbau von
Fremdstoffen. Hierbei unterscheidet man Phase-I- und Phase-llI-Reaktionen. Die
Aktivitat vieler Phase-lI- und Phase-llI-Enzyme ist genetisch beeinflusst und kann
schwacher und starker ausgepréagt sein. Genetische Polymorphismen sind fur die
starken interindividuellen Unterschiede im Metabolismus von Fremdstoffen
verantwortlich. Die Phase-I-Enzyme der Cytochrom-P450-Familie sind fur den Abbau
der meisten Arzneimittel sowie toxischer Fremdstoffe essentiell. Die Phase-llI-Enzyme
spielen eine wichtige Rolle in der Biotransformation von aromatischen und
heterozyklischen Aminen und Hydrazinen, die als Medikamente und in der Umwelt
vorkommen. Genetische Polymorphismen der Enzyme des Fremdstoffmetabolismus
sind fur eine veranderte Expression und Aktivitdt der betroffenen Genprodukte
verantwortlich  und  kbnnen das  Krebsrisiko und das Risiko  fur
Arzneimittelnebenwirkungen beeinflussen. Ein Zusammenhang einer EPHX-Mutationen
und verschiedenen teils malignen Erkrankungen wurde in einer Reihe von Studien
untersucht, so wurde 1996 ein signifikanter Zusammenhang mit Ovarialkarzinomen*?,
1997 mit der Genese von Lungenemphysemen®, 1998 zu Lungenkrebs®™, 1999 zu
Colonkarzinomen'® und 2000 zu Oro-, Pharynx- und Larynxkarzinomen®’, sowie im Jahr

2001 zur Praeklampsie®® gefunden. Ebenso konnte ein proinflammatorischer Effekt der
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EPHX-Mutation bezogen auf die Genese eines Morbus Crohn® in einer Studie aus

dem Jahre 2002 nachgewiesen werden.

Die Haufigkeitsverteilungen der Allele der Gene, die Phase-I- und Phase-llI-Enzyme
kodieren, sind fur viele Populationen bekannt; sie zeigen eine grof3e interethnische
Varianz. In den fur diese Enzyme codierenden Genen wurden schon zahlreiche
Polymorphismen beschrieben, die dazu fuhren, dass entweder eine gesteigerte, oder
verminderte Enzymaktivitdt zu verzeichnen ist. Solche Polymorphismen kénnen die
Entstehung von Krankheiten beeinflussen.

Die mikrosomale Epoxid Hydrolase spielt eine groRe Rolle in extrahepatischen
Detoxifizierungsprozessen der Phase Il. Die durch das Cytochrom P 450 modifizierten
Xenobiotika werden zwischenzeitlich zu hochreaktiven Epoxiden modifiziert, die sich an
zellulare Bestandteile binden kdnnen und damit eine Gewebsschadigung verursachen.
Die Detoxifizierung von Epoxiden kann durch Konjugation mit Glutathion, katalysiert
durch die Glutathion-S-Transferase, oder durch Hydratation zu wasserloslichen
Transdihydrodiol-Derivaten durch die Epoxid-Hydrolase geschehen®. Das auf
Chromosom 1Q42.1 lokalisierte Gen®* kodiert fir zwei Formen der Epoxid-Hydrolase.
Einerseits die mikrosomale Epoxid Hydrolase (EPHX1) und die ldsliche Epoxid-
Hydrolase (EPHX2)??, wobei sich unsere Studie mit dem haufigsten EPHX1-
Polymorphismus (Y113H) beschaftigt.

Liegt eine Funktionseinschrankung dieses Enzyms vor, kann der zyto- und

genotoxische Stress ansteigen.
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Abbildung I : Schema Phase | / Il Metabolismus
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Fragestellung und Hypothese
Ist der Polymorphismus EPHX1-Y113H mit einem hoheren Risiko fur eine
chronische Pankreatitis assoziiert?
Ist EPHX1-Y113H mit einem hoheren Risiko fir ein Pankreaskarzinom
assoziiert?
Hat der Genotyp des EPHX Gens einen Einfluss auf den Verlauf der

Erkrankung?

Wie sind typische Risikofaktoren innerhalb des Patientenkollektives verteilt?



2 Material und Methoden

2.1 Material und Gerate

2.1.1 Material

High-Yield-Kit
Oligonukleotide
AmpliTaq Gold DNA-Polymerase

GeneAmp 10x PCR-Puffer, MgCl,, dNTPs

Bayol F
PCR-Gefalie
LightCycler-Kapillaren

2.1.2 Gerate

GenoM48 (DNA-Extraktion)

T3 Thermocycler (PCR)

LightCycler (Schmelzkurvenanalyse)
LightCycler-Zentrifuge

Vortex

2.2 Methoden

2.2.1 Patientenrekrutierung

16

Genovision

TIB MOLBIOL, Berlin

Perkin Elmer, Uberlingen
Perkin Elmer, Uberlingen
Serva, Heidelberg

Biozym, Hessisch Oldendorf

Roche Diagnostics, Mannheim

Genovision
Biometra

Roche Diagnostics
Roche Diagnostics
IKA

Einschlusskriterien fir diese Studie waren die untersuchten Grunderkrankungen, Alter

und Risikoprofil stellten kein Ausschlusskriterium dar.

Die Patienten des grofRen Studienkollektives (N=1999) wurden multizentrisch erhoben

sowohl durch unsere Studiengruppe (Studienkollektiv N=385) an der Charité Berlin,

sowie durch die Studiengruppe Prof.Dr.H.Schulz (Universitatsklinik Magdeburg) und der

Studiengruppe um Prof.Dr.V.Keim (Universitatsklinik Leipzig).

Die reprasentative Subgruppe von Patienten der Charité (N=385) wurden sowohl

stationar, als auch im Rahmen der gastroenterologischen Sprechstunde des Campus
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Mitte fur die Studie gewonnen. Der Grolf3teil der Patientengruppe mit Karzinom wurde

innerhalb der hAmatologisch/onkologischen Sprechstunde des Campus Rudolf Virchow
Klinikum akquiriert.

Die Kontrollgruppe bestand aus Blut von gesunden Probanden ohne anamnestische
Hinweise auf Pankreaserkrankungen.

Die Patienten, die an der Charité untersucht wurden, sind prospektiv mithilfe eines
standardisierten Fragebogens (siehe Anhang) ph&notypisiert und in eine Access-
Datenbank erfasst worden. Fehlende Angaben wurden mit Hilfe der Patientenakten
erganzt.

Der Fragebogen deckte Angaben zu Alkohol-, Zigaretten-, Drogen-,
Medikamentenkonsum/-abusus ab. Ferner wurden klinische Angaben gesammelt, wie
Datum der Erstdiagnose, ERCP-Klassifizierung, Initialschub und Inzidenzen der
Pankreatitis, = Parenchym-Verkalkungen,  Pseudozysten, @ Pankreasgang- und
Gallengangsdilatation, exokrine Pankreasinsuffizienz, Pankreasenzymsubstitution,
Diabetes mellitus und Insulinsubstitiution, das Bestehen von chronischen Schmerzen
und deren Therapie, weiterer Komplikationen (Gallengangsstenose,
Milzvenenthrombose,...), pankreasbedingte OP und Ko&rpergewichtsverlauf Gber die
letzten sechs Monate, PAVK, KHK, COPD, Malignomen (Plattenepithel-Ca, Pankreas-
Ca, Bronchial-Ca, Colon-Ca, HCC), Leberleiden und die krankheitsspezifische
Familienanamnese erhoben.

Anhand der Anamnese und der phénotypische Merkmale wurden die
Patientenuntergruppen definiert. Als Patienten mit einer alkoholisch chronischen
Pankreatitis wurden Probanden definiert, die Uber einen langeren Zeitraum hinweg
(Jahre) mindestens 60 g Alkohol/Tag zu sich genommen haben und bei denen andere
Ursachen einer chronischen Pankreatitis nicht eruiert werden konnten. Die
idiopathische chronische Pankreatitis wurde definiert durch mindesten drei
rezidivierende Pankreatitiden bzw. Patienten mit einer chronischen Pankreatitis ohne
Hinweis auf einen chronisch gesteigerten Alkoholkonsum (> 20 g/Tag) oder einer
anderen Ursache fir eine Pankreatitis.

Die Entnahme vendsen Blutes erfolgte nach Aufklarung und Zustimmung der Patienten.
Fur die DNA Extraktion wurden jeweils 10 ml ventses EDTA Blut dem Patienten
entnommen, das dann bei -24°C zwischengelagert wurde.
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Sowohl die Probanden der Kontrollgruppe, wie auch die Patienten waren alle weil3e

Kaukasier und entstammten dem gleichen Umfeld.

Die vorliegende Studie wurde von der Ethikkommission der Charité genehmigt.

Alle Patienten wurden Uuber die wissenschaftlichen Ziele und die Durchfiihrung
molekulargenetischer Untersuchungen aufgeklart und dieses auch schriftlich

dokumentiert (siehe Anhang).

2.2.2 DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion wurde mithilfe eines Roboters GenoM-48 (Fa. Genovision, Wien)
durchgefuhrt. Das Prinzip beruht auf der Bindung der DNA an Silica-Oberflachen von

magnetischen Beads in Gegenwart einer chaotrophen Lésung.

Abbildung Il : Schema DNA-Extraktion

Zell-Lyse mit Zusatz von Magnetpartikel,

thaotrop_hen > Bindung der DNA an Silica-
eagentien A
Oberflache

N R I‘\‘ N
iyt Vm@ \\\ .
) \\\Eg\\\i
Elution der DNA in Wasser,

DNA ist ,ready for use" <:| Abtrennung der Partikel mit

Magneten

Da ein Probenvolumen von 150 ul angesetzt wurde, ist ein High-Yield-Kit verwendet worden.
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2.2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR ist eine von Mullis et al. (1987) entwickelte in vitro-Technik, bei der definierte
DNA-Abschnitte enzymatisch vervielfaltigt werden kdénnen. Anfang und Ende des zu
amplifizierenden Abschnitts werden durch komplementare bzw. umgekehrt
komplementére, einzelstrangige Primer definiert, die sich an die 5'-Enden der Ziel-DNA
anlagern. Durch zyklische Temperaturveranderung wird die DNA denaturiert, was eine
Anlagerung der Primer ermdglicht (Annealing). Durch die Aktivitat der DNA Polymerase
wird der Primerstrang verlangert (Extension) und somit die Ziel-DNA kopiert. Durch die
Wiederholung der Zyklen kommt es zu einer exponentiellen Vermehrung der
Zielsequenz.

Der PCR-Reaktionsansatz enthielt 2,8 ul Puffer (100 mM Tris-HCI, pH 8,0, 500 mM KClI;
15 mM MgCl,, 0,1 % Gelatine), 400 uM Desoxynukleotidtriphosphate (in aquimolaren
Mengen jedes dNTP), je 0,1 uM Primer, 0,75 U DNA-Polymerase (AmpliTaq Gold) und
3 pl genomische DNA in einem Gesamtvolumen von 28 pl. Der PCR-Ansatz wurde mit
einem Tropfen Ol (Bayol F) Uberschichtet, um Verdunstung zu vermeiden. Die PCR
wurde in einem automatisierten Thermocycler (T3 Thermocycler, Biometra, Goéttingen,
Deutschland) unter folgenden Bedingungen durchgefuhrt: Initial erfolgte eine
Denaturierung der DNA fir 12 min bei 95°C. AnschlieRend folgten 48 Zyklen
Denaturierung fur 20 s bei 95°C, Anlagerung der Primer (Annealing) fir 40 s bei 56°C,
Elongation fir 90 s bei 72°C und eine abschlielRende Extension fur 2 min bei 72°C.

Die verwendeten Primer wurden von der Firma TIB MOLBIOL (Berlin, Deutschland)
hergestellt. Die Primer zur Amplifikation der Ziel-DNA des EPHX-Gens wurden anhand
der publizierten Nukleotidsequenz synthetisiert. Folgende Oligonukleotide wurden fur
die PCR eingesetzt: 5-GAT CGA TAA GTT CCG TTT CAC C-3 und 5-GGC TGG CGT
TTT GCA AAC AT-3.

2.2.4 Schmelzkurvenanalyse

Nach der Amplifikation des gewilnschten PCR-Produktes wurde dieses mit zwei
fluoreszensmarkierten  FRET-Proben-Paaren  hybridisiert. Die  Sequenz  der
Sensorsonden war komplementar zur Sequenz des zu untersuchenden
Polymorphismus, so dass der Komplex zwischen Sensorsonde und mutiertem Allel

stabiler war als der Komplex zwischen Sensorsonde und Wildtyp. Bei Vorliegen des
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gesuchten Polymorphismus entstand eine allelspezifische Schmelzkurve, deren

Schmelztemperatur héher war als die des Wildtyps, da die Sensorsonden eine Basen-
Fehlpaarung zu dem Wildtyp aufwiesen. Wirde unter der Sonde eine andere Mutation
als die nachzuweisende liegen, wirde das Vorhandensein von 2 Basen-Fehlpaarungen
in einer weiteren Schmelzpunkterniedrigung resultieren.

Die FRET-Sonden wurden von der Firma TIB MOLBIOL (Berlin, Deutschland) anhand
der publizierten Nukleotidsequenz synthetisiert. Fur die Detektion der Variation wurde
eine fluoreszeinmarkierte Sensorsonde verwendet und eine mit LC 640-markierte
Ankersonde (LC: LightCycler Red; ph: Phosphat): 5-GAA TTT GAC TGG AAG AAG
CAG GTG GAG A—FL und LC Red640-TCT CAA CAG ACA CCC TCA CTT CAA GA—
PH.

4,5 pl PCR-Produkt wurden in LightCycler-Kapillaren (Roche, Mannheim) mit 2,0 pl
Sondenmix versetzt. Der Sondenmix bestand aus 180 pl aqua bidest, 13 pl FL-Sonde
und 16 pl LC 640-Ankersonde (Sondenkonzentration jeweils 10 puM). Die Kapillaren
wurden mit einem Kunststoffdeckel verschlossen und 20 Sekunden bei 2000 rpm
zentrifugiert. AnschlieRend erfolgte die Schmelzkurvenanalyse im LightCycler unter
folgenden Bedingungen: Initiale Denaturierung bei 95°C fir 60 s (Rampe: 20°C/s),
Abkihlen auf 45°C fur 10 s (Rampe: 20°C/s), Schmelzkurvenanalyse mit
Temperaturerhéhung auf 75°C (Rampe: 0,05°C/s) und erneutes Abkthlen auf 40°C fur
2 s (Rampe: 20°C/s). Die Aufzeichnung und Auswertung der Schmelzkurven erfolgte

computergesteuert (Roche Molecular Biochemicals Version 3.5).

Abbildung lll: Schmelzkurvenanalyse
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3 Statistik

Der Chisquare oder der Fisher's exact test wurden fur diskrete Variablen benutzt. P-
Werte (zweiseitig) mit Werten unter 0,05 wurden als signifikant gewertet. Der T-Test
oder Mann-Whitney’s Rang-Summen Test wurden bei unpaarigen Daten genutzt. Der
Kruskal-Wallis Test wurde fir den Vergleich mehrerer Gruppen nichtparametrischer
unpaariger Daten genutzt.

Alle statistischen Auswertungen wurden mittels SPSS/PC+ V12.0 software (SPSS,
Chicago, USA) durchgefiihrt. Das relative risk ratio (RR) wurde mithilfe des Programms

EpiCalc berechnet.

4 Resultate

4.1 EPHX1 Genotyp und Pankreaserkrankung

Das Studienkollektiv von 1999 Féllen setzt sich zusammen aus 367 Patienten mit einem
Pankreaskarzinom, 341 mit einer alkoholtoxischen chronischen Pankreatitis, 431 mit
idiopathischer chronischer Pankreatitis, 181 mit akuter Pankreatitis und 679 Kontrollen
mit demselben ethnischen Hintergrund (white Caucasian). Innerhalb dieses grol3en
Studienkollektives zeigt sich das Tyr 113 Allel mit einem korrespondieren risk ratio von
1,21 (95%CI, 1,06-1,37) signifikant haufiger (p<0,006) in der Gruppe der
alkoholische chronischen Pankreatitiden versus der Kontrollpopulation. Hier zeigt sich
Tyr 113 Allel des EPHX-Y113H Polymorphismus mit einer Haufigkeit von 0,74 zu 0,68
bei den Kontrollen. Andere Pankreatitiden zeigten keine signifikanten Unterschiede
(AP:0,68; ICP:0,68; Ca:0,68; Kontrolle:0,68).
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Tabelle Ill: Gesamtstudienkollektiv (N=1999)

EPXH1 Genotype
TIT TIC C/iC
Akute Pankreatitis N (%) 82 (45%) 83 (46%) 16 (9%)
Alkoholische N (%) 184 (54%) 133 (39%) 24 (7%)
chronische
Pankreatitis
Idiopathische N (%) 200 (46%) 187 (43%) 44 (10%)
chronische
Pankreatitis
Pankreaskarzinom N (%) 167 (45%) 164 (45%) 36 (10%)
Kontrollen N (%) 108 (44%) 112 (46%) 24 (10%)

4.2 Ergebnisse des Berliner Patientenkollektives

Das von uns weiterfihrend phanotypisch analysierte kaukasische Studienkollektiv
(N=385) besteht aus 53 CP-Patienten, aus 88 Ca-Patienten und aus 244 gesunden
Kontrollen

Die Gruppen wurden zuerst untereinander in Bezug auf die Genotypen untersucht,
wobei die Verteilung eher zuféllige Unterschiede (p=0,485 nach Pearson) aufzeigt.
Danach wurden sie paarweise gegeneinander untersucht, wobei keines
Signifikanzniveau erreichte (CA zu CP p=0,834; CA und CP vs. Kontrollen p=0,212).
Auf die Zusammenfassung der Gene und Prifung zu den Gruppen wurde aufgrund
einer dann notwendigen Adjustierung des Signifikanzniveaus nach Bonferoni verzichtet.
Nun wurde der Zusammenhang von Genotyp zu anderen Variablen und
phanotypischen Charakteristika  untersucht. Dafur  wurde zuerst  eine
Homogenitatsprifung zwischen den Ca- und CP-Kollektiven durchgefuhrt. Wenn sich
die Gruppen bezogen auf die Variable als homogen verteilt erwiesen, so wurden die
Gruppen zusammengefasst und statistisch zur Mutation (homo-/heterozygot/Wildtyp)

untersucht.




Tabelle IV: Grundcharakteristika der Patienten mit Pankreaserkrankungen
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Gesamt Ca CP Signifikanz
Zeilen % von Zeilen % von
0,
abs. % | abs. % Ca abs. % CP (p <0,05)
Gesamt 141 88 62,4 53 37,6
mannlich 90 | 63,8 | 56 62,2 63,6 34 37,8 64,2
weiblich 51 | 36,2 | 32 62,7 36,4 19 37,3 35,8
Raucher 93 | 66,0 | 50 53,8 56,8 43 46,2 81,1
p=0,003
Nichtraucher 48 | 34,0 | 38 79,2 43,2 10 20,8 18,9
Alkohol
(>60g/d) 37 | 26,2 | 12 32,4 13,6 25 67,6 47,2 p<0,001
MW | SD | MW SD MwW SD
Alter bei ED 52,6 | 14,4 | 59,8 10,9 40,6 11,2 p<0,001
BMI 23,7 | 51 | 23,6 4,0 23,9 6,6
Zigaretten/d
24,5 | 13,3 | 24,6 12,1 24,3 14,8
(nur Raucher)

Raucher sind bei CP mit p=0,003 signifikant haufiger vertreten. Ebenso sind Patienten mit einem Alkoholkonsum >60g/d mit

p<0,001 bei den CP haufiger. CP-Patienten sind mit p<0,001 signifikant junger als die Gruppe der Ca.

Tabelle V: Haufigkeit des EPHX-Y113H Polymorphismus

Gesamt Ca CP Kontrollen

Mutation abs. % abs. % abs. % abs. %
Wildtyp 170 44,2 37 42,0 25 47,2 108 44,3
Homozygot 46 11,9 14 15,9 8 151 24 9,8
Heterozygot 169 43,9 37 42,0 20 37,7 112 45,9
Gesamt 385 100 88 100 53 100 244 100

Die Genotypen sind nicht signifikant verteilt mit p=0,49.

In dem von uns wildtypisch charakterisierten Subkollektiv fand sich im Gegensatz zu

der grof3en Kohorte von 1999 Féllen kein Unterschied in der Verteilung des Genotyps

beziiglich der Atiologie der Pankreaserkrankungen.
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Abbildung IV: Relative Verteilung der Genotypen in den Gruppen
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Die Genotypen sind nicht signifikant verteilt mit p=0,49.

4.3 Interaktion zwischen exogenen Faktoren und Genotyp

Um die Interaktion zwischen den Genotypen der EPHX1-Y113H und den exogenen
Faktoren, wie Zigaretten- oder Alkoholkonsum, als auch den Einflu3 des Genotyps auf
das Entstehungsalter der Erkrankung zu untersuchen, wurden diese Faktoren dem
Genotyp gegenubergestellt (Tab. IV, Tab. V). Hier fand sich ein deutlich jingeres Alter
bei Erstdiagnose fur Patienten mit einem homozygoten Genotyp. Dieser Effekt konnte
allerdings fur die chronische Pankreatitis nicht beobachtet werden. Weiterhin hatten
Patienten mit einer chronische Pankreatitis und einem homozygoten Genotyp einen
scheinbar geringeren durchschnittlichen Alkoholkonsum als die Patienten mit Wildtyp
und Heterozygotie. Dieses lasst vermuten, dass hier weniger exogene Noxen

notwendig sind, um eine Pankreaserkrankung zu induzieren.
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Tabelle VI: Spezielle Risikofaktoren und Onset bei Ca-Patienten

Gesamt Wildtyp Homozygot Heterozygot Signifikanz

MW | SD | MW | SD | MW | SD | MW | SD (p < 0,05)

Alter bei ED 59,8 | 10,9 | 60,0 | 11,2 | 52,7 | 12,4 | 62,5 8,9 p=0,017
(Jahre)

Zigaretten/d 24,6 121 21,7 10,9 29,6 14,6 24,5 11,4

Alkohol
(g/Woche)

Die Karzinompatienten sind bei Erstdiagnose und Homozygotie signifikant jinger (p=0,017). Der durchschnittliche Alkoholkonsum in
g/Woche ist bei Homozygotie ebenfalls signifikant erhéht mit p=0,001.

239,4 | 478,1 | 127,3 | 155,3 | 659,3 | 1034,0 | 192,6 | 241,7 p=0,001

Tabelle VII: Spezielle Risikofaktoren und Onset bei CP-Patienten

Gesamt Wildtyp Homozygot Heterozygot Signifikanz
MW SD MW SD MW | SD MW SD (p < 0,05)
Alter bel ED | ¢ 11,2 40,5 105 | 448 | 137 | 389 | 111
(Jahre)

Zigaretten/d 24,3 14,8 26,2 15,2 19,0 2,2 23,5 16,8

Alkohol = 4438 0 | 1323,7 | 1658,3 | 1552,4 | 244,4 | 431,7 | 5802 | 831,0 | p=0,003
(g/Woche)

Der durchschnittlich Alkoholkonsum bei CP und Homozygotie ist signifikant niedriger (p=0,003).

4.4 Pankreatisches Phéanotyp-Genotyp Verhaltnis

In den folgenden Homogenitatstabellen wird die Inzidenz der Phanotypen zwischen
Karzinompatienten und Pankreatitispatienten gegenubergestellt. Hier zeigen sich
jedoch nur erwartungsgemall krankheitsspezifische Signifikanzen. So sind
Pankreasverkalkungen und Pseudozysten signifikant haufiger bei der CP. Chronische
Schmerzen und Pankreas-OPs sind bei der malignen Erkrankung signifikant erhoht,

ebenso wie die Dauer der Erkrankung signifikant erniedrigt ist.
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Tabelle VIII: Homogenitatsvergleich bezogen auf die Phanotypen zwischen den Gruppen

Gesamt _ _ L
(N=141) Ca (N=88) CP (N=53) Signifikanz
. % . %
(a_b;‘.) % | abs. Ze(:/len von | abs. Zec;en von (p <0,05)
") ° Ca ° cP
Pankreas-
25 17,7 | 3 12,0 3,4 22 88,0 41,5 p < 0,001
verkalkungen
Pseudozysten 23 16,3 | 2 8,7 2,3 21 91,3 39,6 p <0,001
Pankreasgang-
36 255 | 19 52,8 21,6 17 47,2 32,1
erweiterungen
Gallengang-
18 12,8 | 10 55,6 11,4 8 44,4 15,1
erweiterungen
Diabetes mellitus 51 36,2 | 28 54,9 31,8 23 45,1 43,4
Insulin-
41 29,1 | 28 68,3 31,8 13 31,7 24,5
substitution
Pankreasenzym-
89 63,1 | 53 59,6 60,2 36 40,4 67,9
substitution
Chronische
44 31,4 | 34 77,3 38,6 10 22,7 19,2 p=0,029
Schmerzen
Pankreas-OP 64 45,4 | 46 71,9 52,3 18 28,1 34 p=0,026
MwW SD | MW SD MwW SD
BMI (kg/m?2) 23,7 50 | 23,6 4,0 23,9 6,6
Dauer der 53 | 74 |18 33 11,2 | 86 p<0,001
Erkrankung (Jahre) ' ' ' ' ' ' '

Zahlen beziehen sich auf Merkmal vorhanden bzw. ,ja“. Pankreasverkalkungen und Pseudozysten sind signifikant haufiger bei CP
(p<0,001). Chronische Schmerzen (p=0,029) und eine Pankreas-OP (p=0,026)sind signifikant haufiger bei Karzinompatienten.

Tabelle IX: Homogenitatsvergleich extrapankreatischer Phanotypen

(Gl\lejfﬂ; Ca (N=88) CP (N=53) Signifikanz
(?jbas“l) % | abs. Zeoi/loen %Cv;)n abs. Ze;/loen %Cvlgn (b < 0,05)
Hepatopathie 56 39,7 33 58,9 37,5 23 41,1 43,4
PAVK 13 9,2 5 38,5 5,7 8 61,5 15,1
KHK 6 4,3 6 100 6,8 0 0 0
COPD 10 7,1 3 30,0 3,4 7 70,0 13,2 p=0,034

Zahlen beziehen sich auf Merkmal vorhanden bzw

. Jja“. CP-Patienten leiden mit p=0,034 signifikant haufiger an einer COPD.
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4.5 Extrapankreatisches Phanotyp-Genotyp Verhaltnis

Da die Epoxid-Hydrolase in verschieden Organen expremiert wird, haben wir ferner
untersucht, inwieweit Hepatopathien, peripher arteriovendse Verschlusserkrankungen
(Arteriosklerose),  koronare  Herzerkrankungen und  chronisch  obstruktive
Lungenerkrankungen mit dem Vorliegen eines bestimmten Genotyps des EPHX1-
Y113H assoziiert sind. Hierzu sind erst einmal die Verteilung dieser
extrapankreatischen Erkrankungen auf das Pankreaskarzinom und die chronische
Pankreatitis beschrieben. Hier fand sich nur ein Zusammenhang, dass das Vorliegen
einer COPD haufiger bei Patienten mit chronischer Pankreatitis zu finden sind. Dieses
konnte u.a. mit einem hoéheren Nikotinabusus in Verbindung stehen. Eine Assoziation
zwischen extrapankreatischen Erkrankungen und einem bestimmten Genotyp liel3en

sich nicht nachweisen (Tab.Xl).

Tabelle X: Genotypen gegen extrapankreatische Phanotypen

Gesamt ' .
(N=141) Wildtyp Homozygot | Heterozygot Signifikanz
abs. % abs. % abs. % abs. % (p <0,05)

(-ja")

Hepatopathie 56 39,7 19 33,9 12 21,4 25 44,6

PAVK 13 9,2 5 38,5 0 0 8 61,5
KHK 6 4,3 2 33,3 1 16,7 3 50,0
COPD 10 7,1 5 50.0 2 20,0 3 30,0

Zahlen beziehen sich auf Merkmal vorhanden bzw. ,ja“. Keine Signifikanz bei CA und CP zusammen gegen Genotyp.

Ferner Uberpriften wir, inwieweit das Vorliegen eines bestimmten Genotyps mit
klassischen pankreatischen Komplikationen wie Verkalkungen, Pseudozystenbildung,
Pankreasgangerweiterungen, Entwicklung eines Diabetes mellitus oder einer exokrinen
Pankreasinsuffizienz assoziiert war. Zwischen allen diesen Faktoren und einem
bestimmten Genotyp lie3 sich keine signifikante Assoziation darstellen. Es fand sich
allerdings eine Assoziation zwischen einem hoheren BMI und einem homozygoten

Genotyp.
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Tabelle XI: Genotypische Verteilung bezogen auf phénotypische Merkmale

Gesamt . L
(N=141) Wildtyp Homozygot | Heterozygot | Signifikanz
(a});;) % |abs. | % |abs.| % |abs.| % | (p<005)

Pankreas-
25 17,7 13 52,0 4 16,0 8 32,0
verkalkungen

Pseudozysten 23 16,3 12 52,2 2 8,7 9 39,1

Pankreasgang-
36 25,5 14 38,9 5 13,9 17 47,2
erweiterungen

Gallengang-
18 12,8 6 33,3 4 22,2 8 44,5
erweiterungen

Diabetes mellitus 51 36,2 28 54,9 6 11,8 17 33,3

Insulin-
41 29,1 23 56,1 6 14,6 12 29,3
substitution

Pankreasenzym-
89 63,1 42 47,2 14 15,7 33 37,1
substitution

Chronische
44 31,4 19 43,2 6 13,6 19 43,2
Schmerzen
Pankreas-OP 64 454 28 43,8 12 18,7 24 37,5
MW SD MW SD MW SD MW SD
BMI (kg/m?2) 23,7 5,0 23,2 4,7 26,7 7,5 23,2 3,8 p=0,019
Dauer der
Erkrankung 5,3 7,4 5,3 7,0 7,1 10,6 4,7 6,2
(Jahre)

Zahlen beziehen sich auf Merkmal vorhanden bzw. ,ja“. Der BMI ist in beiden Gruppen zusammengenommen bei Homozygotie mit
p=0,019 signifikant hoher.
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5 Diskussion

Eine Assoziation zwischen chronischem und exzessivem Alkoholkonsum und einer
akuten sowie chronischen Pankreatitis ist in diversen Studien bereits untersucht
worden. Genetische Mutationen in gewebeprotektiven Enzymsystemen in Kombination
mit Umweltinteraktionen (exogene Noxen) scheinen fur die Auspragung einer
Pankreatitis von wachsender Bedeutung zu sein. So sind genetische Polymorphismen
der Glutathion S-Transferasen Familie (GST) mit einer erhéhten Suszeptibilitat des
Pankreas in Bezug auf eine Erkrankung des Organs vergesellschaftet?®. Bartsch et al.
haben eine moderat erhbhte Suszeptibilitdt aufgrund eines GSTM1 Polymorphismus
proklamiert®*, was allerdings durch Frenzer et al.?®> sowie Schneider et al.?® nicht
bestétigt werden konnte. Rahman et al. publizierte kirzlich eine Arbeit, welche den
GSTT1 null Genotyp als protektiv gegeniber schweren akuten alkoholischen
Pankreatitiden beschreibt?’. Diese Studie konnte bisher in anderen Populationen jedoch
nicht reproduziert werden und korreliert eher mit akuten, als mit chronischen
Pankreatitiden. Genau widerspriichliche Ergebnisse wurden von Polymorphismen der
detoxifizierenden Aldehyd-Dehydrogenase-1 (ALDH2) wund der alkoholischen
Pankreatitis gefunden. So haben Kimura et al. einen forderlichen Effekt eines
genetischen Polymorphismus des ALDH2-Gens und dem Risiko eine chronische
Pankreatitis zu entwickeln gefunden (japanisches Studienkollektiv)?®. Dieser Effekt
konnte nicht durch Maruyama et al. (japanisches Studienkollektiv)?® sowie Frenzer et al.
(kaukasisches Studienkollektiv)®® nachvollzogen werden. Die bisher publizierten

Arbeiten hierzu sind in Tabelle XII zusammengefasst.



Tabelle XII: Literaturtibersicht tber Untersuchungen von Varianten in Genen der Phase |
und Phase Il Enzyme bei Patienten mit Pankreaserkrankungen
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Mutation

Akute Pankreatitis

N
(Patienten/Kontrollen)

Aussage und Auswirkung auf
Krankheit

Ref

Catalase C 260T 320/263 [ z

GST P1 320/263 I 2

GSTT 1A 320/263 I1 bei schwerer AP 2

GSTT M1 320/263 I 2z

Manganese Supperoxid Dismutase Ala 320/263 | z
Chronische Pankreatitis

Cyp450 2E1 185/200 I %

GSTM 1AB 195/78 I i

GSTM 1B 195/78 I 2

GSTM 1 185/200 | %

GSTT 1A 122/245 Il 8
Alkoholische Chronische

Pankreatitis

GSTM 142/261 I %

GSTA 142/261 I %

GSTM 1null 142/261 i 82

GSTP 142/261 [ %

GSTT 142/261 [ %

GSTT 1A 122/245 I 8
Idiopathische Chronische

Panreatitis

GSTT 1A 122/245 I s

GSTT 1 185/200 [ %0

N-Acetytransferase NAT 2 195/78 I 2

NADPH Quinone Oxidoreduktase NQO1 195/78 | 24

Pankreas-Karzinom

CYP1A1 149/146 I s

CYP1A1 ml 309/964 I o

CYP1A1 m2 309/964 I i

CYP1A1 m4 309/964 I i

GSTM 1AB 195/78 I i

GSTM 1B 195/78 I 2

GSTM 1 149/146 I 3

GSTM 1 309/964 I o

GSTT 1 149/146 [ %

GSTT 1null 309/964 I1 bei schweren Rauchern 3

NADPH Quinone Oxidoreduktase NQO1 195/78 | 24

I: keine Assoziation zwischen Mutation und Phanotyp; II: signifikante Assoziation zwischen Mutation und
Phanotyp (mégl. induktiver Effekt); Ill: signifikant erniedrigte Mutationsfrequenz (mogl. protektiver Effekt);

GSTx : Mutation des Glutathion-S-Transferase Systems; CYP450x :

Systems; NADPHXx: Mutation des Nicotinsaureamid-Adenosin-Dinucleotid-Phosphat Systems

Mutation des Cytochrom P450
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In der vorliegenden Fall-Kontroll-Studie fanden wir Hinweise, dass eine moderate

Assoziation zwischen dem Vorliegen des EPHX1-Y113H-Genotyps und dem Auftreten
einer alkoholischen chronischen Pankreatitis besteht. Diese Assoziation konnte nicht
nachgewiesen werden fur andere Pankreaserkrankungen wie das Pankreaskarzinom,
die idiopathische Pankreatitis, oder die akute Pankreatitis. Anhand des phanotypisch
analysierten kleineren Studienkollektivs von N=385 zeigt sich ein jlngeres
Durchschnittsalter der Patienten mit Pankreaskarzinom und homozygotem Genotyp, als
auch ein geringerer Alkoholkonsum bei Patienten mit chronischer Pankreatitis und
homozygotem Genotyp. Diese unterstitzt die Rolle des Phase II-Enzyms Epoxid-

Hydrolase in der Risikomodifikation der Entstehung von Pankreaserkrankungen.

5.1 Zielsetzung der eigenen Studie und eine weitere Mdglichkeit

Da eine Dysbalance zwischen zytotoxischen sowie genotoxischen Metaboliten und
detoxifizierenden Prozessen eine Auswirkung auf die Entwicklung einer chronischen
Pankreatitis oder eines Pankreaskarzinoms haben kann, war das Ziel dieser Studie
herauszufinden, ob sich ein funktioneller Polymorphismus der mikrosomalen Epoxid
Hydrolase in seiner Haufung bei Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen
unterscheidet. Ein Zusammenhang zwischen Mutationen der EPHX und diversen
malignen Erkrankungen (Ovarial-; Larynx-; Lungen- und hepatozellulares Karzinom)
wurden bereits in anderen Studien beschrieben®*>19%

Bezugnehmend auf Literaturdatenbanken wurde noch keine Studie zu einem EPHX1-

Y113H Polymorphismus in Zusammenhang mit Pankreaserkrankungen durchgefuhrt.

5.2 Die mikrosomale Epoxid Hydrolase

Die mikrosomale Epoxid Hydrolase spielt eine groRe Rolle in extrahepatischen
Detoxifizierungsprozessen der Phase Il. Die durch das Cytochrom P450 modifizierten
Xenobiotika werden zwischenzeitlich zu hochreaktiven Epoxiden modifiziert, die sich an
zellulare Bestandteile binden kénnen und damit eine Gewebsschadigung verursachen.
Die Detoxifizierung von Epoxiden kann durch Konjugation mit Glutathion, katalysiert
durch die Glutathion-S-Transferase, oder durch Hydratation zu wasserloslichen

Transdihydrodiol-Derivaten durch die Epoxid-Hydrolase geschehen®. Das auf
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Chromosom 1Q42.1 lokalisierte Gen®* kodiert fiir zwei Formen der Epoxid-Hydrolase.
Einerseits die mikrosomale Epoxid Hydrolase (EPHX1) und die l6sliche Epoxid-
Hydrolase (EPHX2)?, wobei sich unsere Studie mit dem haufigsten EPHX1-
Polymorphismus (Y113H) beschaftigt. Hasset C. et al. sequenzierte 1994 das komplette
EPHX1 Gen. Das primare nukleare Transkript hat eine Lange von 20.271 Nukleotiden
und besteht aus 9 Exons, getrennt durch 8 Introns mit einem schwachen Core
Promotor®®. Die meisten Studien, wie auch unsere, konzentrieren sich auf den

3 1516223738 piese genetischen

gangigsten genetischen Polymorphismus in Exon
Polymorphismen sind fur Aminosauresubstitutionen in dem korrespondieren Enzym
verantwortlich, was wiederum die Funktion der Hydrolase beeinflusst.

Es ist allerdings bemerkenswert, dass die Enzymaktivitat in unterschiedlichen
Gewebstypen und innerhalb der Bevdlkerung auch beim Wildtyp grofRen
interindividuellen Schwankungsbreiten unterliegt, was moglicherweise auch durch
genetische Multivarianz und unterschiedliche Umwelteinflisse mitbedingt wird. Mit
unterschiedlichen Unwelteinflissen sind externe Risikofaktoren, sowie oxidativer Stref3
gemeint.

Zu den bereits gesicherten Risikofaktoren von Pankreaserkrankungen gehdren das
Rauchen und der Alkoholkonsum, die u.a. zu einer akuten bzw. chronischen
Pankreatitis filhren kénnen®***!. Ebenso ist das Rauchen ein anerkannter Risikofaktor
fur das Pankreaskarzinom, wie auch eine fleisch- und energiereiche Ernahrung®*4%42,
oder eine berufliche Tatigkeit als Chemiearbeiter, Reinigungskrafte oder Frisér, die mit
den oben genannten Risikofaktoren die Gemeinsamkeit haben, dass sie alle eine
erhdhte Exposition gegeniiber heterozyklischen Aminen haben****** Diese bergen ein
ausgepragtes zyto- und genotoxisches Potential in sich. Wenn ein wichtiges
Detoxifizierungssystem wie die EPHX1 -als ein Bestandteil der Phase Il der
Biotransformation- nicht oder nur verlangsamt funktioniert, akkumulieren sich
hochreaktive Intermediate, die konstant aus den Phase | Reaktionen hervorgehen. Die
akkumulierten freien Radikale kénnen nicht mehr in ausreichendem Malie neutralisiert
werden und stellen nun einen oxidativen Stress fur die Zelle dar, der seinerseits zyto-
und genotoxisch wirkt. Das dieses Potential bei Tragern dieser Mutation in Kombination
mit ,Lifestyle“-Faktoren einen additiven Effekt bezlglich einer proinflammatorischen
evtl. malignitatstrachtigen Wirkung hat erscheint logisch. Dieser Prozess ist nicht alleine

auf das Pankreas beschrankt, er findet sich vielmehr ubiquitéar im Organismus. Ein
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Zusammenhang von EPHX-Mutationen und verschieden teils malignen Erkrankungen

wurde in einer Reihe von Studien untersucht, so wurde 1996 ein signifikanter
1997

Lungenemphysemen®®, 1998 zu Lungenkrebs®®, 1999 zu Colonkarzinomen®® und 2000

Zusammenhang mit  Ovarialkarzinomen®?, mit der Genese von

zu Oro-, Pharynx- und Larynxkarzinomen®’, sowie im Jahr 2001 zur Praeklampsie®®
gefunden. Eine neuere Publikation zu diesem Thema aus dem Jahre 2002, hat eine
EPHX-Mutation mit der Genese eines Morbus Crohn® in positive Korrelation gebracht.

Arbeiten betreffend eines EinfluRes der Epoxid-Hydrolase-Polymorphismen auf die

Entstehung von Pankreaserkrankungen liegen zurzeit nicht vor.

Tabelle Xlll: Polymorphismen der EPHX bei einer Auswahl verschiedener Erkrankungen
und deren Effekt

EPHX1
Exon 3 Exon 4 EPHX2
(slow metabolizer) (fast metabolizer)
Erkrankung Ref
N Aussage N Aussage N Aussage
(Pat/Kont) (Pat/Kont) (Pat/Kont)
Lungenemphysem 162/203 I 14
Asthma 162/203 | v
Lungenkarzinom 110/119 I 4
Osophaguskarzinom 145/352 I 47
Hepatozelluldres Karzinom 48
HCC 231/256 I
Fulmlnanter'\(erlauf bei 231/256 | 48
Hepatitis B
Hepatozellulares Karzinom 49
HCC bei Hepatitis C 394/99 I
Fulminanter Verlauf bei 49
Hepatitis C (Zirrhose) 394/99 I

I: signifikante Assoziation zwischen Mutation und Ph&notyp (mogl. induktiver Effekt)

II: signifikant erniedrigte Mutationsfrequenz (mdogl. protektiver Effekt)
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In unserer Studie zeigte sich, dass nur bei Patienten mit einer ACP der EPHX-Y113H-

Polymorphismus signifikant h&ufiger im Vergleich zu den Kontrollen verteilt war
(p=<0,006, Tab I). Bei den alkoholischen CP war das Tyr 113 Allel haufiger, als in den
Kontrollen mit einer Allelhaufigkeit von 0,74 zu 0,68 und einem korrespondierenden risk
ratio von 1,21 (95%CI, 1,06-1,37). Es gab keinen signifikanten Haufigkeitsunterschied
im Tyr 113 Allel in den anderen Pankreasgruppen (AP:0,68; ICP:0,68; Ca:.0,68;
Kontrolle:0,68; Tab I).

Ebenfalls eine positive Assoziation zwischen einem Phase-Il Enzym, der
Uridinphosphat-5-Glucoronosyltransferase  (UGT) und der Entstehung einer
chronischen Pankreatitis und einem Pankreaskarzinom wurde 2002 von Ockenga et al.
beschrieben®. Die UGTs sind wichtige Faktoren innerhalb des Phase II-Metabolismus.
In dieser Arbeit wurde das UGT-1A7-Gen untersucht, welches primar die
Detoxifizierung von aromatischen Hydrocarbonen und heterozyklischen Aminen
katalysiert, die im Zigarettenrauch oder bei der Zubereitung von Fleisch entstehen
konnen. Allerdings konnte der von Ockenga et al beobachtete Zusammenhang
zwischen drei Missmatchmutationen, die mit einer Reduktion der katalytischen Aktivitat
verbunden sind und den Pankreaserkrankungen in einer weiteren Arbeit von Witt et al.
aus dem Jahre 2005 nicht bestétigt werden®'.

Das von uns phéanotypisch differenzierter untersuchte Studienkollektiv (N=385) besteht
aus 53 Patienten mit einer alkoholischen chronischen Pankreatitis (CP), aus 88 mit
einem Adenokarzinom des Pankreas und aus 244 gesunden Kontrollen (Tab.ll). Die
Tyr113 Mutation ist bei chronischer alkoholischen Pankreatitis und Pankreaskarzinom mit
p=0,485 im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant verteilt (Tab.lIII).

Die Diskrepanz zu den Ergebnissen der zuvor beschriebenen Studiengruppe ist
wahrscheinlich durch die kleinere Fallzahl erklart. Alternativ sind aber auch regional
differierende genetische Verteilungsmuster zu diskutieren.

Bereits angesprochene bekannte Risiken eine CP zu entwickeln sind sowohl der

732 als auch das Zigarettenrauchen®®** die beide als

gesteigerte Alkoholkonsum
unabhangige Risikofaktoren gelten®. Der von diesen Faktoren ausgeiibte oxidative
StreR steht in positiver Korrelation mit der Pathogenese einer CP®. In unserer
phanotypisch analysierten Gruppe von N=385 zeigte sich, dass die CP-Patienten mit
einem homozygoten Genotyp innerhalb ihrer Gruppe interessanterweise signifikant

weniger (p=0,003; Tab.V) Alkohol pro Woche zu sich nehmen. Dieses kdnnte auf eine
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proinflammatorische Eigenschaft des funktionsgeminderten EPHX-Systems auf das

Pankreas hindeuten. Die These einer erh6hten Anfélligkeit in Bezug auf Inflammation
des Organs bei Exposition mit oxidativem Stress fur EPHX-Mutanten konnte fur eine
andere chronische Entziindung (M.Crohn) 2002 von DJ de Jong et al. positiv mit EPHX
bereits bestatigt werden. Aufgrund unserer Daten konnte man dieses nun auch fir die
chronische Pankreatitis annehmen. Zigarettenkonsum ist klar mit einer pankreatischen
Karzinogenese vergesellschaftet, wohingegen der Zusammenhang mit hohem

64356 protektive

Alkoholkonsum nicht eindeutig hergestellt werden konnte
Eigenschaften der untersuchten EPHX-Mutation bezlglich des invasiven
Ovarialkarzinoms vom endometrialen Subtyp®> und des Adenokarzinom der Lunge>®
wurden Dbereits beschrieben. Das signifikant jingere onset des Karzinoms bei
Homozygotie fur das Tyr 113 Allel (p=0,017; Tab.IV) kann fir eine karzinogene Wirkung
des Alkohols am Pankreas sprechen. Bei der Altersverteilung bezogen auf die
Genotypen fallt in unserer phanotypisch analysierten Studie von N=385 auf, dass die
Homozygoten in der Gruppe der Ca signifikant jinger bei ED sind (p<0,017; Tab.IV).
Dies lasst auf einen bereits zuvor diskutierten moglichen induktiven Effekt des mutierten
Genotyps schlieRen. 2002 wurde von Lee et al. in einer Metaanalyse mit 2078 Fallen
und 3081 Kontrollen eine protektive Eigenschaft der EPHX-Mutante bei
Lungenkarzinomen entdeckt®. Zuvor fanden Spurdle et al. 2001 ebenfalls einen
protektiven Effekt fir das invasive Ovarialkarzinom vom endometrialen Subtyp
heraus®.

Hierbei ist zu beachten, dass es sich um jeweils unterschiedliche Organe, sowie
unterschiedliche potentiell karzinogene Substrate handelt, die es zu metabolisieren gilt.
Ein Zusammenhang zwischen der Auspragung der Erkrankung im Sinne von
Organdestruktionen (Pankreaspseudozysten, Pankreasgangerweiterungen,
Pankreasverkalkungen etc.) bei chronischer Pankreatitis und Genotyp haben wir nicht
festgestellt. Auch wenn man die Rate der Operationen als Mal3 der Schwere der
chronischen Pankreatitis annimmt, war diese nicht mit dem Genotyp assoziiert.
Demnach finden wir zwar eine moderate Risikoerh6hung eine chronische alkoholische
Pankreatitis zu entwickeln, jedoch kénnen wir keinen Effekt des Genotyps auf den
Krankheitsverlauf feststellen. In der Literatur gibt es Hinweise, dass Polymorphismen im
EPHX1-Gen mit einer htheren Neigung zu Hepatitiden bzw. einem schlechteren Verlauf

von Hepatitiden assoziiert sind®”>’. Auch fiir Lungenerkrankungen und die Entwicklung
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von Arteriosklerose gibt es Hinweise zu einer Assoziation mit dem EPHX1-Genotyp™*.

In der von uns untersuchten Gruppe konnten wir jedoch diese These nicht bestatigen.

53 Konklusion

Der in unserer Studie beobachtete moderate Zusammenhang zwischen dem EPHX1-
Y113H-Polymorphismus und dem Auftreten einer alkoholischen chronischen
Pankreatitis unterstitzt die Hypothese der Interaktion zwischen genetischer
Suszeptibilitdit und exogenen (Risiko-) Faktoren in der Genese der chronischen
Pankreatitis. In unserer Untersuchung haben wir nur ein Phase I-/Phase II-Gen
untersucht, jedoch darf spekuliert werden, dass die Kombination mehrerer genetisch
determinierter Enzymaktivitaten eine wesentliche Rolle in der Detoxifizierungsleistung
des einzelnen Individuums spielt. Um diese Zusammenhange statistisch sicher

aufzuklaren, bedarf es jedoch noch gréferer Fallzahlen.
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Anhang

Z 0

UNIVERSITATSKLINIKUM “MEDIZINISCHE FAKULTAT DER HUMBOLDT-
UNIVERSITAT ZU BERLIN

Fragebogen fir eine medizinisch-wissenschaftliche Studie zur differenzierten
Genese einer chronisch entzindlichen oder bdsartigen

Bauchspeicheldrisenerkrankung
Betreuender Doktorvater: PD OA Dr. J. Ockenga
Doktorand: Sebastian Chr. Strunck

Geschlecht: m /w ID:

Name: Datum:
Vorname: Klinik:
Geb.-Dat.: Datum ED:

Wieviel Alkohol hat der Patient max/d zu sich genommen?
Wann war das?

Wieviel Alkohol hat der Patient min/d zu sich genommen?
Wann war das?

Seit wann ist der Patient C2 abstinent?

Ist der Patient Raucher? Ja/ Nein / k.A.

Wann war der Rauchbeginn?

Was raucht der Patient? Zigarette / Zigarre / Pfeife

Wieviel raucht der Patient max/d?
Wann war das?

Wieviel raucht der Patient min/?
Wann war das?

Wieviel raucht der Patient aktuell?
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Nimmt der Patient andere Drogen? Ja/ Nein [/ k.A.

Besteht oder bestand ein Medikamenten-Abusus? Ja/ Nein/ k.A.

Wurde eine ERCP durchgefiihrt? Ja/ Nein /[ k.A.
ERCP-Klassifizierung nach Cambridge WAIVRIIWALY)

Wann war der erste akute Schub der chronischen Pankreatitis?

Wieviel akute Schiibe waren es insgesamt?

Wieviel akute Schiibe waren es in den letzten 12 Monaten?

Bestehen Verkalkungen des Pankreas-Parenchyms? Ja/ Nein/ k.A.

Seit wann bestehen die Verkalkungen?

Bestehen oder bestanden Pseudozysten? Ja/ Nein/k.A.

Seit wann bestehen die Pseudozysten?

Wie wurden diese therapiert? Endoskopisch / OP
Bestehen Pankreasgangerweiterungen? Ja/Nein/ k.A.

Seit wann bestehen diese Erweiterungen?

Wie wurden diese therapiert? Endoskopisch / OP

Bestehen Gallengangerweiterungen?

Seit wann bestehen diese Erweiterungen?

Wie wurden diese therapiert? Endoskopisch / OP
Besteht eine exokrine Pankreasinsuffizienz? Ja/ Nein/k.A.

Seit wann besteht diese?

Wie wurde diese diagnostiziert? Klinisch

Sekretin-Pankreozymin-Test

indirekter exokriner Pankreastest
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UNIVERSITAT ZU BERLIN

Wird eine Pankreasenzymsubstitution durchgefihrt?
Seit wann?
Téglich Dosis?
u/d?
Besteht ein Diabetes mellitus?
Seit wann besteht der D.m.?
Ist der D.m. insulinpflichtig?
Seit wann?
Wieviele Einheiten taglich?
Bestehen chronische Schmerzen?
Seit wann?

Wie werden diese behandelt?

Schmerz-Memo:

Bestehen Komplikationen der chronischen Pankreatitis?

War eine pankreasbedingte OP notwendig?

Was wurde wann operiert?

Ja/ Nein / k.A.

Ja/ Nein/k.A.

Ja/ Nein/ k.A.

Ja/ Nein/k.A.

NSAR / niedrigpotente Opiate /

héherpotente Opiate / andere

Keine Komplikationen
Gallengangsstenose
Pseudozyste
Milzvenenthrombose
Sonstiges

Ja/ Nein/ k.A.

Zyste
Gangerweiterung
Stenose

wg. Schmerzen

sonstiges



2P

UNIVERSITATSKLINIKUM ' MEDIZINISCHE FAKULTAT DER HUMBOLDT-

UNIVERSITAT ZU BERLIN

KdrpergroRe des Patienten?

Maximales Korpergewicht:
Wann bestand das max. KG?
Minimales Kérpergewicht?
Wann bestand das min. KG?
Wie hoch ist das aktuelle Kérpergewicht?
Seit wann besteht das aktuelle KG?

Wie hoch war es vor 6 Monaten?

Wie hoch war es vor 3 Monaten?

Hat der Patient eine PAVK?
KHK?

COPD?

Besteht ein Malignom?

Diagnosen Memao:

Ja/ Nein / k.A.
Ja/ Nein / k.A.

Ja/ Nein / k.A.

Ja/ Nein/k.A.
Plattenepithel-Ca
Pankreas-Ca
Bronchial-Ca
Colon-Ca

HCC

Andere

47
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Besteht ein Leberleiden? Ja/ Nein/ k.A.
Seit wann?
Haben oder hatten Verwandte eine Pankreaserkrankung? Ja/Nein/k.A.

Welcher méglichen Genese war die Erkrankung beim Vater?  Unklar / C2 / Raucher

Mutter? Unklar / C2 / Raucher
Sohn? Unklar / C2 / Raucher
Tochter? Unklar / C2 / Raucher
Schwester? Unklar / C2 / Raucher
Bruder? Unklar / C2 / Raucher
Besteht der EPHX-Y113H Polymorphismus? WT / Homozygot / Heterozygot

Berlin, den

Unterschrift des Patienten: Unterschrift des Untersuchers:
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Einverstandniserklarung

Z . .

UNIVERSITATSKLINIKUM ‘ MEDIZINISCHE FAKULTAT DER HUMBOLDT-
UNIVERSITAT ZU BERLIN

Zum molekularbiologischen Nachweis von Risikofaktoren

Pankreas-Karzinom und chronische Pankreatitis

Hiermit erklare ich mich einverstanden, dass von mir enthommenes Blut auf genetische

Veranderungen untersucht wird, welche mit der Entstehung des Pankreas-Karzinoms und der

Bauchspeicheldrisenentziindung (Pankreatitis) verbunden sind.

Desweiteren erklare ich, dass ich Gelegenheit zu einem ausfihrlichen Beratungsgesprach
(Humangenetiker, Gastroenterologe) hatte, bei dem mir die Moglichkeiten und die Grenzen des
Gentestes erlautert wurden. Insbesondere ist mir bekannt, dass es derzeit mehrere genetische

Veranderungen gibt, die mit der bei mir vorliegenden Erkrankung verbunden sind.

Mir ist bekannt, dass dieser Gentest im Rahmen eines Forschungsprojektes durchgefuhrt wird.
Aussagen zu moglichen Folgen oder weiteren Gesundheitsrisiken kénnen insofern nur begrenzt
gemacht werden. Dariiber hinaus kénnen Veranderungen gefunden werden, die moglicherweise
keinerlei Bedeutung fur die Erkrankung besitzen. Finden sich jedoch die bereits bekannten
genetischen Veranderungen, so koénnen diese sowohl fir mich als auch fur meine
Familienangehorigen wesentliche Bedeutung besitzen. Ich willige ein, dass mein genetisches
Material auch fir die Untersuchung weiterer, bisher unbekannter genetischer Risikofaktoren

verwendet werden kann.

Alle Angaben, die ich im Beratungsgesprach gemacht habe als auch samtliche Ergebnisse der
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Untersuchung unterliegen der &rztlichen Schweigepflicht.  Sie werden nur mit meiner

Zustimmung an meine Familieangehdrigen bzw. deren behandelnde Arzte, jedoch nicht an Dritte

weitergegeben.

Ich versichere, dass ich im Beratungsgesprach umfassend tber die Mdglichkeiten und Grenzen
des Testes informiert wurde und keine weiteren Fragen habe. Ich stimme insbesondere zu, dass
ein Teil des Untersuchungsmaterials aufbewahrt wird, um die Ergebnisse Uberprifen zu kénnen
und als wichtige Quelle fir weitere genetische Forschung auf dem Gebiet der Erkrankungen der

Bauchspeicheldriise zu dienen.

Diese Einwilligung kann ich jederzeit widerrufen.

Name Vorname geb.
Stralle PLZ, Wohnort
Ort, Datum Unterschrift

Arzt (Stempel / Unterschrift)
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