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Einleitung 

 

 

1. Chronische Pankreatitis 

 

Die chronische Pankreatitis (CP) ist ein rekurrierender oder kontinuierlicher Entzündungs-

prozess der Bauchspeicheldrüse, der bei einigen Patienten in eine exokrine und/oder en- 

dokrine Pankreasinsuffizienz mündet (Singer et al. 1984). Das Ausmaß des akuten Schubs 

variiert von einer leichten interstitiell-ödematösen bis zu einer schweren hämorrhagisch-

nekrotisierenden Entzündung. Morphologisch findet sich eine unregelmäßige Sklerosierung 

des Organs mit fokaler, segmentaler oder diffuser Zerstörung des exokrinen Gewebes. 

Häufig lassen sich auch Erweiterungen des Pankreasgangsystems sowie intraduktale 

Konkremente in Form von Proteinausfällungen oder Steinen nachweisen (Witt et al. 2002). 

Klinisch imponieren Patienten mit einer chronischen Pankreatitis (CP), insbesondere im 

Kindesalter, mit vornehmlich epigastrisch lokalisierten, plötzlich auftretenden rezidivieren- 

den Oberbauchschmerzen. Bei Erwachsenen finden sich auch kontinuierliche Schmerz- 

zustände, die nicht selten in den Unterbauch oder Rücken ausstrahlen. Weitere Symptome 

sind Nausea und Erbrechen (Witt et al. 2002). Bei der klinischen Untersuchung des 

Abdomens zeigt sich meist ein dumpfer Druckschmerz. Es können Gefäßkomplikationen wie 

Milz- und Pfortaderthrombosen, Duodenalstenosen, Pankreasgangstenosen, Pseudozysten 

und eine Kompression der Gallenwege auftreten. Durch den fortschreitenden 

bindegewebigen Umbau des Pankreasparenchyms kann sich im weiteren Verlauf der 

Erkrankung eine Maldigestion mit Gewichtsverlust und abnormen Stühlen bis hin zur 

Steatorrhoe sowie ein Insulinmangeldiabetes entwickeln. Als späte Komplikation der CP gilt 

das duktale Pankreaskarzinom (Witt et al. 2002, Lowenfels AB et al. 1993, Lowenfels AB et 

al. 2000). 

Zur Inzidenz und Prävalenz der chronischen Pankreatitis im Kindesalter existieren keine 

guten epidemiologischen Daten. Die Inzidenz bei Erwachsenen wird weltweit mit einer 

steigenden Prävalenz von 1,6-23/100000 angegeben (Dufour et al. 2003). In 70-80% ist die 

Ursache dafür äthyltoxisch und bezieht sich auf Erwachsene in der industrialisierten Welt und 

kann deshalb nicht auf das Kindesalter übertragen werden (Durbec et al. 1978; Ammann et 

al. 1987). 
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2.  Ätiologie der chronischen Pankreatitis 

 

Ätiopathogenetisch lassen sich bei der chronischen Pankreatitis somit primäre d.h. gene- 

tisch bedingte Ursachen von sekundären Ursachen wie Noxen, Stoffwechseldefekte, ana- 

tomische Anomalien oder systemische Grunderkrankungen unterscheiden. 

Alkohol stellt die Hauptursache für eine CP beim Erwachsenen dar. Dabei wird, je nach 

Geschlecht, von einem Minimum an Alkoholkonsum von 60-80 g pro Tag über einen Zeitraum 

von 6-12 Jahren ausgegangen (S3 Leitlinie Chronische Pankreatitis 2012). Es besteht ein 

linearer Zusammenhang zwischen Menge und Dauer des Alkoholkonsums und der 

Krankheitsentstehung. 

Seltene sekundäre Ursachen einer rezidivierenden Pankreatitis sind ein primärer Hyper- 

parathyreodismus und anatomische Anomalien. Die Rolle des Pancreas divisum bei der 

Krankheitsentstehung wird nach wie vor kontrovers diskutiert. Dabei handelt es sich um eine 

Fehlanlage des Ductus Wirsungianus und des Ductus Santorini während der embryonalen 

Entwicklung (S3-Leitlinie Chronische Pankreatitis 2012). 

Auch ein Zusammenhang zwischen der chronischen Pankreatitis und autoimmunen 

Erkrankungen ist nachgewiesen. Dazu zählen Kollagenosen wie der systemische Lupus 

erythematodes, die rheumatoide Arthritis, die Polyarteriitis nodosa und der Morbus Behçet 

(Ramanan AV et al. 2002). Aus Bauchtraumata können sich besonders durch die  

Komplikation der Ausbildung einer Pseudozyste, ein chronischer Verlauf entwickeln.  

In der Dritten Welt gilt die Protein-Energie-Malnutrition als wichtige Ursache (Witt et al. 2003). 

Die erstmalige Beschreibung einer großen Familie mit multiplen Betroffenen im Jahre 1952 

legte eine genetische Ursache als krankheitsauslösenden Faktor bei diesen 

Familienmitgliedern nahe (Comfort et al. 1952). Perrault beschrieb 1994 die hereditäre 

Pankreatitis als eine in der Kindheit auftretende Erkrankung mit rezidivierenden 

Pankreatitisschüben, gleicher Geschlechterverteilung und Fehlen bekannter 

prädisponierender Faktoren (Perrault et al. 1994). 

In 10-30% der Fälle findet sich weder eine auslösende Ursache noch eine positive Fami- 

lienanamnese für eine CP (DiMagno et al. 1993). Diese Fälle werden als >idiopathische< CP 

bezeichnet. Generell wurden von Ammann und Layer zwei zu unterscheidende Formen der 

idiopathischen Pankreatitis beschrieben, zum einen die >juvenile< bzw. >early onset<, zum 

anderen die >senile< oder >late onset< CP (Ammann et al. 1976; Ammann et al. 1990; Layer 

et al. 1994). Die frühe Form manifestiert sich schmerzhaft und klassischerweise bis zum  

30. Lebensjahr. Sie zeigt in Bezug auf die Pankreasinsuffizienz eine eher langsame 

Progredienz. Die späte und seltenere Form der beiden verläuft hingegen meistens 
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schmerzlos, weist häufig eine exokrine Pankreasinsuffizienz auf und findet sich vornehmlich 

in der 6. - 8. Lebensdekade. Genetische Studien der letzten zwei Dekaden legen nahe, dass 

zumindest die juvenile idiopathische CP in einem hohen Prozentsatz erbliche Ursachen 

aufweist. 

 

Tabelle 1: Ursachen der chronischen Pankreatitis 

 

 

Toxisch-metabolisch 

Alkohol 

Hyperkalziämie 

Hypertriglyzeridämie 

Chronische Niereninsuffizienz 

Medikamente 
 

"Idiopathisch" / 

>Hereditär< 

CEL 

CFTR 

CPA1 

CTRC 

PNLIP 

PRSS1 

PRSS2S

SPINK1 

TRPV6 

 
 
Autoimmun / Systemisch 

Isolierte autoimmune Pankreatitis 

Autoimmunerkrankungen mit Beteiligung des 

Pankreas (Sjögren Syndrom, PSC, 

chronisch entzündliche Darmerkrankungen) 

Hämolytisch-urämisches Syndrom (HUS) 
 

Mechanisch / Strukturell 

Anatomische Anomalien 

(Choledochuszysten) 

(Pankreas  divisum?) 

Trauma 

Tumore 
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3. Genetik der chronischen Pankreatitis 

 

Die Erkenntnisse über die erbliche Pankreatitis unterstützen die These von Hans Chiari, dass 

die Pankreatitis Folge einer Selbstverdauung des Organs sei (Chiari et al. 1896). In diesem 

Konzept wird dem Verdauungsenzym Trypsin eine Schlüsselrolle in der Entstehung der 

Pankreatitis zugeschrieben. Trypsin ist eine Serinprotease, die in den Azinuszellen des 

exokrinen Pankreas synthetisiert wird. Trypsin vermag sich selbst wie auch alle anderen 

proteolytischen Proenzyme der Bauchspeicheldrüse zu aktivieren. Damit nimmt Trypsin eine 

zentrale Rolle beim Verdau der Nahrungsproteine ein. Um eine Autodigestion des Pankreas 

zu verhindern, werden die Verdauungsenzyme als inaktive Enzymvorstufen, sogenannte 

Zymogene wie z.B. Trypsinogen, synthetisiert und sezerniert. Erst durch die in der 

Bürstensaummembran des Darms lokalisierte Enteropeptidase (Enterokinase) erfolgt unter 

Abspaltung eines Aktivierungspeptides die Umwandlung zur aktiven Form, dem Trypsin (Witt 

et al. 2003). Kleine Mengen an Trypsinogen werden allerdings durch Autolyse bereits im 

Pankreas zu Trypsin aktiviert. Um einer Selbstverdauung entgegenzuwirken, hat der Körper 

zwei Mechanismen entwickelt, um dies zu verhindern (Rinderknecht H. et al. 1986): zum 

einen wird Trypsin durch Trypsin und andere trypsinähnliche Enzyme wie Chymotrypsin C 

degradiert, zum anderen durch den Serinprotease-Inhibitor, Kazal Typ1 (SPINK1) inhibiert. 

SPINK1 ist als potenter Inaktivierungsfaktor für Trypsin bekannt, bindet kovalent an Trypsin 

und komplexiert dieses dadurch. 

 

 

3.1 Kationisches Trypsinogen (PRSS1) 

 

Trypsin ist eine Serinprotease, die als Endoprotease Peptidbindungen nach den basischen 

Aminosäuren Lysin und Arginin spezifisch schneidet. Trypsin zählt zu den meistsynthe- 

tisierten sekretorischen Proteinen des Pankreas (Guy et al. 1978). Es konnten 3 ver- 

schiedene Trypsinogene aufgrund ihres Wanderungsverhaltens in der isoelektrischen 

Fokussierung isoliert werden. Den größten Anteil mit etwa 60% bildet das kationische 

Isoenzym (PRSS1), gefolgt von der anionischen Isoform (PRSS2) mit ca. 40% und letztlich 

mit einem geringen Anteil das Mesotrypsinogen (PRSS3) (Scheele et al. 1981). Das 

kationische Isoenzym zeigt im Vergleich zur anionischen Form eine stärkere Neigung zur 

Selbstaktivierung und eine geringere Inaktivierungstendenz (Colomb et al. 1978; Colomb et 

al. 1979). Durch Abspaltung des N-terminalen Aktivierungspeptides, das aus acht 

Aminosäuren besteht, kommt es zu einer Konformationsänderung und der Umwandlung von 
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inaktivem Trypsinogen zu aktivem Trypsin. Trypsin seinerseits aktiviert hydrolytisch alle 

weiteren Zymogene des Pankreassekretes sowie auch sich selbst (autokatalytische 

Aktivierung) (Steer et Meldolesi 1987). 1996 wurde durch drei Arbeitsgruppen unabhängig 

voneinander ein Genort für die autosomal dominant vererbte Pankreatitis auf dem langen 

Arm von Chromosom 7 (7q35) lokalisiert (Le Bodic et al. 1996; Pandya et al. 1996; Whit- 

comb et al. 1996). Kurz danach wurde eine Mutation im PRSS1 als Erkrankungsursache 

identifiziert (Whitcomb et al. 1996). Bei fünf untersuchten Familien fand sich ein Arginin- 

Histidin-Austausch an Position 122 des Proteins (p.R122H). Diese Mutation hat eine erhöhte 

Autoaktivierung und einen geringeren Abbau des aktiven Enzyms zur Folge und ist die 

weltweit häufigste PRSS1-Mutation (Várallyay et al. 1998; Sahin-Tóth et al. 1999; Sahin-Tóth 

et al. 2000). In nachfolgenden Studien wurden zwei weitere häufige Mutationen beschrieben: 

p.N29I (Gorry et al. 1997) und p.A16V (Witt et al. 1999). Während p.R122H als auch p.N29I 

hauptsächlich bei Patienten mit positiver Familienanamnese gefunden werden, läßt sich 

p.A16V vornehmlich bei Patienten mit idiopathischer CP nachweisen (Whitcomb et al. 1996, 

Witt et al. 1999). In Studien an rekombinantem menschlichen Trypsinogen, konnte eine 

vermehrte Autoaktivierung der Trypsinvarianten p.N29I und p.R122H gezeigt werden. Im 

Vergleich zum Wildtyp-Protein, weist p.A16V keine erhöhte Autoaktivierung auf (Kiraly et al. 

2006; Németh et al. 2014). Allerdings konnte gezeigt werden, dass die p.A16V-Mutation die 

Chymotrypsin C-vermittelte Prozessierung des Trypsinaktivierungspeptides erleichtert, was 

eine beschleunigte Aktivierung des mutierten V16- Trypsinogen durch Chymotrypsin zur 

Folge hat (Nemoda et Sahin-Toth 2006). Zusammenfassend läßt sich sagen, dass PRSS1-

Mutationen zu einer Trypsinogen-Aktivierung und/oder Trypsin-Stabilisierung und damit zu 

einer vermehrten intrapankreatischen Trypsinaktivität führen (Rosendahl et al. 2007). 

 

 

3.2 Anionisches Trypsinogen (PRSS2) 

 

Das für humanes PRSS2 (OMIM 601564) kodierende Gen liegt auf 7q35, ist ungefähr 3,6 kb 

lang und enthält 5 Exons. Das Präproprotein umfasst 247 Aminosäuren, einschließlich eines 

Signalpeptids mit 15 Resten und eines Aktivierungspeptids mit acht Resten. In einer Studie 

(Witt et al. 2006) wurden Personen mit chronischer Pankreatitis mit gesunden Personen 

verglichen. Überraschenderweise fand sich bei den Kontrollpersonen eine bestimmte 

genetische Variation, p.G191R, signifikant häufiger. Funktionelle Untersuchungen zeigten ein 

vollständiges Fehlen der Enzymaktivität des rekombinanten R191-Proteins, da durch die 

Mutation eine neue proteolytische Spaltungsstelle entsteht, welche zum autokatalytischen 
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Abbau des Enzyms führt. Dies führt zu einer Verminderung der intrapankreatischen 

Trypsinaktivität, was zu einem Schutz vor chronischer Pankreatitis führt (Witt et al. 2006). Im 

Weiteren wurde gezeigt, dass eine Genkonversion zwischen PRSS1 und PRSS2 oder 

zwischen PRSS1 und dem Pseudogen PRSS3P2 pathogene Allele generiert, die für eine 

erbliche Pankreatitis disponieren (Teich et al. 2005; Masson et al. 2008; Rygiel et al. 2015). 

 

 

3.3 Serinprotease-Inhibitor, Kazal-Typ 1 (SPINK1) 

 

Aufgrund der Tatsache, dass viele der Patienten mit chronischer Pankreatitis keine PRSS1-

Mutation aufwiesen, wurde postuliert, dass noch weitere genetische Defekte in anderen 

Genen existieren, welche ebenfalls zur Entstehung einer hereditären Pankreatitis beitragen. 

Dies wurde durch die Identifizierung von SPINK1-Mutationen bestätigt (Witt et al. 2000). Das 

für menschliches SPINK1 kodierende Gen (OMIM 167790) befindet sich auf Chromosom 5 

(5q32), ist ungefähr 7,5 kb lang und hat 4 Exone (Horii et al. 1987). Das Genprodukt besteht 

aus 79 Aminosäuren, die ein 23 Aminosäuren langes Signalpeptid enthalten. Das sezernierte 

Protein besitzt 56 Aminosäuren und ist ausgesprochen stabil bei saurem pH (Bartelt et al. 

1977). Bei SPINK1 handelt es sich um ein Serinproteaseinhibitor vom Kazal Typ 1, auch als 

pankreatischer sekretorischer Trypsininhibitor (PSTI) bekannt. Es wurde erstmals 1948 von 

Kazal et al. aus Rinderpankreas isoliert und beschrieben. Es ist eine potente Antiprotease 

und damit ein wichtiger intrapankreatischer Trypsininaktivator (Bartelt et al. 1977). Außer im 

Pankreas wird SPINK1 auch im Gastrointestinaltrakt sowie in vielen anderen Geweben wie 

Leber, Lunge, Nieren, Ovarien und Brustdrüse gebildet (Shibata et al. 1986, Shibata et al. 

1987). Die SPINK1-vermittelte Trypsininhibition ist jedoch nur temporär, da der SPINK1-

Trypsin-Komplex selbst als Substrat für Trypsin dient, was wiederum zu einer Degradation 

des SPINK1 und damit die Wiederherstellung der ursprünglichen Trypsinaktivität zur Folge 

hat (Laskowski et al. 1953). Es wird postuliert, dass SPINK1-Mutationen zu einem 

Funktionsverlust bzw. zu einer Funktionseinschränkung und damit zu einer erhöhten 

intrapankreatischen Trypsinaktivität führen. In einer Studie an pädiatrischen Patienten, 

konnte bei insgesamt 22 von 96 Patienten mit chronischer Pankreatitis eine SPINK1-Mutation 

nachgewiesen werden (Witt et al. 2000). Die mit 80-90% häufigste SPINK1-Mutation ist eine 

Punktmutation in Exon 3, die zu einem Asparagin-Serin-Austausch an Position 34 des 

Proteins führt (p.N34S). Die Mutation findet sich hauptsächlich bei Patienten ohne 

Familienanamnese: In 20-40 % der Patienten mit sogenannter idiopathischer chronischer 

Pankreatitis findet sich auf einem Allel oder beiden Allelen  
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diese Mutation (Witt et al. 2000; Pfützer et al. 2000). Eine Heterozygotie reicht dagegen 

pathogenetisch nicht aus, da etwa 1-2 % der Bevölkerung p.N34S-Träger sind. Es wird davon 

ausgegangen, dass erst die Kombination mit anderen Gendefekten oder Umweltfaktoren zum 

Ausbruch der Erkrankung führt. SPINK1-Mutationen finden sich auch gehäuft bei 

alkoholinduzierter chronischer Pankreatitis (Witt et al. 2001; Drenth et al. 2002) und bei 

tropischer Pankreatitis (Chandak et al. 2002; Hassan et al. 2002; Bhatia et al. 2002; 

Schneider et al. 2002). 

 

 

3.4 Chymotrypsinogen C (CTRC) 

 

Das für das menschliches CTRC kodierende Gen (OMIM 601405) liegt auf Chromosom 

1p36.21, ist ungefähr 8,2 kb lang und enthält 8 Exons. Es handelt sich um ein Trypsinab- 

bauendes Pankreasenzym, welches ein wichtiger Baustein zur Aufrechterhaltung des 

physiologischen Gleichgewichts zwischen intrapankreatischer Trypsinogenaktivierung und 

Trypsininaktivierung in der Bauchspeicheldrüse darstellt. Die Hypothese, dass 

Funktionsverlustvarianten in Trypsinabbauenden Enzymen das Risiko für Pankreatitis 

erhöhen, konnte in einer Studie mit Patienten mit idiopathischer oder hereditärer chronischer 

Pankreatitis bestätigt werden. Insbesondere zwei Veränderungen, p.R254W und 

p.K247_R254del, sind signifikant überrepräsentiert (Rosendahl et al. 2008). CTRC-Varianten 

disponieren auch zu alkoholischer CP. Interessanterweise spielt CTRC auch eine wichtige 

Rolle in der Regulierung der Aktivierung und des Abbaus der Carboxypeptidasen CPA1 und 

CPA2 (Nemoda et al., 2006; Szmola et al., 2007). Die Bauchspeicheldrüse sezerniert diese 

als inaktive Proenzyme, die durch die Spaltung am C-terminalen Ende durch Trypsin aktiviert 

werden. Eine nachfolgende Spaltung durch Chymotrypsin C führt zu einer fast 10-fachen 

Erhöhung der Aktivität von CPA1 und CPA2 (Szmola et al. 2010). 
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3.5 Carboxypeptidase A1 (CPA1) 

 

Das für menschliches CPA1 kodierende Gen (OMIM114850) befindet sich auf 7q32.2, ist 

ungefähr 8 kb lang und enthält 10 Exons. Das inaktive Präproprotein umfasst 419 

Aminosäuren, einschließlich eines 16 Aminosäuren langen Signalpeptides und eines 94 

Aminosäuren langen Propeptides. Die Aktivierung des Proenzyms (proCPA1) zu CPA1 wird 

durch die sequenzielle Wirkung von Trypsin und CTRC katalysiert, die das Propeptid spalten 

und abbauen (Szmola, R. et al. 2011). Carboxypeptidasen sind Metalloproteasen des 

Pankreas, die als Exopeptidasen C-terminale Peptidbindungen in Polypeptidketten 

hydrolysieren (Vendrell et al. 2000). Drei verschiedene Isoformen wurden im menschlichen 

Pankreassaft beschrieben: A-Typ-Carboxypeptidasen (CPA1 und CPA2) wirken auf aro- 

matische und aliphatische Aminosäurereste, welche nach Einwirkung von Chymotrypsinen 

und Elastasen exponiert werden, während die Carboxypeptidase vom B-Typ (CPB1) C-

terminale Lysin- und Argininreste spaltet (Vendrell et al. 2000). 

Nach Trypsinogen ist proCPA1 die zweitgrößte Komponente des Pankreassaftes und trägt 

mehr als 10% zum Gesamtprotein bei (Scheele et al. 1981). CPA1-Mutationen sind si- 

gnifikant mit chronischer Pankreatitis assoziiert, insbesondere bei Patienten mit frühem 

Erkrankungsbeginn (Witt et al. 2013). Funktionelle Daten legen einen vermehrten Stress im 

endoplasmatischen Retikulum (ER-Stress) als Pathomechanismus nahe. Da CPA1 eines der 

am stärksten synthetisierten Proteine der Bauchspeicheldrüse ist, scheint es auch plausibel, 

dass fehlgefaltetes CPA1 zu einer vermehrten Belastung des endoplasmatischen Retikulums 

führt (Witt et al. 2013). 

 

 

3.6 Carboxylester-Lipase (CEL) 

 

Das für menschliches CEL kodierende Gen (OMIM 114840) liegt auf Chromosom 9q34.3. Es 

umfasst auch CELP, ein Tandem-angeordnetes CEL-Pseudogen. Der Hauptunterschied 

zwischen den beiden Genen besteht darin, dass bei CELP die Exone 2-7 von CEL fehlen, 

dafür aber ein Stoppcodon im zweiten Exon enthält (korrespondierend zu Exon 8 des CEL). 

Ansonsten sind die beiden Sequenzen im Genom sehr ähnlich (Lidberg et al. 1992; Madeyski 

et al. 1998). Das letzte der 11 CEL-Exone enthält eine variable Anzahl von 

Wiederholungssequenzen (variable nucleotide tandem repeats, VNTR), die aus nahezu 

identischen 33-bp-Segmenten bestehen (Nilsson et al.1990; Lidberg et al. 1992). CEL ist ein 

Glykoprotein, dass von den azinären Zellen der Bauchspeicheldrüse in den Verdau- 
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ungstrakt und von der Milchdrüse in die menschliche Milch sezerniert wird (Lombardo et al. 

2001; Nilsson et al.1990). Physiologischerweise wird das Enzym durch Gallensalze im 

Duodenum aktiviert und ist an der Hydrolyse und Absorption von Cholesterin und fettlös- 

lichen Vitaminen beteiligt (Lombardo et al. 2001). Die VNTR-Anzahl schwankt zwischen 7 

und 23, wobei 16 Wiederholungen in allen bisher untersuchten Populationen am häufigsten 

vorkommen (Lindquist et al. 2002; Higuchi et al. 2002; Bengtsson-Ellmark et al. 2004; Torsvik 

et al. 2010; Ragvin et al. 2013). Deletionen einzelner Basen in der CEL VNTR-Region 

bedingen einen MODY 8 (Maturity-onset diabetes of the young). Dieser ist gekennzeichnet 

durch einen autosomal dominanten Erbgang und tritt in der Kindheit oder im frühen 

Erwachsenenalter auf (gewöhnlich vor dem 25. Lebensjahr). Er ist gekennzeichnet durch 

einen Diabetes, eine exokrine Dysfunktion und morphologischen Veränderungen der 

Bauchspeicheldrüse (Ræder et al. 2006; Ræder et al. 2014). In einer Studie von 2015 konnte 

gezeigt werden, dass ein CEL-Hybridallel (CEL-HYB), das durch ein Crossing-over zwischen 

CEL und seinem benachbarten Pseudogen CELP entsteht, bei Personen mit hereditärer oder 

idiopathischer chronischer Pankreatitis signifikant häufiger ist. Das Allel war auch mit 1,8% 

in der Fallgruppe gegenüber 0,8% in der Kontrollgruppe bei alkoholbedingter CP 

angereichert. Die Expression von CEL-HYB in zellulären Modellen zeigte eine verringerte 

lipolytische Aktivität, eine gestörte Sekretion mit prominenter intrazellulärer Akkumulation und 

daraus bedingter induzierter Autophagie (Fjeld et al. 2015). 

 

3.7 Lipase (PNLIP) 

 

Auch Mutationen in einem weiteren Lipase Gen, PNLIP, sind mit CP assoziiert (Lasher et al. 

2019). Das Gen für PNLIP (OMIM 246600) liegt auf Chromosom 10q25.3, besteht aus 13 

Exonen und kodiert für die Pankreaslipase. Das Enzym hydrolysiert mit der Nahrung 

aufgenommene Triglyceride in freie Fettsäuren und einem Monoglycerid. In 1-2% der eu- 

ropäischen Patienten mit CP fanden sich PNLIP-Varianten, die einen gesteigerten Abbau 

durch Proteasen wie Trypsin (PRSS1), Chymotrypsin C (CTRC) und Chymotrypsin B2 

(CTRB2) bedingen (Lasher et al. 2019). Protease-sensitive Varianten fanden sich in 8/429 

(1.9 %) der deutschen Patienten, aber nur in 2/600 deutschen Kontrollen (0.3 %) (P = 0,02; 

OR = 5,7; 95% KI = 1,1-38,9). Die Assoziation konnte in einer französischen Replika- 

tionskohorte bestätigt werden, in der 5/632 (0,8 %) der Patienten, aber nur 1/957 (0,1 %) 

Kontrollen eine Protease-sensitive Variante aufwies (P = 0,04; OR = 7,8; 95% KI = 0,9-172,9). 

Im Gegensatz dazu fanden sich keine Protease-sensitiven Varianten bei nicht europäischen 
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Patienten aus Indien oder Japan. Warum eine erhöhte Protease-sensitivität der 

Pankreaslipase die Entstehung einer Pankreatitis begünstigt ist derzeit unklar. 

 

 

3.8 Transient Receptor Potential Cation Channel Subfamily V Member 6 (TRPV6) 

 

Hypercalciämien wie sie z.B. beim primären Hyperparathyreodismus beobachtet werden, 

können eine akute Pankreatitis auslösen. So wirkt Calcium im Pankreas als Sekretions-

stimulus und vermag eine vorzeitige Trypsinaktivierung zu verursachen. TRPV6 ist ein 

konstitutiv aktivierter Calciumkanal, der hauptsächlich in den pankreatischen Gangzellen 

exprimiert wird. Das Gen für TRPV6 (OMIM 606680) liegt auf Chromsom 7q34 und setzt sich 

aus 15 Exonen zusammen. Eine vor kurzem publizierte internationale Studie berichtete eine 

erhöhte Frequenz von TRPV6-Mutationen bei Patienten mit nicht-alkoholischer Pankreatitis, 

aber nicht bei Patienten mit alkoholischer CP (Masamune et al. 2020). Die Assoziation mit 

funktionell defekten TRPV6-Varianten fand sich sowohl bei europäischen Patienten aus 

Deutschland und Frankreich (2 % bei Patienten vs. 0 % bei Kontrollen) wie auch bei 

japanischen Patienten (4,3 % vs. 0,1%) (Masamune et al. 2020).  

 

 

3.9 CFTR und CF 

 

Die zystische Fibrose (CF) ist eine autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung, die durch Mu- 

tationen im >cystic fibrosis transmembrane conductance regulator< (CFTR) verursacht ist. 

CFTR (OMIM 602421) ist auf dem langen Arm von Chromosom 7 (7q31) lokalisiert, umfasst 

27 Exone und kodiert für einen cAMP-abhängigen Chloridkanal. Klinisch manifestiert sich die 

CF mit einer exokrinen Pankreasinsuffizienz, chronischen endobronchialen Infektionen und 

männlicher Infertilität. Ein Teil der Patienten weist Gallensteine auf und entwickelt eine 

Hepatopathie bis hin zur Zirrhose. In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass 

Patienten mit zystischer Fibrose und einer chronischen Pankreatitis nicht nur klinisch 

Parallelen aufweisen, sondern auch genetische Veränderung im CFTR gemeinsam haben. 

Beide Erkrankungen zeichnen sich durch pathologisch erhöhte Chloridkonzentrationen im 

Schweiß sowie durch duktale Obstruktion aus (Shwachman et al. 1975). Bereits 1998 wurde 

in zwei Studien von Sharer et al. und Cohn et al. ein Zusammenhang zwischen CFTR-

Mutationen und CP gezeigt. In weiteren Studien wurden die gesamte kodierende CFTR-

Sequenz, PRSS1 und SPINK1 untersucht. Dabei fanden sich bei 25-30% mindestens eine 
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CFTR-Mutation (ohne 5T-Allel). Mehrere Patienten waren gemischt heterozygot für CFTR-

Mutationen oder transheterozygot (SPINK1- und CFTR-Mutation), was den Stellenwert einer 

Kombination verschiedener Gendefekte unterstreicht (Noone et al. 2001). Neuere Studien 

hingegen gehen von einem geringeren Gesamtrisikobeitrag von CFTR-Variationen zur 

Pathogenese der chronischen Pankreatitis aus (Rosendahl et al. 2013). CFTR-Varianten, die 

bei CP-Patienten gefunden wurden, sind in den meisten Fällen "milde" Varianten mit Rest-

CFTR-Funktion, und in allen gemischt Heterozygoten für CFTR-Varianten war mindestens 

ein "mildes" CFTR-Allel vorhanden. Die Häufigkeiten von CFTR-Varianten bei CP waren 

niedriger als zuvor berichtet (Rosendahl et al. 2013). Bei Patienten mit einer früh 

einsetzenden CP sollte aber die Diagnose einer CF mittels Schweißtest ausgeschlossen 

werden. 

 

4.  Pankreatische Elastasen 

 

Elastasen bilden eine Unterfamilie der Serinproteasen, die neben Elastin viele Proteine 

hydrolysieren. Sie werden vorwiegend von den Azinuszellen des Pankreas synthetisiert und 

sezerniert. 1961 wurde die Spezifität des Enzyms CELA1, die sich von der des Tryp-              

sin/Chymotrypsin unterscheidet, für neutrale Aminosäuren mit kleiner aliphatischer Kette 

beobachtet (Naughton et al. 1961). CELA2 wurde erst im 1976 aus menschlichem Pankreas 

isoliert (Largman et al. 1976). Menschen haben sechs Elastase-Gene, die starke strukturelle 

Ähnlichkeiten aufweisen. Elastasen sind durch ihre Fähigkeit definiert, lösliche Peptide aus 

unlöslichen Elastinfasern durch einen proteolytischen Prozess, der als Elastinolyse oder 

Elastolyse bezeichnet wird, freizusetzen (Szabó et al. 2016). Die >Pankreaselastase< (ELA1), 

die routinemäßig aus Schweine- oder Kuhpankreas gereinigt wird, wird beim Menschen 

aufgrund des Transkriptions-Silencing nicht im Pankreas exprimiert (Rinderknecht et al. 

1986; Szmola et al. 2011). Aus ungeklärten evolutionären Gründen hat das menschliche 

ELA1-Gen Mutationen in der stromaufwärts gelegenen Region akkumuliert, die seinen 

Promotor inaktivieren (Rose SD et al. 1997). Die ELA1-codierende Region ist intakt 

geblieben, was nahelegt, dass ELA1 in anderen Geweben exprimiert werden könnte. In der 

Tat wurde eine ELA1-Expression in menschlichen Hautzellen nachgewiesen (Szepessy et al. 

2006). Studien über die Wechselwirkungen humaner Pankreaselastase mit ³1-Proteinase-

Inhibitor (AAT) und ³1-Antichymotrypsin (AACT) zeigten, dass beide Proteinaseinhibitoren 

die Haupthemmer der menschlichen Pankreaselastase 2 im Plasma sind (Davril et al. 1987). 

Beim Menschen ist Elastase 2 das einzige Verdauungsenzym mit berichteter elastinolyti- 

scher Aktivität (Szepessy et al. 2006). Das Proenzym besteht aus 269 Aminosäuren und 
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besitzt eine spezielle Bindungstasche (Gly-238, Ser-250), die für die Chymotrypsin ähnliche 

Substratspezifität sorgt (Szepessy et al. 2006). Den aktiven Elastasen gemeinsam (CELA2A, 

CELA3A, CELA3B) ist, dass die ersten vier Aminosäuren (Val-Val-X-Gly) des aktiven Enzyms 

konserviert sind und immer auf einen Arginin-Rest folgen (Codon 28), der für die Spaltung 

durch Trypsin nötig ist. Die bei den Serinproteasen für die katalytische Aktivität zuständigen 

Aminosäuren Histidin (Codon 73), Asparaginsäure (Codon 121 bei CELA2A, Codon 123 bei 

CELA3A und CELA3B) sowie Serin (Codon 216 bei CELA2A, Codon 217 bei CELA3A und 

CELA3B) sind ebenfalls bei allen diesen Isoformen vorhanden (Tani et al. 1988). Die 

Information für das Signalpeptid liegt in Exon 1, für das Aktivierungspeptid und die N-

terminalen 16 Aminosäuren des reifen Proteins in Exon 2. Exon 3, 5 und 7 kodieren für die 

Aminosäuren der katalytischen Triade. Exon 7 ist daneben für die substratspezifische 

Bindungstasche zuständig (Tani et al. 1988). 

 

4.1  CELA2A und CELA2B 

 

Die kodierenden Gene für CELA2A (OMIM 609443) und CELA2B (OMIM 609444) liegen auf 

Chromosom 1 (1p36.21), sind etwa 15 kb lang und liegen ca. 4 kb voneinander entfernt. 

Beide Gene weisen eine hohe Sequenzhomologie von etwa 90% auf Aminosäureebene auf 

und sind wahrscheinlich Produkt einer Genduplikation (Nemoda et al. 2006; Szmola et al. 

2007; Szabó et al. 2012). Szabó et al. 2016 konnten nachweisen, dass es sich bei CELA2B 

um ein weiteres Beispiel einer >stillen< menschlichen Elastase ohne nachweisbare 

proteolytische Aktivität handelt. Ursächlich dafür sind evolutionäre Mutationen in den Ami- 

nosäuren Met-29, Leu-30 und Cys-210. Da die Aminosäuren an Position 29 und 30 eine 

wichtige Rolle in der Aktivierung des Proenzyms spielen, könnten Mutationen an diesen 

Stellen zur Inaktivität der CELA2B beitragen. Durch den Austausch von Serin zu Cystein an 

der Stelle 210 entsteht ein zusätzlicher Cystein-Rest, der die Ausbildung der fünf Disul- 

fidbrücken stört und somit zur Fehlfaltung führen kann. Vermutlich sind aber auch noch 

andere Mutationen an der Stilllegung von CELA2B beteiligt (Szepessy et al. 2006, Kawa- 

shima et al. 1987). Der anfänglichen "Burst" -Phase bei der CELA2A-Aktivierung durch kat- 

ionisches Trypsin, folgt eine langsamere "Steady State"-Aktivierung. Dies legt nahe, dass die 

Dissoziation der aktivierten CELA2A der geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der 

Reaktion ist, was zu einer offensichtlichen Hemmung der kationischen Trypsin-vermittelten 

Aktivierung von Proelastase führt. Bisher ist es noch nicht geklärt, warum die Elastase- 

Expression beim Menschen eingeschränkt ist. Denkbar ist, dass der Mensch im Vergleich zu 

anderen Wirbeltieren einen geringeren Bedarf an der Verdauung von Elastin und anderen 
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Nahrungsproteinen hat und CELA2A allein, für den Bedarf beim Menschen ausreichend ist. 

Man geht heute davon aus, dass CELA2B ein >Pseudogen< ist, dass aber mRNA und 

möglicherweise auch Proteine exprimieren kann. Andererseits ist es auch denkbar, dass 

CELA2B eine noch nicht identifizierte, spezialisierte Proteaseaktivität aufweist oder ihre 

Funktion völlig unabhängig von der Proteolyse ist (Szabó et al. 2016). 

 

4.2  CELA3A und CELA3B 

 

Die für menschliche CELA3A und CELA3B kodierenden Genen befinden sich ebenfalls auf 

Chromosom 1 (1p36.12), sind 11 bzw. 12,5 kb lang und liegen ca. 20 kb voneinander ent-

fernt. Beide Elastasen werden in ihrer inaktiven Form als Proelastasen sezerniert und können 

Komplexe mit Procarboxypeptidase A bilden. Diese Komplexbildung soll vor ektopischer 

Proelastasenaktivierung und Pankreasschädigung schützen (Unger et al. 2016). Unter 

diesen Enzymen ist Pankreas-Elastase einzigartig in ihrer Fähigkeit, Elastin, ein faseriges 

und unlösliches Protein im Bindegewebe, zu hydrolysieren (Tani et al. 1987). Aufgrund seiner 

Spezifität wurde Elastase nicht nur mit einer Verdauungsfunktion im Darm, sondern auch mit 

der Ätiologie des Lungenemphysems (Kaplan et al. 1973) und der vaskulären Verletzung bei 

akuter Pankreatitis (Geokas et al. 1968) in Verbindung gebracht. Es wurde nur eine 

Komplexbildung zwischen CELA3B und proCPA beobachtet. Die Aminosäureposition 241, 

das Glycin in CELA3A und Alanin in CELA3B trägt, wurde als Hauptdeterminante der 

Bindungsaffinität identifiziert (Unger et al. 2016). Durch die Mutation p.G241A in CELA3A 

nimmt die Bindung zu, während die Mutation p.A241G in CELA3B die Bindung an proCPA1 

reduziert (Szabó et al. 2016). CELA3A bindet aufgrund der evolutionären Substitution von 

Ala241 mit Glycin in Exon 7 schlecht (Párniczky et al. 2016). ProCELA2A bindet ProCPA1, 

ProCELA3B bindet ProCPA1 und ProCPA2, wohingegen ProCELA3A keine Komplexe bildet 

(Szabó et al. 2016; Moulard et al. 1989; Pascual et al. 1989; Moulard et al. 1990). Obwohl 

CELA3A zu 92% mit CELA3B in seiner Primärstruktur identisch ist, bildet es keine engen 

Komplexe mit proCPA1 oder proCPA2. Um ProCPA (ProCPA1, ProCPA2) aktivieren zu 

können, muss der Komplex gespalten werden, um später in der monomeren Form aktiviert 

zu werden. Die ProCPA-Aktivierung erfolgt in zwei Schritten: Nach Spaltung am C-Terminus 

des Aktivierungspeptids (94 Aminosäuren bei ProCPA1, 96 Aminosäuren bei ProCPA2) 

durch Trypsin entsteht ein 92 Aminosäure langes Aktivierungspeptid, welches noch an der 

Procarboxypeptidase gebunden ist. Danach erfolgt die Spaltung durch CTRC an mehreren 

Stellen des Aktivierungspeptids. Diese verursacht dessen Dissoziation und führt somit zu 

einer vollständig aktiven Carboxypeptidase (Szabó et al. 2016). Die Erkenntnis ermöglichte, 
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Veränderungen in der Komplexbildung zwischen Proelastasen und Procarboxypeptidasen in 

Bezug auf das Risiko einer CP, zu untersuchen. Dazu wurden Allelhäufigkeiten der Varianten 

p.G241A in CELA3A und p.A241G in CELA3B zwischen Probanden mit CP und Kontrollen 

ohne Pankreaserkrankung miteinander verglichen. Es zeigte sich allerdings keine statistische 

Signifikanz. Es wurde beobachtet, dass die intronische Variante c.643-7G> T in CELA3B bei 

ACP-Patienten, aber nicht bei Patienten mit idiopathischer CP, signifikant unterrepräsentiert 

war, was einen protektiven Effekt nahelegt (Párniczky et al. 2016). 

  

5.  Zielsetzung der Arbeit 

 

Die chronische Pankreatitis ist im Kindesalter häufig genetisch bedingt. Insbesondere die 

sogenannte idiopathische Form scheint eine komplex vererbte Erkrankung zu sein, bei der 

sich oft Mutationen in mehreren verschiedenen krankheitsassoziierten Genen nachweisen 

lassen. 

Trotz der jüngsten Fortschritte in der Aufklärung der genetischen Ursachen der Erkrankung, 

lassen sich bei einem erheblichen Prozentsatz der Patienten mit chronischer Pankreatitis 

keine Mutationen in einem der bekannten Suszeptibilitätsgene nachweisen, was auf die 

Beteiligung anderer, noch nicht identifizierter Gene hindeutet (Párniczky et al. 2016). 

Fast alle der bisher identifizierten krankheitsassoziierten Gene kodieren für pankreatische 

Verdauungsenzyme oder deren Inhibitoren. Aus diesem Grund untersuchten wir, ob es einen 

Zusammenhang zwischen Mutationen in den Chymotrypsin-Like Elastase-Genen und der 

chronischen Pankreatitis gibt. Dafür analysierten wir sämtliche kodierenden Bereiche 

einschließlich der Exon-Intron-Übergänge der vier Isoformen CELA2A, CELA2B, CELA3A 

sowie CELA3B bei Patienten mit chronischer Pankreatitis und gesunden Kontrollen mittels 

direkter DNA-Sequenzierung nach Sanger. Die erhaltenen Elektropherogramme wurden auf 

Mutationen hin untersucht und die Ergebnisse statistisch ausgewertet. 
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Material und Methoden 

 

6. Materialien 

 

6.1. Verbrauchsmaterialen 

Material Hersteller 

Mikrotiterplatte mit 96-Vertiefungen 4titude, Wotton 

Folie für Mikrotiterplatte 4titude, Wotton 
Rotisolv HPLC-Wasser Roth, Karlsruhe 
dTTP, dATP, dCTP, dGTP Roth, Karlsruhe 
Primer TIB Molbiol, Berlin 
AmpliTaq Gold DNA-Polymerase mit Gold Puffer & 
MgCl2 

Thermo Fisher Scientific, USA 

MyTaq DNA-Polymerase Bioline, Luckenwalde 
MyTaq Reaktionspuffer Bioline, Luckenwalde 
Bayol F SERVA, Heidelberg 
GelBond PAG Film Lonza Rockland, USA 
Harnstoff Merck, Darmstadt 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan Merck, Darmstadt 
Borsäure Merck, Darmstadt 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Merck, Darmstadt 
Rotiphorese Gel A 

Roth, Karlsruhe 
(30% Acrylamidlösung) 
Rotiphorese Gel B 

Roth, Karlsruhe 
(2% Bisacrylamidlösung) 
Ammoniumperoxodisulfat (APS 40%) Roth, Karlsruhe 
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth, Karlsruhe 
Ethanol Merck, Darmstadt 
Essigsäure Merck, Darmstadt 
Silbernitrat Merck, Darmstadt 
Natriumhydroxid Merck, Darmstadt 
Natriumborhydrid Merck, Darmstadt 
Formaldehyd (37%) Merck, Darmstadt 
Bromphenolblau Merck, Darmstadt 
DNA-Leiter Invitrogen, Darmstadt 
Exonuklease I New England BioLabs, Ipswich 
Antarktische Phosphatase New England BioLabs, Ipswich 
Mix2Seq Kit Eurofins Genomics, Ebersberg 

 

Alle übrigen Chemikalien wurden im Reinheitsgrad p.a. von der Firma Merck, Darmstadt, 

bezogen. 
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6.2. Lösungen 

Lösung Zusammensetzung 

107,7 g Tris (890 mM) 
 

55,0 g Borsäure (890 mM) 
TBE-Puffer (5x) 

9,3 g EDTA (25 mM) 
 

ad 2000 ml bidestilliertes Wasser 

 

6.3.  Geräte 

Gerät Hersteller 

Zentrifuge 5430 Eppendorf, Hamburg 

TProfessional (PCR-Gerät) Biometra, Göttingen 

Multiphor II (Elektrophorese-Gerät) GE Healthcare, Freiburg im Breisgau 

Kreisschüttler IKA, Staufen im Breisgau 

 

6.4. Studienpopulation 

 

Es wurden insgesamt 581 Patienten (315 weiblich; Altersmedian 14 Jahre; Durch- 

schnittsalter ± Standardabweichung 17,1 ± 12,0 Jahre; Altersbereich 0-62 Jahre) mit chro- 

nischer nichtalkoholischer Pankreatitis aus Deutschland (n=543), Österreich (n=32) und der 

Schweiz (n=6) untersucht. Die Diagnose chronische Pankreatitis basierte auf der 

Anwesenheit von 2 oder mehr der folgenden Kriterien: typische klinische Zeichen einer 

rekurrierenden oder chronischen Pankreatitis (Oberbauchschmerzen, Erbrechen) mit 

erhöhten Pankreasenzymwerten im akuten Schub, radiologische Zeichen wie Kalzifikationen 

und/oder Pankreasgangunregelmässigkeiten in der ERCP oder der MRT und/oder 

pathologische Befunde in der Ultraschalluntersuchung des Abdomens. Patienten mit 

Alkoholabusus wurden ausgeschlossen. 

Als Kontrollen wurden mindestens 238 Personen für jedes Exon untersucht. Für einige Exone 

wurde die Anzahl auf bis zu 1322 Probanden erweitert. Als Kontrollen dienten Blutspender 

aus Deutschland. 
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7.  Methoden 

 

7.1. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

 

Es handelt sich um eine Methode zur sequenziellen Vervielfältigung einzelner, genau fest- 

gelegter DNA-Abschnitte. Die Polymerasekettenreaktion, kurz PCR (polymerase chain re- 

action), wurde 1986 von Kary Mullis entwickelt, wofür er 1993 mit dem Nobelpreis für Chemie 

ausgezeichnet wurde (Mullis et al. 1986). 

Von den vier Isoformen der Elastase (CELA2A, CELA2B, CELA3A, CELA3B) wurden jeweils 

8 Exone sowie die angrenzenden intronischen Bereiche vervielfältigt. 

Zu allererst wurde eine Mikrotiterplatte mit insgesamt 96 Vertiefungen mit jeweils 2 µl DNA 

befüllt. Anschließend wurde der PCR-Mastermix hergestellt und je 20 µl davon in jede der 

Vertiefungen zugegeben. Für die Isoformen CELA2A und CELA3B wurde für jedes Exon das 

Enzym AmpliTaq DNA-Polymerase bei einer Anlagerungstemperatur von 64 °C verwendet. 

Bei gleicher Anlagerungstemperatur wurde das Exon 1-7 von CELA3A mit der AmpliTaq Gold 

benutzt. Für CELA2B Exon 1-7 wurde zwar die gleiche AmpliTaq DNA- Polymerase 

verwendet, allerdings bei einer Anlagerungstemperatur von 60 °C. 

Je Probe enthielt der Mastermix 14,85 µl HPLC-Wasser, 2,2 µl Puffer (10-fach), 1,3 µl 

Magnesiumchlorid (MgCl2), 1 µl dNTP-Mix, 0,25 µl Vorwärtsprimer (10 µM), 0,25 µl Rück- 

wärtsprimer (10 µM) und 0,15 µl (5 U/µl) AmpliTaq DNA-Polymerase. MyTaq DNA-Poly- 

merase bei einer Anlagerungstemperatur von 60 °C wurde bei Exon 8 von CELA2B und 

CELA3A verwendet. Der Mastermix bestand aus 13,85 µl HPLC-Wasser, 4 µl MyTaq 

Reaktionspuffer, 1 µl Vorwärtsprimer (10 µM) 1 µl Rückwärtsprimer (10 µM) sowie 0,15 µl (5 

U/µl) MyTaq DNA-Polymerase. Die von uns verwendeten Primer wurden passend zu den 

flankierenden intronischen Bereichen konstruiert (Tabelle 2-5). Eng benachbarte Exone 

wurden zusammen amplifiziert. Als Schutz vor Verdunstung wurde jeder Reaktionsansatz 

anschließend mit 1 Tropfen Öl (Bayol F) überschichtet. 

Abschließend wurde die Platte mit einer hitzestabilen Folie zugeklebt, für ein paar Sekun- 

den zentrifugiert und dann in den Thermozykler für die Durchführung der Polymerase-Ket- 

tenreaktion gegeben. Für die genauen Einstellungen siehe Tabelle 6 (die Phasen 2-4 wur- 

den fünfzigmal wiederholt). 
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Tabelle 2: PCR-Primer für CELA2A 

Exon Primer PCR-Produkt [bp] 

1-2 
P12FA  58GGAACCCATATTCCAATATCTACCT38 

779 
P12RB  58TGCCTGTGCTGCTCTCTGAG38 

3 
P3FA    

P3RB   

58GGTGCTGCCTTAAGTTGTGC38 
542 

58CAAGGGAACCCAATTCCAGATCCA38 

4-5 
P45FA 58TCCCATCTAGTGGCTCACGC38 

1000 
P45RB 58GCCACACACCCTGGGATGAC38 

6 
P6FB 58CAGTCATTGCCAACAGCTTCCC38 

534 
P6RC 58GGGTAATTCTGCCAGGAGGTG38 

7 
P7FC 58AGACCACCCGCGGGAAGACG38 

727 
P7RB 58GGCAGGCCCAGCAGTTACTC38 

8 
P8FB 58GGGGTTCGAAGGCCCCCTAC38 

416 
P8RA 58ACAGCCCTGGATGTTAGGAC38 

 

Tabelle 3: PCR-Primer für CELA2B 

Exon Primer PCR-Produkt [bp] 

1-2 
P12FA   58GGAACTCATATTCCAGTATCTACCC38 

776 
P12RB  58TTCCTGTGCTGCTCTCTGAA38 

3 
P3FB 58GGCTGAGGTTTTGGGTGCCC38 

554 
P3RB 58CAAGGGAACCCAATTCCAGACACT38 

4-5 
P45FA 58TGCCAACTAGTGGCTCATGA38 

1401 
P45RC 58CTGACATTTGAACCCAGGCAGACA38 

6 
P6FA 58GTTCATTGGCTTAGCTTGAG38 

483 
P6RC 58GGGTGCTTCTGCCAGGAGGTC38 

7 
P7FC 58AGACCACCTGCGGGAAGACA38 

794 
P7RC 58CGTCTTTGGACAAGGCCATA38 

8 
P8FA 58CAGGTCAATGAAAAGCTGTGATTG38 

383 
P8RB 58CCTGACCTATTTCTGGTTCTTAGG38 
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Tabelle 4: PCR-Primer für CELA3A 

Exon Primer PCR-Produkt [bp] 

 

1 

P1FA 

 

P1RA 

58CCTCTGCCTCTCCGCTCCCA38
 

 

58CCTGTGGAACCAGGCATAGCA38
 

 

918 

 

2 

P2F 

 

P2R 

58TGAATCTCTATCCCTGGACTCC38
 

 

58CCCAGTGAGGGTTACAGATGAAAC38
 

 

487 

 

3-4 

P34FA 

 

P34RA 

58GAGGGCCTTCAAGGGCTGTT38
 

 

58GCCTTCACACCACCCAGGAA38
 

 

1182 

 

5-6 

P56FM 

 

P56R2 

58AGTGGATTTGGAGGGTAAAGAAGT38
 

 

58GTCTCAAACTCCTAGCCTCAAGC38
 

 

1200 

 

7 

P7FA 

 

P7RA 

58GTTGCAATGAGCCAAGCTTGCG38
 

 

58GCTGGGATTACAGGCATGACTATG38
 

 

884 

 

8 

P8FA 

 

P8R 

58TCTAAATTTGTGCTGGGCATTGTAA38
 

 

58CACTCTACCATGAGCCTCCTCAA38
 

 

693 
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Tabelle 5: PCR-Primer für CELA3B 

Exon Primer PCR-Produkt [bp] 

1 
P1FA  8 58CTCTGCCTCCCTGCCTCCTG38 

918 
P1RA 58CCTGTGGAACCAGGCATAGGG38 

2 
P2F-neu 58TGAATCTCTATCCCTGGAGTCT38

 
487 

P2R 58CCCAGTGAGGGTTACAGACGGAAT38 

3-4 
P34F 58CCCTCTAGAGTTGCACAGTGC38 

565 
P34R 58ACRCAGCTCCCCCGTCCCTA38 

5 
P5FN 58GAAAGAGTGGATTTGGAGGG38 

588 
P5RN 58GGGCACAGGGCTAGGAG38 

6 
P6FN 58TCAGAGCAGAAGAACTGTGC38 

453 
P6RN 58GTCAGTGTGTGAGCTGAGA38 

7 
P7FN 58TCAGAGGAGTCAGGTAATGTCG38 

484 
P7RN 8AAGTTCAGCTGTAGTTCCAAGC38 

8 
P8FA 58TCTAAATTCATGCTGGCCATTGTAG38 

699 
P8R 58CACTCTACCATGAGCCTGCTGAG38 

 

 

Tabelle 6: Einstellungen des PCR-Gerätes für die PCR 

 
Phasen 

AmpliTaq 64 °C AmpliTaq 60 °C MyTaq 60 °C 

Temp
. 

Zeit Temp
. 

Zeit Temp
. 

Zeit 

1. Initiale Denaturierung 95 °C 12:00 95 °C 12:00 95 °C 01:00 

2. Denaturierung 95 °C 00:20 95 °C 00:20 95 °C 00:20 

3. Anlagerung der Primer 64 °C 00:40 60 °C 00:40 60 °C 00:40 

4. Elongation 72 °C 01:30 72 °C 01:30 72 °C 01:00 

5. Finale Elongation 72 °C 02:00 72 °C 02:00 72 °C 02:00 
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7.2.  Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) 

 

Zur Überprüfung einer erfolgreichen Amplifikation wurden nach der PCR die Proben auf ein 

Gel aufgetragen und einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) unterzogen. Bei diesem 

Verfahren werden Makromoleküle in einem elektrischen Feld aufgrund ihres unter- 

schiedlichen Molekulargewichts aufgetrennt, wobei kleinere Fragmente weiterwandern als 

größere Fragmente. Dafür wurde zuerst ein Gel aus 12%igem Polyacrylamid mit 54 Taschen 

(27 Taschen pro Reihe) hergestellt. Das Gel bestand aus 1,8 g Harnstoff, 6 ml 5x TBE-Puffer, 

10 ml Gellösung A, 4 ml Gellösung B, 10 ml destilliertem Wasser, 48 µl APS (40 %) sowie 24 

µl TEMED. Die ersten zwei Taschen und die letzte Tasche wurden in beiden Reihen mit 4 µl 

Blaumarker (Bromphenolblau), die zweite und die letzte Tasche mit 4 µl DNA-Leiter (1:100 

verdünnt) gefüllt. In die restlichen Taschen wurden 4 µl PCR-Produkt pipettiert. Die 

Gelenden, an denen die Elektroden platziert werden sollten, wurden jeweils mit einem in 1x 

TBE-Puffer getränkten Papierstreifen abgedeckt. Die Elektrophorese erfolgte über 35 

Minuten unter folgenden Bedingungen: 1100V Spannung, 300 mA Stromstärke und 300 W 

Leistung. Zur Visualisierung der PCR-Produkte wurde eine Silberfärbung durchgeführt. Dazu 

wurde das Gel in eine Fixierlösung (10 % Ethanol, 2 % Essigsäure) eingelegt und für 15 

Minuten auf den Kreisschüttler gestellt. Nach kurzem Waschen in entsalztem Wasser folgte 

eine Inkubation in 0,2%iger Silbernitratlösung für 35 Minuten. Nach erneutem Waschen mit 

destilliertem Wasser wurde die PCR-Fragmente im Gel mit 200 ml gekühlter Entwicklerlösung 

(1,5 % Natriumhydroxid, 0,01 % Natriumborhydrid) und 1 ml 37%igem Formaldehyd sichtbar 

gemacht. Der Formaldehyd wurde dabei erst unmittelbar davor zugegeben. Letztlich wurde 

das Gel in eine Folie eingeschweißt und ausgewertet.  

 

7.3.  Verdau der PCR-Produkte 

 

Bevor die PCR-Produkte sequenziert werden konnten, mussten überschüssige Primer und 

dNTPs aus dem Reaktionsansatz entfernt werden. Dafür wurde ein Gemisch aus je 1,5 µl 

HPLC-Wasser, 0,25 µl (20 U/µl) Exonuklease I sowie 0,25 µl (5 U/µl) antarktische Phos- 

phatase zu jedem PCR-Produkt pipettiert. Die Exonuklease I diente dazu, einzelsträngige 

DNA-Fragmente (PCR-Primer) abzubauen. Die antarktische Phosphatase katalysierte die 

Entfernung der 5´-Phosphatgruppen, welche die im Reaktionsansatz verbliebenden dNTPs 

inaktivierte. Nach kurzem Zentrifugieren erfolgte der Verdau bei 37 °C im Thermocycler für 

40 Minuten mit anschließender Enzyminaktivierung bei 85 °C für 20 Minuten. Zum Schluss 

wurden die Reaktionsansätze auf 10 °C abgekühlt. 
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7.4. Sequenzierung 

 

Die DNA-Sequenzierung geht auf eine Methode nach Frederick Sanger zurück (Sanger et al. 

1977). Sie wird auch Kettenabbruch-Synthese genannt. Für die Entwicklung dieser en- 

zymatischen Methode erhielt Sanger zusammen mit Gilbert und Berg 1980 den Nobelpreis 

für Chemie. Im Gegensatz zur PCR wird hier allerdings nur ein Primer verwendet. Zusätzlich 

befinden sich außer dNTPS auch fluoreszenzmarkierte ddNTPS im Reaktionsansatz. Wenn 

anstelle eines dNTP ein ddNTP mit fehlender Hydroxygruppe am 3`-C-Atom eingebaut wird, 

bricht die Kettenverlängerung ab (Sanger et al. 1977). Es entstehen fluoreszenzmarkierte 

Fragmente jeder Länge, welche mittels Photodetektion bestimmt werden konnten. 

Der Reaktionsansatz bestand aus 6 µl verdautem PCR-Produkt, 1 µl HPLC-Wasser, 1,5 µl 

Sequenzierungspuffer, 1 µl Sequenzierungsprimer (10 mM) (Tabelle 7) und 0,5 µl BigDye. 

Das Ganze wurde wieder mit 1 Tropfen Öl (Bayol F) überzogen. Nach einer initialen Dena- 

turierung bei 95 °C für 3 min. erfolgte die Amplifikation mit 30 Zyklen 95 °C für 20 sec., 60 

°C für 30 sec. und 68 °C für 90 sec. 

 

Nach Amplifikation wurden die Sequenzierungsprodukte gefällt, um überschüssige fluo- 

reszenzmarkierte ddNTPs zu entfernen. Hierzu wurden die Sequenzierungsprodukte mit 

jeweils 100 µl 70%igem Ethanol versetzt und bei -20°C inkubiert. Anschließend wurde es für 

30 Minuten bei 4800 g zentrifugiert und der Überstand verworfen. Es folgte ein 

Waschschritt mit erneut 100 µl 70%igem Ethanol und einer Zentrifugation bei 4800 g. Danach 

wurden die Sequenzierungsplatten kopfüber für 1 min bei 613 g zentrifugiert, dann bei 60 °C 

für 45-60 min in einem Wärmeschrank getrocknet und in 50 µl HPLC- Wasser aufgenommen. 

Die elektrophoretische Auftrennung der Produkte erfolgte im Helmholtz-Zentrum München 

(HMGU) an einem ABI 3730 DNA Analyzer. 
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Tabelle 7: Primer für die Sequenzierung 

Gen Exon Primer 

CELA2A 1 S1F 58GAAAACCCCATCTTGGCGTGC38 

  2 P12RA 58GCTCTCTGAGTCCCATCAATACTC38 

  3 S3F 58AGTTGTGCACATGAGGCGAC38 

  4 S4F 58AGTTACTTGGGTCTATCCCC38 

  5 S5F 58ACACAGGGACAGTGCTGTCA38 

  6 S6F 58GAGCTCATTGGCTTAGCTTGAGTC38 

  7 S7F 58TGGGCTATGACCACAAGGGT38 

  8 S8FA 58TACTGTAGTGTGGGCTGCCTGTA38 

CELA2B 1 S1F 58CCCATCTTGCGTGCTCCTAG38 

  2 P12RA 58GCTCTCTGAATCCCATCAATCCTA38 

  3 S3F 58AGTTGTGTACCTGAGGTGAG38 

  4 S4F 58AGTTACTTGGGTCTATCCCT38 

  5 S5F 58GAGCAACCTGGGTAACGTAC38 

  6 S6F 58ACTGCTGAACCAATCACCAG38 

  7 S7F 58TGAGCTATGACCACAAGGAC38 

  8 S8FA 58TGAACTCCTCAGGCAGGAGC38 

CELA3A 1 S1F 58CAGGATTGAACCGTGGTCTGC38 

  2 S2F 58GGATTCTGGAAAGCCCTGCTC38 

  3-4 S34F 58CAACCTATACAGCCATTGGTGG38 

  5 S5FA 58GAAGTTGGGGCATCTCAGAGG38 

  6 S6FA 58GGAGGAGAGTCCTCATCAGG38 

  7 P7R 58GTTTAGCTATTACTGTTACCATGAGC38 

  8 S8RA 58ACCAGGATGGTCAGGTCACC38 

CELA3B 1 P1R 58GGCATAGGGTGTCATGGGACTT38 

  2 P2R 58CCCAGTGAGGGTTACAGACGGAAT38 

  3-4 S34F 58CAACCTATACAGCCATTGGTGG38 

  5 P56F 58GGAGCTGGGGCATCTCAGAGGC38 

  6 S6FA 58CAGAAGAACTGTGCGCCTTGG38 

  7 S7FA 58GTTTAGCTATTACTGTTACCATGAG38 

  8 P8F 58CCATGAGGTAAGTTCTATCATTATCCC38 
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7.5. Statistische Auswertung 

 

Die Signifikanz der Unterschiede zwischen den Mutationshäufigkeiten wurde über den 

zweiseitigen exakten Test nach Fisher mit Hilfe des Computerprogramms R untersucht. Ein 

p-Wert von kleiner 0,05 wurde als signifikant betrachtet. Das Programm berechnete auch 

zusätzliche Odds Ratios (OR) und Konfidenzintervalle (KI). 

 

 

7.6.  Nomenklatur 

 

Die Nummerierung der Nukleotide fängt mit der A (c.1) des ATG-Codons (Codon 1) im Exon 

1 an. Mutationen im kodierenden Bereich werden fortlaufend nummeriert.  
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8.  Ergebnisse 

 

Tabelle 8: CELA2A-Mutationen im kodierenden Bereich 

Exon 

Mutation 
Häufigkeit 
Patienten 

Häufigkeit 
Kontrollen 

p-
Wert Nukleotid-

austausch 
AS-

Austausch 
GT 

2 c.75T>C p.Y25= het 1/581 0,2% 1/239 0,4% 0.498 
2 c.105g>A p.A35= het 4/581 0,7% 1/239 0,4% 1.0 
3 c.157A>C p.K53Q het 0/581 0,0% 1/238 0,4% 0.29 
3 c.161g>C p.W54S het 0/581 0,0% 1/238 0,4% 0.29 
4 c.247g>A p.V83M het 1/581 0,2% 1/427 0,2% 1.0 

4 c.297A>C p.A99= 
het 251/581 43,2% 178/427 41,7% 1.0 

homo 54/581 9,3% 37/427 8,7% 0.82 
4 c.300C>g p.V100= het 1/581 0,2% 0/427 0,0% 1.0 
4 c.304g>T p.V102F het 2/581 0,3% 0/427 0,0% 0.51 
4 c.356+1gA - het 0/581 0,0% 1/427 0,2% 0.42 
5 c.420C>T p.A140= het 1/581 0,2% 0/428 0,0% 1.0 

5 c.489g>A p.L163= 
het 65/581 11,2% 65/428 15,2% 0.07 

homo 4/581 0,7% 2/428 0,5% 1.0 
6 c.497A>G p.N166S het 0/581 0,0% 1/238 0,4% 0.29 
6 c.508C>T p.P170S het 1/581 0,2% 0/238 0,0% 1.0 

6 c.627C>A p.I209= het 1/581 0,2% 0/238 0,0% 1.0 
6 c.629C>G p.S210C het 1/581 0,2% 0/238 0,0% 1.0 
6 c.632G>C p.S211T het 1/581 0,2% 0/238 0,0% 1.0 

7 c.672g>A p.A224= 

het 220/581 37,9% 154/428 36,0% 0.55 
homo 38/581 6,5% 7/428 1,6% 0.000 
allele 296/581 25,5% 168/856 19,6% 0.002 

7 c.724G>A p.G242S het 1/581 0,2% 0/428 0,0% 1.0 
7 c.758C>g p.T253R het 0/581 0,0% 1/428 0,2% 0.42 
7 c.770A>g p.N257S het 4/581 0,7% 4/428 0,9% 0.73 

 

Bei den CELA2A-Varianten c.157A>C (p.K53Q), c.297A>C (p.A99=) und c.672g>A 

(p.A224=) handelt es sich um eine Konvertierung des jeweiligen Nukleotids in das 

entsprechende Nukleotid des anderen Gens. 
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Tabelle 9: CELA2B-Mutationen im kodierenden Bereich 

Exon 

Mutation 
Häufigkeit 
Patienten 

Häufigkeit 
Kontrollen 

p-
Wert Nukleotid-

austausch 
AS-

Austausch 
GT 

2 c.51T>C p.C17= het 0/581 0,0% 1/427 0,2% 0.42 

2 c.93A>C p.G31= het 6/581 1,0% 1/427 0,2% 0.25 

2 c.105g>A p.A35= het 2/581 0,3% 1/427 0,2% 1.0 

4 c.235g>A p.G79R 

het 217/581 37,3% 98/238 41,2% 0.34 

homo 33/581 5,7% 10/238 4,2% 0.18 

allele 283/581 24,4% 118/476 24,8% 0.85 

4 c.250_251AT>gg p.M84G het 1/581 0,2% 0/238 0,0% 1.0 

4 c.340g>A p.D114N 

het 217/581 37,3% 98/238 41,2% 0.34 

homo 33/581 5,7% 10/238 4,2% 0.18 

allele 283/581 24,4% 118/476 24,8% 0.85 

5 c.402C>T p.T134= het 1/581 0,2% 0/238 0,0% 1.0 

5 c.446T>g p.L149R het 1/581 0,2% 0/238 0,0% 1.0 

5 c.474g>A p.T158= 

het 218/581 37,5% 98/238 41,2% 0,34 

homo 33/581 5,7% 9/238 3,8% 0.13 

allele 284/581 24,4% 116/476 24,4% 1.0 

7 c.672A>g p.A224= het 1/581 0,2% 6/427 1,4% 0.046 

7 c.696T>C p.H232= het 4/581 0,7% 3/427 0,7% 1.0 

7 c.704g>T p.G235V het 10/581 1,7% 3/427 0,7% 0.1 

 

Bei den CELA2B-Varianten c.93A>C (p.G31=), c.235g>A (p.G79R), c.340g>A (p.D114N), 

c.696T>C (p.H232=) und c.704g>T (p.G235V) handelt es sich um eine Konvertierung des 

jeweiligen Nukleotids in das entsprechende Nukleotid des anderen Gens. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 29 

Tabelle 10: CELA3A-Mutationen im kodierenden Bereich 

Exon 
Mutation 

Häufigkeit 
Patienten 

Häufigkeit 
Kontrollen 

p-Wert Nukleotid-
austausch 

AS-
Austausch 

GT 

1 c.40g>A p.V14I het 5/558 0,9% 7/242 2,9% 0.052 

2 c.71A>g p.H24R 
het 94/558 16,8% 40/242 16,5% 1.0 

homo 5/558 0,9% 3/242 1,2% 0.7 

2 c.73T>C p.S25P  
het 94/558 16,8% 40/242 16,5% 1.0 

homo 5/558 0,9% 3/242 1,2% 0.7 

2 c.91C>A p.H31N 
het 94/558 16,8% 40/242 16,5% 1.0 

homo 5/558 0,9% 3/242 1,2% 0.7 
2 c.115A>g p.S39G  het 2/558 0,4% 0/242 0,0% 1.0 
4 c.257G>T p.G86V het 1/558 0,2% 0/242 0,0% 1.0 
4 c.332C>A p.P111Q het 1/558 0,2% 0/242 0,0% 1.0 
5 c.481g>A p.G161S* het 3/558 0,5% 1/242 0,4% 1.0 
6 c.504T>C p.N168= het 1/558 0,2% 0/242 0,0% 1.0 
6 c.588C>T p.S196= het 6/558 1,1% 5/242 2,1% 0.32 
6 c.622T>g p.Y208D het 0/558 0,0% 1/242 0,4% 0.3 
6 c.633C>T p.S211= het 1/558 0,2% 1/242 0,4% 0.51 
7 c.686G>T p.G229V het 1/558 0,2% 0/242 0,0% 1.0 
7 c.699C>T p.H233= het 3/558 0,5% 0/242 0,0% 0.56 
7 c.700g>A p.G234S  het 4/558 0,7% 0/242 0,0% 0.32 
7 c.703g>A p.V235M  het 0/558 0,0% 1/242 0,4% 0.3 

7 c.722g>C p.G241A 
het 22/558 3,9% 5/242 2,1% 0.21 

homo 2/558 0,4% 1/242 0,4% 1.0 

7 
c.736_737 

TT>AC 
p.F246T* het 

0/558 0,0% 1/242 0,4% 0.3 

7 
c.739_740 

AT>Cg 
p.I247R* het 

0/558 0,0% 1/242 0,4% 0.3 
7 c.742T>A p.W248R* het 0/558 0,0% 1/242 0,4% 0.3 

7 c.750C>T p.P250= 
het 184/558 33,0% 91/242 37,6% 0.22 

homo 25/558 4,5% 14/242 5,8% 0.48 

7 c.753g>A p.T251= 
het 184/558 33,0% 91/242 37,6%   

homo 25/558 4,5% 14/242 5,8% 0.48 
7 c.772G>A p.A258T het 2/558 0,4% 0/242 0,0% 1.0 
7 c.781G>A p.D261N het 0/558 0,0% 1/242 0,4% 0.3 

 

activity 
<20% 

G86V + 
G161S + 
G234S  8/558 1,4% 1/242 0,4% 0.29 

 

Die Exon Varianten c.71A>g (p.H24R), c.73T>C (p.S25P) und c.91C>A (p.H31N) stehen im 

Kopplungsungleichgewicht. Diese treten immer mit den Varianten c.44-79T>C, c.44- 82A>g 

und c.129+64T>C, darüber hinaus oft zusätzlich mit den Varianten c.44- 31A>C, c.44-89g>C, 

c.129+100T>C und c.129+151g>A auf. 

Die synonyme Mutationen c.750C>T (p.P250=) und c.753g>A (p.T251=) stehen ebenfalls im 

Kopplungsungleichgewicht. 
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Tabelle 11: CELA3B-Mutationen im kodierenden Bereich 

Exon 
Mutation 

Häufigkeit 
Patienten 

Häufigkeit 
Kontrollen 

p-Wert Nukleotid-
austausch 

AS-Austausch GT 

2 c.129+1G>A - het 9/524 1,7% 5/1312 0,4% 0.006 

3 c.153T>C p.S51= het 47/524 9,0% 11/241 4,6% 0.039 

3 c.171g>C 

p.T57= het 47/524 9,0% 11/241 4,6% 0.039 
p.S51=_p.T57= 
- w/o p.R210H 

het 
17/524 3,2% 7/241 2,9% 

1.0 

p.S51=_p.T57= 
- with p.R210H 

het 
30/524 5,7% 4/241 1,7% 

0.013 

3 c.189C>T p.I63= het 1/524 0,2% 2/241 0,8% 0.235 

4 c.235T>C p.W79R het 16/524 3,1% 9/241 3,7% 0.663 

5 c.366T>C 

p.N122= 

het 84/524 16,0% 26/241 10,8% 0.059 

homo 7/524 1,3% 1/241 0,4% 0.031 

allele 98/524 9,4% 28/482 5,8% 0.021 
p.N122= - w/o 

p.R210H 
allele 

90/524 8,6% 28/482 5,8% 
0.063 

p.N122= - with 
p.R210H 

allele 
8/524 0,8% 0/482 0,0% 

0.062 

5 c.401A>T p.Q134L* het 1/524 0,2% 0/241 0,0% 1.0 

5 c.415G>A p.V139I het 4/524 0,8% 0/241 0,0% 0.31 
5 c.438C>g p.P146= het 17/524 3,2% 6/241 2,5% 0.655 

5 c.488G>A p.G163D het 1/524 0,2% 0/241 0,0% 1.0 
6 c.504C>T p.N168= het 1/524 0,2% 0/1322 0,0% 0.28 

6 c.519C>T p.D173= het 10/524 1,9% 27/1322 2,0% 1.0 

6 c.543C>g 

p.P181= 

het 80/524 15,3% 153/1322 11,6%   

homo 4/524 0,8% 6/1322 0,5% 0.027 
allele 88/524 8,4% 165/2644 6,2% 0.021 

p.P181= - w/o 
p.R210H 

allele 
58/524 5,5% 131/2644 5,0% 

0.457 

p.P181= - with 
p.R210H 

allele 
30/524 2,9% 34/2644 1,3% 

0.002 

6 c.607G>A p.V203M het 1/524 0,2% 0/1322 0,0% 1.0 
6 c.625A>G p.I209V* het 39/524 7,4% 114/1322 8,6% 0.45 

6 c.627C>G p.I209M* het 1/524 0,2% 5/1322 0,4% 1.0 
6 c.629g>A p.R210H het 30/524 5,7% 34/1322 2,6% 0.002 

6 c.642C>T 
p.N214=  

(splice site!) 
het 

16/524 3,1% 18/1322 1,4% 
0.02 
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Exon 
Mutation 

Häufigkeit 
Patienten 

Häufigkeit 
Kontrollen 

p-
Wert Nukleotid-

austausch 
AS-Austausch GT 

7 c.653g>C p.G218A het 1/524 0,2% 0/1309 0,0% 0.286 
7 c.694g>C p.V232L het 2/524 0,4% 5/1309 0,4% 1.0 

7 c.722C>g 

p.A241G - all het 35/524 6,7% 53/1309 4,0% 0.021 
p.A241G - all homo* 0/524 0,0% 3/1309 0,2%   
p.A241G - all allele 35/524 3,3% 59/2618 2,3% 0.002 
p.A241G - w/o 

p.R210H 
het 

5/524 1,0% 23/1309 1,8% 
0.291 

p.A241G - with 
p.R210H 

het 
30/524 5,7% 33/1309 2,5% 

0.002 

p.A241G - gene 
conversion* 

het 
2/524 0,4% 5/1309 0,4% 

  

    p.A241G w/o p.R210H het 5/524 1,0% 23/1309 1,8% 0.29 
    p.A241G with p.R210H het 30/524 5,7% 33/1309 2,5% 0.002 

8 c.799A>g p.T251M  het 0/524 0,0% 1/1309 0,1% 0.32 
8 c.759C>T p.F253= het 1/524 0,2% 0/1309 0,0% 1.0 
8 c.780T>C p.I260= het 16/524 3,1% 19/1309 1,5% 0.036 
8 c.799A>g p.I267V  het 3/524 0,6% 1/241 0,4% 1.0 
8 c.780T>C p.I260= het 16/524 3,1% 19/1309 1,5% 0.036 
8 c.799A>g p.I267V  het 3/524 0,6% 1/241 0,4% 1.0 
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9. Diskussion 

 

Um zu überprüfen, ob Mutationen in den CELA-Genen einen Einfluss auf das CP- Risiko 

haben, wurde im Rahmen dieser Arbeit die jeweils acht Exone der Gene CELA2A, CELA2B, 

CELA3A sowie CELA3B sequenziert und auf Mutationen untersucht. Insgesamt wurden 20 

CELA2A-, 12 CELA2B-, 24 CELA3A- sowie 25 CELA3B-Varianten gefunden. Die relativen 

Häufigkeiten bei den Patienten sowie Kontrollen wurden ausgerechnet und die Unterschiede 

auf Signifikanz überprüft. Bei der Beurteilung der Signifikanz wurden bei häufigen Varianten 

die heterozygoten und homozygoten Genotypen und die Allelfrequenzen getrennt betrachtet. 

Mit Ausnahme einer synonymen Variante in CELA2A und CELA2B (p.A224=) fanden sich 

keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollen bei CELA2A, CELA2B 

und CELA3A. 

In CELA3B wurden insgesamt neun signifikante Ergebnisse im kodierenden Bereich 

gefunden. Dabei erhöhen alle Varianten das CP-Risiko (OR>1), während keine Mutation 

protektiv wirkt (OR<1) (Tabelle 12). 

 

Die stärkste Assoziation fand sich mit den CELA3B-Varianten c.129+1G>A (OR=4,6) und 

c.629g>a (p.R210H) (OR=2.30). 
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Tabelle 12: CELA3B-Varianten mit signifikantem Ergebnis 

Gen Ort Mutation 
Häufigkeit 
Patienten 

Häufigkeit 
Kontrollen 

OR p-Wert 
 

3A 1 c.40g>A het 5/558 0,9% 7/242 2,9% 0.30 0.052  

3B 2 G>A het 9/524 1,7% 5/1312 0,4% 4.6 0.006  

3B 3 c.153T>C het 47/524 9,0% 11/241 4,6% 2.06 0.039  

3B 3 c.171g>C het 47/524 9,0% 11/241 4,6% 2.06 0.039  

3B 3 c.189C>T het 1/524 0,2% 2/241 0,8% 0.228 0.235  

3B 5 c.366T>C het 84/524 16,0% 26/241 10,8% 1.58 0.059  

3B 5 c.401A>T het 1/524 0,2% 0/241 0,0%  -  1.0  

3B 5 c.415G>A het 4/524 0,8% 0/241 0,0%  -  0.31  

3B 5 c.438C>g het 17/524 3,2% 6/241 2,5% 1.31 0.655  

3B 5 c.488G>A het 1/524 0,2% 0/241 0,0%  -  1.0  

3B 6 c.504C>T het 1/524 0,2% 0/1322 0,0%  -  0.28  

3B 6 c.519C>T het 10/524 1,9% 27/1322 2,0% 0.93 1.0  

3B 6 c.543C>g het 80/524 15,3% 153/1322 11,6% 0 0  

3B 6 c.607G>A het 1/524 0,2% 0/1322 0,0%  -  1.0  

3B 6 c.625A>G het 39/524 7,4% 114/1322 8,6% 0.85 0.45  

3B 6 c.627C>G het 1/524 0,2% 5/1322 0,4% 0.50 1.0  

3B 6 c.629g>A het 30/524 5,7% 34/1322 2,6% 2.30 0.002  

3B 6 c.642C>T het 16/524 3,1% 18/1322 1,4% 2.28 0.02  

3B 7 c.653g>C het 1/524 0,2% 0/1309 0,0%  -  0.286  

3B 7 c.694g>C het 2/524 0,4% 5/1309 0,4% 1.0 1.0  

3B 7 c.722C>g het 35/524 6,7% 53/1309 4,0% 1.7 0.021  

3B 7 c.752C>T het 0/524 0,0% 1/1309 0,1%  -  0.32  

3B 7 c.759C>T het 1/524 0,2% 0/1309 0,0%  -  1.0  

3B 7 c.780T>C het 16/524 3,1% 19/1309 1,5% 2.14 0.036  
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9.1. CELA2-Mutationen 

 

Die Variante c.672g>A (p.A224=) im Exon 7 (CELA2A) ist ein synonymer Polymorphismus 

welcher in beiden Genen signifikant ist, was jedoch zu keiner Veränderung der 

Aminosäuresequenz führt. Trotzdem ist die relative Häufigkeit des homozygoten Genotyps 

bei den Patienten signifikant höher, was die Annahme stützt, dass synonyme Mutationen an 

der Entstehung von Krankheiten beteiligt sein könnten. Das geschieht, indem sie den 

Spleißvorgang stören, die Stabilität der mRNA beeinflussen und somit einen Einfluss auf die 

Proteinbiosynthese und -faltung sowie die enzymatische Aktivität der Proteine haben. Ein 

möglicher Mechanismus wäre, dass durch den Codon-Austausch von dem weniger 

häufigeren >gCg< (Häufigkeit im menschlichen Genom: 7,4/1000) zu dem häufigeren >gCA< 

(Häufigkeit im menschlichen Genom: 15,8/1000) eine schnellere Elongation (&RSCU <rela- 

tive synonymous codon usage<= 0,48) der Proteine stattfindet (Sauna et. al 2011). Dies 

könnte zu einer erhöhten Anzahl an CELA2A-Proteinen führen, die eventuell verfrüht im 

Pankreasgewebe aktiviert werden. Denkbar wäre auch eine Fehlfaltung der Proteine, die 

über ER-Stress zum Tod der Azinuszellen führen könnten. Bereits 2009 konnte Kereszturi in 

zwei Arbeiten zeigen, dass Mutationen in dem Aktivierungspeptid von PRSS1 durch eine 

frühzeitige, intrazelluläre Aktivierung von Trypsinogen zu einer niedrigeren Sekretion führen 

kann, was auch den Tod der Azinuszelle verursachen kann. Auch andere PRSS1- Mutationen  

(p.R116C, p.C139S) führen durch Fehlfaltung und intrazellulären Rückhaltung der Proteine 

zum ER-Stress und rufen damit die ungefaltete Proteinantwort (UPR) hervor, welche 

wiederum in der Apoptose enden kann (Kereszturi et al. 2009). Diese Theorie sollte aber mit 

Vorsicht behandelt werden, da bei den Kontrollen das Hardy-Weinberg-Gesetz nicht erfüllt 

wird (Chi=8.45; P=0.01). Dies könnte beispielweise auf ein Genotypisierungsproblem 

hinweisen, oder auf ein mögliches technisches Problem bei der PCR, weswegen bei den 

Kontrollen nicht die wahre Verteilung der hetero- und homozygoten Genotypen gezeigt wird. 

Eine Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht bei den Patienten deutet nicht 

zwingend auf eine fehlerhafte Genotypisierung hin, da es auch auf eine Assoziation mit der 

Krankheit hinweisen kann (Wittke-Thompson JK et. al 2005). Da beide Gene sehr ähnlich 

sind und es sich um die identische Position in beiden Genen handelt, kann es sein, dass in 

der PCR beide Genen in einigen Fällen amplifiziert worden sind. Als möglicher 

Lösungsansatz, sollten die PCRs wiederholt und überprüft werden mit einer eventuell neuen 

Primerkombination. 
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Außerdem ist zu erwähnen, dass diese Variante teilweise mit der CTRC- Mutation c.180C>T 

(p.G60=), einem der häufigsten Risikofaktoren der CP (Hegyi E et. al 2017) gekoppelt ist, 

was auch zur Signifikanz von p.A224= beitragen könnte. 

 

CELA2B ist zwar in enger Beziehung zu CELA2A, wird jedoch im Vergleich dazu nur kaum 

im Pankreas sezerniert mit einer GTEx RNA von 1885.6 pTPM, als direkter Vergleich wird 

CELA2A mit einer GTEx RNA von 15011.9 pTPM hergestellt. 

Ein Zusammenhang zwischen CELA2-Mutationen und der CP konnte anhand unserer Daten 

somit nicht belegt werden. In einer neueren Studie von Esteghamat et. al 2019 konnte 

CELA2A in Zusammenhang zwischen früh einsetzender Atherosklerose und metabolischem 

Syndrom und CELA2A gebracht werden. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass 

CELA2A die Hyperaktivierung von Blutplättchen reduziert, die Sekretion und den Abbau von 

Insulin auslöst sowie die Insulinsensitivität erhöht. Der Verlust dieser Funktionen durch die 

mutierten Proteine liefert Einblicke in Krankheitsmechanismen und legt nahe, dass CELA2A 

in Zukunft ein attraktives therapeutisches Ziel sein könnte in der Behandlung des 

metabolischen Syndroms als auch der Atherosklerose.  

 

9.2.  CELA3-Mutationen 

 

Die Mutation c.40g>A (p.V14I) verursacht einen Aminosäureaustausch in der Signalpeptid- 

Sequenz. Solche Signalpeptid-Mutationen wurden auch schon in einem anderen mit chro- 

nischer Pankreatitis assoziiertem Gen, SPINK1, entdeckt (Király et al. 2007). Bei den 

SPINK1-Mutationen wird der hydrophobe Kern des Signalpeptids verändert, was die Se- 

kretion der inaktiven Enzyme verhindert. Diese fördert die Entstehung der Krankheit. Bei 

CELA3A dagegen ist eine tendenziell protektive Wirkung zu erkennen. Obwohl sich die 

Variante nicht direkt an der Spaltstelle (die vermutlich zwischen den Aminosäuren Ala-15 und 

Ser-16) befindet (Sziegoleit et al. 1982), aber da Signalpeptide normalerweise am C-

Terminus polare Aminosäuren aufweisen (Jarjanazi et al. 2008), wie die Aminosäuren 17-21, 

könnte man annehmen, dass es noch weiter entfernt liegt und die Hydrophobizität des 

hydrophoben Kerns durch den Austausch von Valin zu Isoleucin nicht verändert wird, könnten 

eventuell andere Mechanismen zu einer niedrigeren Sekretion von CELA3A und somit zu 

einer geringeren Anzahl an aktivierbaren Proenzymen führen, was die protektive Wirkung 

erklären könnte. Dies wäre aber nur möglich, wenn die Rückhaltung der Proenzyme die 

Proteinhomöostase nicht stören würde. Sollte es aber doch, könnte es Stress für die Zelle 

verursachen, was einen gegenseitigen Effekt erzeugen würde. 
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Keine der gefundenen Mutationen zeigte sich bei CELA3A signifikant, selbst Mutationen mit 

einer Aktivität unter 20 % (c.781G>A) nicht. Um das abschließend klären zu können, sollten 

noch weitere Kohorten untersucht werden. Mutationen in kürzlich entdeckten 

Krankheitsgenen wie PNLIP und TRPV6, die mit der chronischen Pankreatitis assoziiert sind, 

betrafen nur ca. 1-2% der Patienten und nicht wie bei SPINK1 20-30 % der Patienten. So 

fanden sich PNLIP-Mutationen in nur 1,9 % der deutschen Patienten. Auch funktionell defekte 

TRPV6-Varianten ließen sich bei europäischen Patienten in nur 2% nachweisen (Masamune 

et al. 2020). Deshalb sind in Zukunft vielleicht größere Patientenkollektive nötig, um seltenere 

Risikogene, die nur in einer geringen Prozentzahl der Patienten nachweisbar sind, 

identifizieren zu können. 

 

9.3.  CELA3B 

 

Die signifikant assoziierte Missense-Mutation c.629g>A in CELA3B verursacht einen 

Aminosäureaustausch von Arginin zu Histidin im Codon 210 (p.R210H). Dies könnte 

beispielweise die Komplexbildung mit Procarboxypeptidasen verhindern und somit durch die 

erhöhte Anzahl an Monomer vorliegenden ProCPAs und Proelastasen das Risiko für 

chronische Pankreatitis erhöhen. Vorläufige Daten der Arbeitsgruppe von Miklós Sahin-Tóth 

zeigten, dass die p.R210H-Variante mit einer deutlich erhöhten elastolytischen Aktivität 

einhergeht (unpubliziert). Somit könnte ähnlich wie bei PRSS1-Mutationen eine erhöhte 

Proteasenaktivität pathogenetisch verantwortlich sein. 

Die Mutation IVS2+1G>A ist nicht im Kopplungsungleichgewicht mit einem Single Nucleotid 

Polymorphismus in CELA3B und zeigt auch kein LD mit p.P250 = und p.T251 = von CELA3A.  

Das signifikante Ergebnis bei p.N122= (P=0,021 für die Allelfrequenz) lässt sich zu dem 

jetzigen Zeitpunkt nicht erklären. Die Möglichkeit eines unabhängigen Risikofaktors könnte 

in Betracht gezogen werden, ebenso die Möglichkeit einer Genumwandlung in Exon 2. 

Bei CELA3B fand sich zudem eine signifikante Assoziation mit einer >Splice site<-Mutation 

c.642C>T (p.N214=), bei der das letzte Nukleotid von Exon 6 betroffen ist, die konservierte 

Sequenzen am 5 �- und 3 �-Ende des Introns aber unverändert bleiben. Diese Variante könnte 

einen Einfluss auf das Spleißen haben, wie es beispielweise auch im Falle von der Mutation 

c.546g>T, einem Austausch des letzten Nukleotids in Exon 2 des GAA (Lysosomalen Alpha-

Glucosidase-Gens) bei der erblichen Glykogenspeicherkrankheit beobachtet wurde (Maimaiti 

et al. 2009). Folglich könnte sich die Rate der CELA3B-Expression verändern, die einen 

Einfluss auf die Komplexbildung mit ProCPAs oder auf die Anzahl aktiver CELA3B-Enzyme 

im Pankreasgewebe haben könnte. Es konnte ein starkes Kopplungsungleichgewicht mit 
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p.W79R gezeigt werden sowie eine nahezu vollständiges Kopplungsungleichgewicht mit 

p.I260=.  

Die polymorphe Natur von CELA3A und CELA3B an der Aminosäureposition p.241 verändert 

die Affinität bei der Komplexbildung von Procarboxypeptidasen und Proelastasen (Szabo et 

al. 2016). Wir konnten in unseren Untersuchungen signifikante Werte bei p.A241G 

nachweisen (P=0,021). Allerdings befindet sich die Variante im Kopplungsungleichgewicht 

mit p.R210H. Alle Patienten, die heterozygot für p.R210H waren, waren auch heterozygot für 

p.A241G. Vergleicht man die Häufigkeiten der Patienten mit p.A241G ohne die p.R210H-

Variante (5/524, 0,95 %; P=0,29) mit denen, die doppelt heterozygot waren (30/524, 5,73 %; 

P=0,002), so läßt sich die Assoziation mit p.A241G komplett durch die Assoziation mit 

p.R210H erklären. 

Auch die Assoziation mit c.543C>g (p.P181=) läßt sich durch die Kopplung mit p.R210H 

erklären: Während sich für p.P181=_p.R210H ein P-Wert von 0,002 ergab, war die isolierte 

p.P180= - Variante ohne p.R210H nicht assoziiert (P=0.46). 

Auch die Anreicherung von p.S51= und p.T57= kann vollständig durch die Kopplung mit 

p.R210H erklärt werden. In einer Studie wurde bei 225 Probanden mit chronischer 

Pankreatitis und 300 Kontrollen untersucht, ob Veränderungen in Exon 7 von CELA3A und 

CELA3B das Risiko für eine chronische Pankreatitis erhöhen. Es fand sich jedoch kein 

signifikanter Zusammenhang zwischen genetischen Varianten in diesem Exon und der 

Krankheit (Parniczky et al., 2016). Die Studie wurde weiter ausgeweitet auf die Exone 1-6 

und 8 bei einem Patientenkollektiv von 100 Patienten und Kontrollen. Wieder konnte keine 

der identifizierten Exon Varianten, inklusive der Exon-flankierenden intronischen Regionen 

von CELA3A und CELA3B eine signifikante Assoziation mit der Krankheit zeigen. Nur zwei 

intronische Varianten erreichten eine statistische Signifikanz, c.129+297G>A (Intron 2) wirkte 

protektiv (OR = 0,6), dagegen erhöht c.499+88 G> A (Intron 5) das Risiko (OR = 1,7) für 

chronische Pankreatitis (Unger et al. 2016). Ungeachtet der signifikanten Effekte basiert die 

Arbeit auf einer begrenzten Anzahl Patienten, so dass es einer größeren Kohorte bedarf, um 

die Ergebnisse zu bestätigen. Was aber gezeigt werden konnte, war, dass insbesondere 

Single Nucleotide Polymorphismen in der Nähe der Transkriptionsstelle vermutlich die 

Genexpression oder das Prä-mRNA-Spleißen beeinflussen und so zur Krankheitsentstehung 

beitragen könnten. Obwohl zunehmend Beweise dafür vorliegen, dass auch tiefe intronische 

Varianten wie die CELA3A-Varianten c.129 + 297 G> A und c.499 + 88 G> A pathogenes 

Potenzial haben und mit verschiedenen Krankheiten assoziiert sind (Vaz-Drago et al. 2017) 

ist die funktionelle Auswirkung solcher Varianten schwer zu untersuchen (Maston et al. 2006). 

Tiefe intronische Regionen können als Enhancer oder Silencer für die Regulation entfernter 
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Gene fungieren und wirken sich nicht unbedingt auf das Gen aus, indem sie sich befinden 

(Maston et al. 2006). Keines der bisher mit Pankreatitis in Verbindung gebrachten Genen 

(CEL, CFTR, CPA1, CTRB1-CTRB2, CTRC, PRSS1-PRSS2, SPINK1) liegt jedoch in der 

Nähe von CELA3A, somit kann diese Theorie ausgeschlossen werden. Neben der 

Veränderung der Genregulation können intronische Varianten das mRNA-Spleißen 

beeinflussen und die ordnungsgemäße Exon-Assemblierung stören. Konservierte 

Nukleotidsequenzen, einschließlich GU- und AG-Dinukleotide am 5'-Exon-Intron- und am 3'-

Intron-Exon-Übergang, ein Polypyrimidin-Trakt und ein A-Nukleotid an der 

Verzweigungsstelle, sind wesentliche Elemente für ein effizientes Spleißen (Pagani et al. 

2004). Unger et al. 2016 konnten zwischen dem Exon 2 von CELA3A (c.71A>G (p.H24R), 

c.73T>C (p.S25P) und c.91C>A (p.H31N)) und CELA3B-Homologon (c.71G>A (p.R24H), 

c.73C>T (p.P25S) und c.91A>C (p.N31T)) eine Genkonversion vorliegen kann, ähnlich dem 

Polymorphismus an Position 241. Eine solche Genumwandlung bezieht sich auf einen nicht 

reziproken Austausch genetischer Informationen und tritt häufig zwischen zwei hoch 

homologen Sequenzen auf. Dadurch bleibt die Donorsequenz unverändert, während die 

übertragene genetische Information in der Akzeptorsequenz enthalten ist (Chen et al. 2007). 

Dabei scheint CELA3B der vorherrschende Donor und CELA3A der vorherrschende Akzeptor 

zu sein, obwohl eine Umwandlung auch umgekehrt möglich ist. Parniczky et al. konnten in 

einer Studie zu Exon 7 eine wahrscheinlich zufällige Umwandlung von CELA3B in CELA3A 

bei einem Patienten mit chronischer Pankreatitis nachweisen. Sie konnten in diesem 

Zusammenhang fünf Nukleotidänderungen, die nicht die Aminosäuresequenz verändern 

(c.736A>T, c.737C>T c.739C>A, c.740G>T, c.742A>T) und drei Missense-Mutationen 

(p.T246F, p.R247I, p.R248W) nachweisen (Parniczky et al. 2016). Indessen weiß man, dass 

solche Genkonversionen wie zum Beispiel bei PRSS1, mit den beiden häufigsten Varianten 

p.N29I und p.R122H, die autolytische Aktivierung von Trypsinogen erhöhen und damit 

ursächlich für die chronische Pankreatitis sind (Chen et al. 2000; Rygiel et al. 2015; Teich et 

al. 2005). Ein weiteres Beispiel einer solchen Genkonversion konnte Boocock et al. bereits 

2003 zeigen in Bezug auf das SBDS-Gen und sein Pseudogen SBDSP1, welches das 

Shwachman-Diamond-Syndrom verursacht, eine autosomal-rezessive Störung, bei der 

Patienten an exokriner Pankreasinsuffizienz, hämatologischer Dysfunktion und 

Skelettanomalien leiden. Die angegebenen Beispiele zeigen deutlich, dass Genkonversionen 

entweder zu schweren Pathologien führen können oder keinen offensichtlichen Effekt haben. 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sich in unserer Studie keine Assoziation von 

natürlich vorkommenden Exonvarianten in CELA2A, CELA2B und CELA3A mit chronischer 
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Pankreatitis fand. Für CELA3B fanden sich mehrere Varianten, die bei Patienten mit 

chronischer Pankreatitis im Vergleich zu Kontrollen signifikant angereichert waren. Die 

funktionellen Daten sind allerdings widersprüchlich, da für die assoziierte p.R210H-Variante 

funktionell eine Funktionsvermehrung (gain of function) nachgewiesen werden konnte. Die 

Assoziation mit der c.129+1G>A-Variante, die das erste Nukleotid des Intron 2 betrifft, steht 

hierzu im Widerspruch. Die ersten und letzten beiden Nukleotide eines Introns sind in 

Eukaryoten hoch konserviert und führen durch Intron-Retention oder Exon-Überspringen 

(exon skipping) in der Regel zu einem Funktionsverlust des Proteins. Zurzeit werden in der 

Fortsetzung unserer Ergebnisse weitere, europäische Patientenkollektive untersucht, um die 

hier erhobenen Daten für CELA3B zu untermauern. 
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Abkürzungsverzeichnis 

 
CEL Carboxylester-Lipase 

CELA Chymotrypsin-Like Elastase 

CELP Carboxylester-Lipase-Pseudogen 

CPA1 Carboxypeptidase A1 

CPA2 Carboxypeptidase A2 

CPB1 Carboxypeptidase B1 

CTRC Chymotrypsinogen C 
et al. und Mitarbeiter 
HUS hämolytisch-urämisches Syndrom 
ml milliliter 
mM millimolar 
PNLIP Lipase 

ProCELA Pro-Chymotrypsin-Like Elastase 

ProCPA Procarboxypeptidase 
PSC primär sklerosierende Cholangitis 
TRPV6 Transient Receptor Potential Cation Channel Subfamily V Member 6  

VNTR Variable Number Tandem Repeats 
 
Ferner wurden im Text der international gültige Einbuchstaben-Code der Aminosäuren und 

die Abkürzungen der Fachzeitschriften verwendet 

A Adenin 
ACP alkoholisch bedingte chronische Pankreatitis 
APS Ammoniumpersulfat 
bp Basenpaar 
C Cytosin 
°C Grad Celsius 
CBAVD kongenitale bilaterale Aplasie des Vas deferens 
CF cystische Fibrose 
CFTR Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator 
CP chronische Pankreatitis 
ddNTP Didesoxynukleotidtriphosphat 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
dNTP Desoxynukleotidtriphosphat 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
F Forward (vorwärts) 
g Gramm 
m milli = 10-3 
mRNA Boten-RNA (Ribonukleinsäure) 
OR Odds-Ratio 
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PCR Polymerase-Kettenreaktion 
PRSS1 Serinprotease 1 (kationisches Trypsinogen) 
PRSS2 Serinprotease 2 (anionisches Trypsinogen) 
R Reverse (rückwärts) 
SPINK1 Serinprotease-Inhibitor Kazal Typ 1 
TEMED N,N,N`,N`-Tetramethylethylendiamin 
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
µ mikro = 10-6 
µl Mikroliter 
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