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|. BEVEZETES

A hasnyalmirigy gyulladasos megbetegedései egy betegségkontinuumot
képviselnek, melyet el6szor egy akut epizod (akut pankreatitisz; AP) majd
visszatéré akut epizddok (rekurrens akut pankreatitisz; RAP) végul kronikus
pankreatitisz (KP) jellemez [1]. A kronikus pankreatitisz a hasnyalmirigy idult
gyulladasa, melyet a szerv visszafordithatatlan morfoldgiai és funkcionalis
karosodasa kisér. A betegek nagy részénél a tinetek kdzéppontjaban hasi
fajdalom, malabszorpcid és kovetkezetes testsulyvesztés allnak, jelentésen

csokkentve az életmindséget.

A KP kialakulasat jelenleg multifaktorialisnak tekintik, ahol a genetikai eltérések
és a kornyezeti hatasok Osszjatéka vezet a betegség kifejlodéséhez. Egy
kiemelkedden jelentds etiologiai tényezd, mely a megbetegedések tobb mint 50%-
aban hozzajarul a kialakulashoz, a krénikus, nagy mennyiségii alkoholfogyasztas
(alkoholos KP; AKP). A KPesetek korilbelil egyharmada idiopathiés, azaz
egyértelmi kivaltdé ok nem azonosithatd. Amikor a betegek csaladjanak tobb
beszélink (HP), mely magas penetranciaju, betegséget okoz6 génvariansokkal
hozhato Osszefliggésbe. Mostanra azonban egyértelmivé valt a tény, hogy a
genetikai eltéréseknek ezeken az eseteken tul a sporadikus KP kialakulasaban is

megkérddjelezhetetlen szerepe van [2].
I/1. Genetikai rizikéfaktorok krénikus pankreatitiszben

A KP herediter forméja, mint autoszomalis dominans 6roklédésii betegség mar a
mult szazad kdzepén ismert volt [3]. Az els6 génvarianst 1996-ban azonositottak
Whitcomb és mtsai., mely a kationos tripszinogént kédold6 PRSS1-ben volt
megtalalhatd [4]. Ez a felfedezés egyrészt megerdsitette a tripszinogén kdzponti
szerepét a KP pathogenezisében, masrészt elinditotta a betegség genetikai
hatterének feltérképezését célul kitliz6 kutatasok sorat, melyek ma is tartanak.

Kandidat gén vizsgalatok, valamint teljes genom asszociacids vizsgalatok
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(genome wide association study; GWAS) segitségével azdta tébb olyan gén keriilt
azonositasra, melyeknek variansai novelik a betegség kialakulaséanak rizikéjat [5].
A variansok funkciondlis vizsgalata 3 lehetséges Utvonalat tart fel, amelyen
keresztll a KP kialakulaséhoz hozzajarulnak, ezek a i) tripszin dependens, a ii)
misfolding dependens és a iii) duktalis utvonal [5]. Habar az eddig felfedezett
gének vitathatatlan rizikofaktorok, melyek fokozzék a betegség kialakuldsanak
esélyét, csupan az idiopathias esetek egy részénél keriilnek azonositasra, a tobbi
esetben feltehetden mas, eddig még nem ismert variansok jatszhatnak szerepet.
Ennek okadn nagy hangsuly kerll a betegség genetikai hatterének és
pathomechanizmusanak kutatasara, mely magaba foglalja: i) a tovabbi genetikai
rizikofaktorok azonositasat; ii) a genetikai rizikofaktorok hatdsanak pontos
meghatarozasat; iii) a genetikai és kornyezeti rizikofaktorok interakcidjanak
leiréasat.

1/2. A tripszin dependens Utvonal

A tripszin-dependens Utvonal kozponti lépése a korai, pankredszon beliili
tripszinogén aktivacio [6]. Ennek megakadalyozaséara a pankreasz két védelmi
mechanizmussal is rendelkezik. Az elsé védelmi vonal az emésztéenzimekkel
egyutt szekretalt szerin protedz inhibitor Kazal tipus 1 (SPINK1) [7] nevii proteaz
inhibitor, mely az aktivalddott tripszinhez kapcsolddva azt funkcidjaban gatolni
képes. Amennyiben az aktiv tripszin mennyisége meghaladja az inhibitorét, életbe
l1ép a mésodik védelmi vonal, amely az inaktiv kimotripszinogén C (CTRC)
tripszin altali aktivalasaval kezd6dik [8]. A duodénumban a CTRC elsésorban
mint emésztéenzim funkciondl. A pankreaszon beliil azonban a CTRC elsédleges
szerepe a tripszinogén degradacidjanak el8segitése, mely a tovabbi
tripszinogénmolekulak aktivaciojat elézi meg. Azon mutéciok, melyek a SPINK1
vagy a CTRC szekrécidjat vagy funkciojat csokkentik, szintén hajlamositanak KP
kialakulaséara.

1/2.1. Kimotripszin C (CTRC) szerepe pankreatitiszben



Az elsé bizonyiték a patogén CTRC variansok KP-ban betdltétt szerepére 2008-
ban kerllt publikélasra Rosendahl és mtsai. altal, ahol egy multicentrikus
tanulmanyban tobb mint 1300 beteg és 2800 kontroll egyén bevonasaval
vizsgaltédk azokat [9]. A vizsgélat leirt szdmos misszensz varidnst, melyek KP
betegek korében gyakoribbak voltak, mint az altalanos populacidban, tovabba
szamos fontos megallapitast tett a CTRC gén genetikai eltéréseirdl: i) a patogén
missense CTRC variansok f6 hatdsa a csokkent enzimaktivitis vagy szekrécio,
ami gyengiti a hasnyalmirigyben a tripszinogén autoaktivacioja elleni védelmet;
ii) az olyan heterozigdta misszensz CTRC variansok, amelyek viszonylag gyakran
fordulnak el§ a betegek kérében (globalis hordozoi gyakorisag >1%), koriilbeliil
3-T7-szeresére novelik a betegség kialakulasanak kockazatat; iii) ezek a variansok
hasonl6 mértékben emelik a kockéazatot mind alkoholos, mind idiopatias KP-ben;
iv) a variansok atlagosan a betegek legfeljebb 5%-aban fordulnak el6.

1/2.2. Kimotripszin C (CTRC) p.Gly60= polimorfizmus

A 2008-ban megjelent Nature Genetics tanulmany, mely elészor irta le a CTRC
variansok KP-ban betoltott szerepét, csupan a misszensz variansokra fokuszalt, a
talalt szinonim mutaciékat nem emlitette meg [9]. Elscként Masson és mtsai.
(2008) irtdk le a ¢.180C>T (p.Gly60=, rs497078) varianst a CTRC gén 3-as
exonjban, mely francia KP betegek és egészséges kontrollok kdzt 11.9% és 4.3%
gyakorisaggal fordult el [10]. A ¢.180C>T familiaris KP-vel asszocialt (OR
2.46), ellenben idiopathiés és herediter KP-val nem. Késébb Derikx és mtsai.
(2009), valamint Paliwal és mtsai. (2013) szintén azonositottak a varidnst tropusi
KP betegekben [11, 12]. Paliwal és mtsai. (2013) leirtdk, hogy a betegséggel val6
asszociacié magasabb volt a homozigdta (OR 9.89) mint a heterozig6ta (OR 2.46)
varians esetében. Masamune és mtsai. (2013) valamint Zou és mtsai. (2018) azsiai
populacidkban vizsgaltak a varianst, mely a korabbiaktdl eltéréen jelentSsen
konfirmalva lett tobb, méas nemzetiségii populacidban is: Larusch és mtsai. (2015)

altal az USA-ban, Grabarczyk és mtsai. (2017) ltal Lengyelorszagban, valamint
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egy GWAS tanulmény (2018) &ltal, mely tobb eltéré europai kohorszot
tartalmazott [15-17]. A lengyel tanulmany érdekessége, hogy pediatriai kohorszot
elemzett, melyben a homozigdta variansok jelentésen magasabb szazalékban
fordultak el6 (14.7%; OR 23). Mind Grabarczyk és mtsai. (2017), mind Rosendahl
és mtsai. (2018) megfigyelték, hogy a c.180C>T varidns kapcsoltan 6roklddik a
€.493+52G>A (rs545634) intronikus varianssal. Habar a p.Gly60= asszociaciodja
a KP-val megkérddjelezhetetlen, két okbdl is érdekes a varidns: az elsd, hogy
szinonim mutaciorol 1évén sz6 nem valtoztatja meg az aminosavsorrendet, igy a
mutacié mechanizmusa nem egyértelmii és biokémiai, valamint sejtbiolégiai
madszerekkel nehezen vizsgalhatd. Masodsorban mivel a varians gyakori és a KP
rizikdjat kis mértékben fokozza, kelléen nagy kohorszra van szilkség hatasanak
vizsgalatahoz, mely nem feltétlen adott minden kutatdcsoportnak. Ezen masodik
pont az feltehetéen az oka annak, hogy miért kiilénbdznek nagymértékben az
irodalomban megtalalhaté p.Gly60= esélyhanyadosok.

1/3. A misfolding dependens Utvonal

2009-ben egy Uj pathomechanizmus valt ismertté, amikor KP betegekben tébb
olyan PRSS1 varians (p.R116C; p.C139S) kerllt azonositasra, melyek
funkcionalis vizsgalata az azel6tt ismertektdl eltéré eredményre vezetett [18].
Egyik varidnsra sem voltak igazak a tripszin-dependens utvonal klasszikus
jellemz6i (fokozott autoaktivacio, csokkent CTRC-dependens degradécio).
Ehelyett a tripszinogén szekrécidja a transzfektalt HEK 293T sejtekbdl ~80%-al
csokkent, a fehérjék intracelluldrisan, inszolubilis formaban beragadtak és a
sejtekben megnétt a immunoglobulin-ko6té fehérje (BiP, melyet kddold gén a heat
shock protein family A (Hsp70) member 5; HSPAS) és XBP1s (spliced X-box
binding protein-1) fehérje szintje. Ezek a megfigyelések a hibasan feltekeredett
fehérjék endoplazmatikus retikulumon (ER) bellli felhalmozddasara utaltak,
mely az ER stressz allapota. Hosszan tart6 ER stressz, melyet a sejt nem tud
lekiizdeni, a koros fehérje valasz (unfolded protein response; UPR) PERK



(double-stranded RNA-activated protein kinase (PKR)-like ER kinase) Utvonalan
keresztiil végs6 soron apoptozist indukal és a sejt halalahoz vezet [19].

Az évek soran szamos mas misfolding varians keriilt azonositasra KP betegek
ko6zott, melyek nem, vagy ritkabban fordulnak el az altalanos népesseg kdrében
[20]. Ezen varidnsok a tripszin-dependens Utvonal varidnsainal ritkabbak, a
genetikailag érintett betegpopulécié ~10%-ban fordulnak eld, de a betegséggel
nagyon erdsen asszocidlnak. Azon variansok, melyekre a misfolding fenotipus
jellemzé (az érintett fehérjék jelentdsen csokkent mértékben szekretaloédnak a
sejtekb6l, mig sejten belill inszolubilis és proteaz-szenzitiv formaban
megtaldlhatdak) [20], altaldban az acinus sejtek altal nagymértékben termelt
emésztéenzimekben fordulnak eld, mint a karboxipeptidaz Al (CPAL) [21] és a
karboxil-észter lipaz (CEL) [22].

1/3.1. Karboxil-észter lipaz (CEL)

A CEL egy emésztéenzim, mely részt vesz a taplalékkal felvett zsirok,
koleszterin-észterek, valamint zsiroldékony vitaminok emésztésében és
felszivédasaban [23]. A pankreasz altal szekretalt fehérjék kdzel 4%-at teszi ki. A
CEL gén 11 exonbdl all, melybdl az utolsd ismétlddé szakaszokat (variable
number of tandem repeats; VNTR) tartalmaz [24]. Az els6é 5 VNTR ismétlddésben
eléfordulé nukleotid deléciok a monogénes diabétesz egyik formajat (maturity
onset diabetes of the young type 8; MODY8) okozzék [25], mely utdbbi idében
mint a KP egyik formja kertl emlitésre. A delécid egy korai STOP kodonon
keresztll ismétl6dd cisztein aminosavak megjelenésével jar, melyek a fehérjét
hajlamossa teszik a koros feltekeredésre. Szamos egyéb frameshift mutacio is
leirasra keriilt a CEL VNTR régidjaban, azonban pathogenicitasukat illetéen

kevésrol rendelkeziink egyértelmii bizonyitékokkal.
1/3.2. Karboxil-észter lipaz hibrid allél 1 (CEL-HYB1)

A CEL gén a genomban tandem modon helyezkedik el az 6t kovetd

pszeudogénjével (carboxyl ester lipase pseudogene, CELP) [26]. Ahogy a neve is

mutatja, @ CELP nem kodol mitkod6képes fehérjét, mivel csak a CEL gén elsé
6



(1°) és nyolcadiktél a tizenegyedikig (8°-11") terjedd exonjait tartalmazza, az
mRNS-e pedig feltételezhetéen egy korai STOP kodon miatt koran lebomlik.
Mivel a CEL és CELP egymashoz kozel helyezkednek el, és szekvencidjuk
nagyfok( hasonlésagot mutat, hajlamosak atrendezddésekre. 2015-ben egy
norvég kutatécsoport 6nkéntes véradok mintaiban a CEL gént vizsgalta genetikai
eltérések utan kutatva, és egy hibrid allélt azonositottak, amelyet késébb CEL-
HYB1-nek neveztek el. Az allél a CEL 10-es intronja és a szomszédos CELP
exonhatarok kozotti nem-allélikus homoldg rekombinacid révén keletkezett [26].
A hibrid gén a CEL 1-10 exonjat tovabbd a CELP 11’ exonjat tartalmazza, igy
joval rovidebb C termindlis régioval rendelkezik egy korai STOP kodonnak
koszonhetSen. A hibrid gént transzfektalt sejtekben expresszalva a CEL-HYB1
fehérje hibas feltekeredésre utald jelenségeket mutatott: csokkent szekrécio,
sejten beldli retencid, valamint ER stressz [27]. Az ezt kovetd eset-kontroll
vizsgalat familiaris KP betegekben szignifikdns CEL-HYB1 dusulast mutatott
(14%) az egészséges kontrollcsoporthoz képest (1%), ami arra utalt, hogy a CEL-
HYBL1 er6s kockazati tényezd lehet KP esetén (OR 15,5) [26]. Az ezt kovetd,
harom eurdpai (két német és egy francia) kohorszban végzett megerdsitd
vizsgalatok kisebb, de tovabbra is szignifikans ddsulast mutattak (OR 5,2) [26].

Az ezt kovetd vizsgalatok azonban Gsszetettebb képet festettek. E16szor is kideriilt,
hogy a CEL-HYB1 kelet-azsiai populacidokban egyaltalan nem fordul eld, helyette
egy masik hibrid allél, a CEL-HYB2 volt megtalalhat6 [28]. A CEL-HYB2 allél,
amelyben a CEL exonjai (1-9) a CELP 10’-11" exonjaival fuzionalnak, nem
asszocialt KP-vel, melynek valoszintisithetd oka a képz6dé mRNS nonszensz-
medialt lebomlésa [28, 29]. Mé&sodsorban, egy lengyel pediatriai KP kohorszon
végzett vizsgalat nem talalt statisztikailag szignifikans kapcsolatot a CEL-HYB1
és a KP kozott, bar a KP esetekben az allél el6fordulasa kétszer gyakoribb volt,
mint a kontrollokndl [30, 31]. Az asszociéci6 hianyanak oka feltételezhetGen az,
hogy a kontrollcsoportban az allél gyakorisaga (2,4%) a korabbi vizsgalatokban
talaltaknal (0,7-1%) joval magasabb volt. VVégiil, de nem utolsésorban, egy Gjabb
tanulmany leirta, hogy a CEL-HYB1 allél harom kiil6nb6z6 haplotipusként fordul
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eld, amelyeket a 488. és 548. pozicidjaban talalhato izoleucin (lle) és treonin (Thr)
hataroznak meg [27]. Figyelemre mélt6 moédon a Thr488-Thr548 haplotipus
hasonl6 gyakorisaggal fordult el6 CEL-HYB1-pozitiv KP betegekben (34/55) és
kontrollokban (18/20), mig a Thr488—I1e548 haplotipust kizarolag KP betegekben
talaltak meg (20/55). Az 11e488-Thr548 haplotipus a masik ketténél jelentésen
ritkdbb volt, de el6fordult mind betegekben (1/55), mind kontrollokban (2/20).

Il. CELKITUZESEK

1. A CTRC ¢.180C>T (p.Gly60=) varians vizsgalata kronikus pankreatitiszben.

e Megvizsgalni a p.Gly60= varians gyakorisagat és meghatarozni a
rizikdfokozddas nagysagatmagyar KP populacidban.

e Egy globdlis, szisztematikus  metaanalizis  segitségével
meghatarozni a varians heterozigéta és homozigota formaja altal
kozvetitett rizikdfokozodas mértékét.

2. A karboxil-észter lipaz hibrid allél (CEL-HYB1) haplotipusainak vizsgalata
krénikus pankreatitiszben.

e Megvizsgalni a CEL-HYBL1 allél KP-ban betdltott szerepét magyar
populécioban egy eset-kontroll vizsgdlat segitségével és
meghatérozni a jelenlévo haplotipusokat.

e Analizilni abetegséggel asszocidlt CEL-HYB1 haplotipusok
eléfordulasi gyakorisagat és hatasnagysagat német, francia és

lengyel minték vizsgalataval.

111. MODSZEREK

I1/1. A CTRC ¢.180C>T (p.Gly60=) varians vizsgalata
kronikus pankreatitiszben
111/1.1. Vizsgélati alanyok és genotipizalas

A magyarorszagi kohorsz DNS mintdi Sanger-féle szekvenalassal lettek

analizalva, 6sszesen 291 KP-s beteget (atlagéletkor a tanulméanyba bevonaskor
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55.7+11.7) vontunk be a vizsgalatba, ebbdl 124 beteg betegsége alkoholos eredetii
(alkoholos KP; AKP) és 167 nem-alkoholos eredetii (nem-alkoholos KP; NAKP).
Kontrollként 349 pankredsz betegségben nem szenvedd egyént analizaltunk
(&tlagéletkor a tanulméanyba bevonaskor 49.1+12.1). Tovabbi genotipus adatok a
€.180C>T wvarianst illetden Rosendahl ¢és mtsai. (2018) [15] GWAS

eredményeib6l keriltek bevonasra.
111/1.2. Metaanalizis

Két szerz6 egymastol fliggetleniill végezte a szisztematikus keresést négy
adatbazisban (MEDLINE - Pubmed, Embase, Scopus, and CENTRAL - Cochrane
Library) PICO formatumban megfogalmazott keresékulcs alapjan. A bevalogatott
cikkek altal idézett, és azokat idéz6 kozlemények keresése szintén megtortént
(MEDLINE - Pubmed és Google Scholar segitségével). A tobblépcsds sziirés a
megfeleld tanulmanyok kivalasztasara (genetikai eset-kontroll vizsgalatok, ahol
adekvat mddon definialt KP betegekben és egészséges kontrollokban vizsgaltak a
c.180C>T (p.Gly60=) CTRC varianst), valamint a bevalogatott cikkek
mindségellendérzése modifikalt Newcastle-Ottawa skala (NOS) segitségével,
valamint a Hardy-Weinberg ekvilibrium megitélése (2 teszt) két szerzd altal
egymastol fuggetlendl tortént. . A szerzék kozotti ellentmondasok egy harmadik

szerz6 bevonasaval Keriiltek feloldasra.
111/1.3. Statisztika

A ¢.180C>T CTRC varians minor T alléljanak, a TT (TT vs. CC) ésa CT (CT vs.
CC) genotipusdnak hatésa 0Osszesitett esélyhdnyadosok (OR) és 95%-0s
konfidencia intervallumok (CI) meghatarozisaval tortént a random effektus
modellt (Der-Simonian Laird) alkalmazva. A tanulmanyok kozti heterogenits az
12 (p > 0.1) statisztika kiszamolasaval és y2 probaval tortént. Szenzitivitas analizis
az egyes tanulméanyok kihagyasa altali Ujraszamoléssal val6sult meg (,,leave one

out” metddus).

111/1.4. Allélspecifikus vizsgalatok



A c.180C>T varians CTRC expressszidra gyakorolt hatésa heterozig6ta hordozék
deidentifikalt human pankredsz cDNA mintainak segitségével tortént. A vad
tipusu allél és a mutans allél egymashoz viszonyitott aranyat restrikcids fragmens
hossz-polimorfizmus (RFLP) esszével hataroztuk meg. A mintdk PCR
amplifikacidjat és Faul enzimmel vald emésztését kovetden egy kapillaris
elektroforézis rendszer segitségével keriilt sor az emésztett és emésztetlen

termékek mennyiségi meghatarozasara.

I1/2. A karboxil-észter lipaz hibrid allél (CEL-HYB1)
haplotipusainak vizsgélata kronikus pankreatitiszben

111/2.1. Vizsgalati alanyok

A vizsgalatba 319 KP-s beteget, melybél 134 NAKP-s (atlagéletkor a
tanulmanyba bevonaskor 58.66 + 13.6), 185 AKP-s (atlagéletkor a tanulmanyba
bevonaskor 55.52 + 9.9), tovabba 618 pankreasz betegség nélkili kontroll egyént
(atlagéletkor a tanulmanyba bevonaskor 40.98 + 14.7) vontunk be. A haplotipus
eloszlds meghatarozasa érdekében tovabbi CEL-HYB1 hordozékat analizaltunk
Németorszaghdl (29 beteg és 13 kontroll), Franciaorszagh6l (17 beteg és 9
kontroll), valamint Lengyelorszagbdl (6 beteg és 8 kontroll).

111/2.2. A CEL-HYBL allél detektalasa és a haplotipus meghatarozasa

A CEL-HYB1 allélt a kohorszokban Fjeld és mtsai. (2015) [26] altal kozolt
LighCycler alapt esszével sziirtik CFX96 Touch Real-Time PCR Detection
System segitségével. A pozitiv mintdkat long-range duplex PCR segitségével
verifikaltuk. A haplotipusok meghatarozéasa érdekében a mintakat allélspecifikus
PCR amplifikaciot kdvetéen Sanger szekvenalassal vizsgaltuk.

111/23. A CEL ¢c.1463T>C (p.l1le488Thr) varidns vizsgalata
A mintakat RFLP esszé segitségével genotipizaltuk a p.11e488Thr CEL variansra.

amplikonokat Dpnll enzim segitségével emésztettiik (New Englans Biolabs), az
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emésztett termékeket 2%-0s agardzgélen vizualizaltuk. A p.11e488Thr pozitiv
mintakat Sanger szekvenalassal verifikaltuk.

111/2.4. Funkcionalis vizsgalatok

Az identifikalt haplotipusok hatésat HEK 293T sejtek tranziens transzfekcidjaval
vizsgaltuk korabban leirt moédszerek alapjan [27]. Teljes RNS izolaciot és azok
reverz transzkripcidjat kovetéen a HSPAS szinteket kvantitativ PCR segitségével
hataroztuk meg.

IV. EREDMENYEK

IV/Il. A CTRC ¢.180C>T (p.Gly60=) varians vizsgalata

krénikus pankreatitiszben
1\VV/1.1. Eset-kontroll vizsgalatok

Elészor a ¢.180C>T CTRC varians eléfordulasat vizsgaltuk magyar 291 KP-s
(124 NAKP-s és 167 AKP-s) betegben, illetve 349 egészséges kontrollban. A
¢.180T allél szignifikansan gyakrabban fordult el6 KP-s betegekben (18,7%) a
kontrollokhoz (10,2%) képest (OR 2,04; 95% CI 1,47-2,81). A genotipuseloszlast
vizsgalva a homozigéta c.180TT genotipus a KP betegek 3,8%-ban és a
kontrollok 0,3%-ban volt jelen, mig a heterozigdta c.180CT genotipus a betegek
29,9%-ban és a kontrollok 19,8%-ban. A vad tipust c.180CC genotipushoz képest
a ¢.180CT és c180TT genotipusok esélyhanyadosa 15,9 (95% Cl 2,04-124,18) és
1,82 (95% CI 1,26-2,63) volt, mutatva a homozigota forma erésebb hatasat.
NAKP-s és AKP-s betegek alcsoportanalizise hasonlé allélfrekvencia eloszlést
eredményezett a csoportokban (19,4 és 18,3%). Genotipus eloszlas tekintetében
azonban a homozigéta c.180TT genotipus gyakoribb volt NAKP-s betegekben
(5,7%) mint AKP-s betegekben (2,4%). Kordbban az irodalomban leirtak az
intronikus €.493+52G>A varians kapcsolt 6roklédését a vizsgalt ¢.180C>T
varianssal [15, 17, 32, 33]. Ez a kapcsoltsag a mi kohorszunkban is fellelhet6 volt
(D> 0,98, r? 0,94). 11 homozigéta c.180TT betegbdl 10 volt homozigota a
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€.493+52G>A varidnsra, mig minden homozigéta ¢.493+52G>A hordoz6 a
€.180C>T variansra is homozigdta volt. Az analizislink kiterjesztése érdekében
Rosendahl és mtsai. (2018) [15] segitségével felhasznaltuk a tdbb eurdpai
kohorszot vizsgald (2336 KP-s beteg melybdl 544 NAKP-s és 1729 AKP-s,
tovabba 5768 kontroll egyén) GWAS analizis adatai kdziil a ¢.180C>T variansra
vonatkoz6 genotipus adatokat. Ezen betegek kozott a ¢.180C>T varians minor
allélfekvenciaja 16,6% volt, mig a kontrollok kozott csak 9,7% (OR 1,85; 95% Cl
1,68-2,05). A genotipus eloszlas vizsgalatakor a homozigdta c.180TT genotipus a
KP-s betegek 2,9%-ban és a kontrollok 1,2%-ban volt megtalalhatd, mig a
heterozigdta c.180CT genotipus a betegek és kontrollok kozott 27,4%-ban és
17,1%-ban volt jelen. A ¢.180CC genotipushoz képest a homozigéta c.180TT
esélyhanyadosa 2,9 volt (95% CI 2,06-4,07), mig a heterozigéta ¢.180CT formaé
1,89 (95% CI 1,68-2,11), megerdsitve a homozigédta forma erésebb hatasat. Az
allélfrekvencia eloszlasa alcsoport analizis soran NAKP-s (18,5%) és AKP-s
(16,1%) csoportok kozott itt sem mutatott jelentds kiilonbséget,azonban a magyar
kohorszhoz hasonléan a homozigéta c.180TT genotipus itt is magasabb
szazalékban fordult el6 NAKP-s betegekben (4,6%) azAKP-s betegekhez képest
(2,4%).

1V/1.2. Metaanalizis

Kvantitativ szintézishez a magyar és a GWAS eredet(i adatokat [15], tovabba 5
korabban publikalt tanulméany adatait hasznaltuk fel [11, 12, 14, 16, 17]. Osszesen
5379 KP-s beteg és 9675 egészséges kontroll adatait analizaltuk annak érdekében,
hogy meghatarozzuk a ¢.180C>T CTRC varians minor ¢.180T alléljanak, a
c.180TT (TT vs. CC) és a ¢.180CT (CT vs. CC) genotipusainak hatdsat. Az igy
kapott dsszesitett kohorszban a minor ¢.180T allél szignifikdnsan gyakrabban
fordult el6 a KP-s betegek (14,2%) kdrében, mint kontrolloknal (8,7%)(OR 2,18;
95% CIl 1,72-2,75). A genotipusok frekvenciajat tekintve az Osszesitett
kohorszban a homozigéta c.180TT és a heterozigota ¢.180CT genotipus KP
betegek kdrében 3,9% és 22,9% volt, mig egészséges kontrollokban 1,2% illetve
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15,5%. Kovetkezésképpen a genotipusokat érint6 esélyhanyados jelentésen
magasabb volt a homozigo6ta genotipus esetén (OR 5,29; 95% CI 2,63-10,64),
mint a heterozigo6ta genotipus esetén (OR 1,94; 95% CI 1,57-2,38) a vad tipusu
€.180CC genotipushoz viszonyitva. Szenzitivitds vizsgalat (leave-one-out
metodus) alatdmasztotta az eredményeinket. A nagyfok( heterogenitads miatt
alcsoportelemzést végeztiink, immaron csak eurdpai etnikumi kohorszokat
bevonva az analizisbe. Ebben a csoportban a c.180T minor allél szintén
felllreprezentalt volt a KP-s betegek korében (16,8%) a kontrollokhoz képest
(9,9%), 1,77-es esélyhanyadost eredményezve (95% CI 1,59-1,98). A
tanulmanyok kozotti heterogenitds ezdttal alacsony volt (1> 21.4%). A
genotipusok hatasat vizsgalva mind a homozigéta mind a heterozig6ta genotipus
gyakoribb volt a betegek korében (4,6% and 27,7%) mint a kontrollok kozott
(1,4% and 17,8%). A ¢.180CC genotipushoz viszonyitva az esélyhanyadosok a
homozigoéta forma esetén 3,31 (95% CI 1,92-5,71), mig a heterozigéta forma
esetén 1,65 (95% CIl 1,38-1,98) voltak. Megjegyzendé azonban, hogy a
tanulmanyok k6zott kozepes mértékii heterogenitas volt jelen. A ¢.180C>T CTRC
varians szerepének vizsgalatdhoz alkoholos eredetii betegségben egy masodik
alcsoport analizist végeztiink, immaron csak a magyar, illetve a pan-eurdpai
GWAS AKP és NAKP kohorszoknak adatait alapul véve. Allélfrekvenciét
illetéen a minor ¢.180T allél szignifikansan gyakrabban fordult el6 mind az AKP
(OR 1,8; 95% CI 1,62-2) mind a NAKP (OR 2,1; 95% CI 1,83-2,47) csoportokban.
Genotipusokat vizsgalva megéllapitottuk, hogy a homozigdta ¢.180TT genotipus
erGsebb hatast gyakorolt NAKP kialakulasara (OR 5,1; 95% ClI 3,34-7,9), mint az
AKP esetében (OR 2,5; 95% CI 1,71-3,62). Ezzel ellentétben a heterozigota
¢.180CT forma hasonld mértékben fordult el mindkét populacidban (NAKP
esetén OR 1,94; 95% CI 1,62-2,34; AKP esetén OR 1,88; 95% CI 1,67-2,12). A
modifikalt NOS skéala alapjdn a metaanalizisbe bevalogatott cikkek mindsége
kivalé volt. A Hardy-Weinberg ekvilibriumtdl két esetben talltunk eltérést [10,
15]. A pén-eur6pai GWAS tanulmanyban (Rosendahl és mtsai., 2010) [15] ez
megmagyarazhaté a Wahlund effektus segitségével [34], hiszen a tanulméanyba
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bevett kohorszok egyesével vizsgalva mind Hardy-Weinberg ekvilibriumban
vannak. A francia tanulmany (Masson és mtsai, 2008) [10] esetében azonban
nincs egyértelmil magyarazat ennek hianyara, azonban a szenzitivitas vizsgalat

nem mutatta a kohorsz nagyfoku eltérését a tobbi tanulmanyban vizsgaltaktol.
1V/1.3. A ¢.180C>T varians hatasa CTRC mRNS expressziéra

Tiz pankredsz szovetbél nyert cDNS mintaban vizsgaltuk a ¢.180C>T CTRC
varians mRNS expressziora gyakorolt hatasat. Els6ként a cDNS mintdk PCR
csucsok magassagat hasonlitottuk 6ssze a c.180 pozicioban. Itt a mutans ¢.180T
cstcs alacsonyabb volt, mint a vad tipusd ¢.180C cslcs, amit ugyanezen
betegektdl nyert genomi DNS szekvenalasa esetén nem tapasztaltunk. Az
eredmény kvantifikalasa érdekében egy RFLP esszé segitségével meghataroztuk
a csokkenés mértékét, ami a ¢.180T allél esetén a teljes CTRC mRNS mennyiség
40.7+2%-a (atlagtszoras, n=10) volt a vart 50% helyett (p<0.0001). Ez
heterozigdta formaban az eredeti 100%-0s szint 84,3%-ra, mig homozigota forma
esetén 68,6%-ra val6 csokkenését jelenti.

IV/I2. A Kkarboxil-észter lipaz hibrid allél (CEL-HYB1)

haplotipusainak vizsgalata kronikus pankreatitiszben

IV/i21. A CEL-HYB1 asszociacioja  kronikus  pankreatitisszel
Magyarorszagon

A CEL-HYBL1 allélt 319 magyar KP betegben (185 alkoholos és 134 nem
alkoholos), valamint 618 etnikailag azonos, pankredsz betegségtél mentes
kontrollban vizsgaltuk. A CEL-HYBL. allél szignifikansan gyakrabban fordult el
a betegek korében (hordozé frekvencia 9/319 vs. 5/618; OR 3,6; 95% ClI 1,2-10,7;
P=0,024). Alcsoportvizsgalat nem talalt jelent6s kiillonbséget AKP (6/185, 3,2%)
és NAKP (3/134, 2,2%) csoportok kodzotti eléfordulasban. Az NAKP csoportban
a szignifikancia elmaradasa valosziniisithetden a betegek alacsonyabb szamanak
tudhato be. Mindegyik CEL-HYB1 pozitiv egyén heterozigdta volt. A PRSS1 gén
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2-es és 3-as exonjanak, SPINK1 3-as exonjanak, CTRC 2-es, 3-es, 7-es exonjanak,
CPAL1 7-es, 8-as és 10-es exonjanak, valamint a CFTR 4-es és 11-es exonjanak
szekvenalasakor nem talltunk egyéb KP rizikot fokozd variansokat, eltekintve a
gyakran el6forduld ¢.180C>T (p.Gly60=) szinonim varianstol. Ez 2/9 betegben (1
homozigota és 1 heterozigdta), valamint 3/5 kontrollban (mind heterozigéta) volt
megtalalhatd.

1\V/2.2. CEL-HYBL1 haplotipus vizsgalata

Haplotipuseloszlas vizsgalatanak céljabél a CEL-HYB1 allél 10-es és 11°-es
exonjait megszekvenaltuk minden magyarorszagi hordozé egyénben. A varttol
eltérden, mindegyik beteg és kontroll minta a Thr488-Thr548 CEL-HYB1
haplotipust tartalmazta. Annak érdekében, hogy ezt dsszehasonlithassuk mas
kohorszok eloszlasaval, a korabban azonositott német, francia és lengyel CEL-
HYB1 hordozok [26, 30] mintait szekvenalassal vizsgaltuk. A német (14/29) és
lengyel (2/6) betegek korilbelll harmada hordozta a Thr488-11e548 haplotipust,
mig a francia betegek (17/17) mindegyike Thr488-Thr548 haplotipust volt. Mind
a német (n=13), a lengyel (n=8), és francia (n=9) kontrollok Thr488-Thr548
haplotipussal rendelkeztek. AThr488-11e548 haplotipus, hasonléan a korabbi
vizsgalatokhoz [27], most sem keriilt azonositasra. A 29 német betegbdl 21
esetében a csaladi anamnézis elérhet6 volt, ezek koziil 8 betegnél volt legalabb
egy érintett egyén a csaladban. Erdekességképp, a Thr488-lle548 haplotipus
hatszor fordult el ebben a csoportban (6/8), mig a negativ csaladi anamnézissel
rendelkez6k kozott csak 23%-ban (3/13). A korabban leirt 11e488-Thr548
haplotipust [27, 35] nem azonositottuk egy CEL-HYB1 hordoz6ban sem.

1V/2.3. A CEL ¢.1463T>C (p.l1e488Thr) varians hatasa Magyarorszagon

Mivel mindkett azonositott patogén CEL-HYBL1 allél tartalmazta a Thr488-at,
megvizsgaltuk, van-e a mutacionak genetikai hatdsa a rekombinaciét nem
tartalmaz6 CEL génben. RFLP esszé segitségével a CEL-HYB1 allélt nem
tartalmazo6 egyéneket vizsgalva a p.11e488Thr varians 1/309 KP betegnél (0.3%)
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és 2/611 kontrollnal (0.3%) fordult el6. Tehét a Thr488 jelenléte a CEL génben
ritka és nem mutat asszociaciot a betegséggel (OR 1, 95% CI 0,1-11, P=0,993).

1V/2.4. A CEL-HYBL haplotipusok funkcionalis analizise

Egy korabbi tanulmany, amely a Thr488-11e548 és Thr488-Thr548 haplotipusok
hatasét vizsgalta transzfektalt sejtekben, hasonld mértékii szekrécios defektust,
intracelluléris aggregaciot és ER stresszt indukalo hatast irt le [27]. Ugyanazokat
az expresszids konstruktokat alkalmazva (Gjravizsgaltuk a CEL-HYB1
haplotipusok hatasat a HSPA5 (BiP) ER chaperon tekintetében, tranziensen
transzfektalt HEK 293T sejteken. A kordbban hasznalt Western blot helyett
kvantitativ PCR-t alkalmaztunk, mivel a moddszer érzékenyebb kisebb
kiilonbségek kimutatasat tekintve. Az lires vektorral transzfektalt sejtekhez képest
mindkét CEL-HYBL1 haplotipus novelte a HSPAS expresszidjat. Mind 1 pg mind
4 ug expresszids plazmidot hasznalva a Thr488-11e548 szignifikansan magasabb
HSPA5 expresszid novekedést eredményezett a Thr488-Thr548 haplotipushoz
képest, de az eltérés mértéke csekély volt.

V. MEGBESZELES

A kronikus pankreatitisz egy relapszald-remittalo komplex gyulladasos betegség,
mely a kornyezeti rizikdfaktorokon Kkivill széles palettdju genetikai
rizikdfaktorokkal is rendelkezik [5]. Ebben a tézisben ezen genetikai elvaltozasok
koziil kett6t elemeztiink, a gyakori CTRC ¢.180C>T (p.Gly60=) varianst és az
ennél ritkabban eléforduld karboxil-észter lipdz hibrid allél 1-et (CEL-HYB1).

V/1. ACTRC c.180C>T (p.Gly60=) varians vizsgalata kronikus
pankreatitiszben

A vizsgalat célja a CTRC ¢.180C>T varians hatasdnak meghatarozasara volt egy
atfogo szisztematikus analizis segitségével. Egy korabbi tanulmanyunkban mas,
a betegek korében relative gyakori (>1%) misszensz variansok és egy
mikrodelécié prevalencidjat és hatésat vizsgaltuk [36]. Azt talaltuk, hogy a
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hordozéfrekvencia ezen variansok tekintetében 1% és 2,4% kozétt mozog, 2,6-t6l
6,5-ig terjedd esélyhanyadosokkal. Osszesitve tigy tiinik, hogy a betegek ~4%-
ban hordoznak heterozig6ta formaban ilyen misszensz CTRC variansokat, ami
atlagosan egy 5x-0s KP rizikofokozodast eredményez. Ezzel szemben a gyakori
€.180C>T (p.Gly60=) CTRC varians szinonim, igy az aminosavsorrendet nem
valtoztatja meg. Annak érdekében, hogy ezen varians hatasardl egy tisztabb képet
kapjunk, el6szor egy eset-kontroll vizsgalatot végeztiink magyar kohorszban. Az
analizishez szintén felhasznaltunk egy 2018-ban publikalt GWAS [15] adatait. A
kovetkezo 1épésben mind a korabban publikalt mind az 0j adatokat felhasznalva
metaanalizis segitségével hataroztuk meg a varians hatasat. Allélfrekvencia
tekintetében a c.180>T szignifikansan gyakrabban fordult el6 KP betegek korében
(~14%) mint kontrollokndl (~9%), a KP rizikojat pedig kortlbelil kétszeresen
fokozta. A genotipusokat megvizsgalva, a homozigéta c.180TT korilbeliil
oOtszorosére fokozta a KP rizikojat, mig a heterozigéta ¢.180CT forma csupan
kétszeresére. Azonban az analizis végeztével észrevettiink egy jelentsebb
mértékii heterogenitast az egyes tanulmanyok koézott, mely altalaban kiilonboz6
alcsoportok jelenlétét sugallja. Ez genetikai tanulmanyok kdzott nem ritka, hiszen
kiilonboz6 etnikumi kohorszok kiilonbozo genetikai hattérrel rendelkezhetnek.
Ennek kikuszobolése érdekébenmeghataroztuk a rizikdfokozddas mértéket csak
eurdpai etnikai hattérrel rendelkezé kohorszok esetében. Bar ez a konfidencia
intervallumot sziikitette, nem szabad elfeledkezni arrol, hogy mas rizikofaktorok
jelenléte is hozzajarulhatott a kulonbséghez, hiszen a ¢.180C>T varians
dnmagaban nem okozza a betegség kialakulasat.

A kordbbi tanulmanyunkhoz hasonldan, ahol a misszensz CTRC varidnsok
hasonlé mértékben novelték az alkoholos és nem-alkoholos eredetli betegség
rizikdjat [36], a heterozigota ¢.180CT genotipus is azonos mértékben fordult eld
a két populécioban. A ¢.180C>T varidns hatasa, amivel hozzajarul a KP
kialakulasédhoz eddig nem volt ismert. Ebben a tanulmanyban human pankreész
mintakbdl szarmazé cDNS prepardtumok segitségével megallapitottuk, hogy a
minor ¢.180T allél expresszidja a vad tipust ¢.180C allélhoz képest csdkkent.
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Megjegyzendd azonban, hogy a varians kapcsoltan 6roklédik az intronikus
€.493+52G>A varianssal. Egyelére nem tisztazott, hogy mely varians felelés a
csokkent mRNS szintért.

V/2. A karboxil-észter lipaz hibrid allél (CEL-HYB1)
haplotipusainak vizsgalata krénikus pankreatitiszben

volna vizsgalni magyar populacidban, valamint karakterizalni a kiilonb6z6
haplotipusok betegség kialakulasara kifejtett hatasat. Mivel korabbi tanulmanyok
nem vizsgalték a haplotipusokat, 0j replikacios vizsgalatok és a mar kozolt
eredmények reanalizisére volt sziikség.Vizsgalatunkban a CEL-HYBL1 allél
jelentds emelkedését tapasztaltuk KP betegek korében a kontroll populaciohoz
képest, mind AKP mind NAKP esetében. Az dsszesitett esélyhanyados (OR 3,6)
hasonld volt més, jelentds rizikofokozodast eredményez6 géneltérésekhez, mint
a misszensz CTRC variansok vagy a heterozigéta CFTR p.Phe508del varians [5].
Az eredményeink alatdmasztjak, hogy a CEL-HYB1 allél fontos rizikéfaktora a
KP-nek. A haplotipusok vizsgalatakor azonban meglepé6 moddon egyediil a
Thr488-Thr548 haplotipus keriilt azonositasra, mely korabbi vizsgalatok alapjan
nem asszocial a betegseggel [27]. Ennek tisztazasa érdekében minden elérhetd
CEL-HYBL1 allélt a méar korébban kdzolt német, francia és lengyel kohorszokbdl
megszekvendltunk [26, 30]. Meglepetéstinkre, korilbelil a német betegek fele, és
a lengyel betegek harmada a Thr488-11e548 haplotipust tartalmazta, mig francia
hordozokban egyedill a Thr488-Thr548 haplotipus volt fellelhetd. Ahogy az
korébban is leirasra keriilt, kontroll egyénekbenn a Thr488-11e548 haplotipus nem
volt megtaldlhaté, sugallva az allél potenciélis betegség kivalté mivoltat.
Minthogy a magyar és francia kohorszokban kizardlag a Thr488-Thr548
haplotipus volt jelen, ezen allél betegséggel val6 asszociacidja tisztazotta valt,
a&mbér a hatésa valdban kisebb, mint a Thr488-11e548 haplotipusé.

Szadmos tanulmény talalt olyan csaladfakat, ahol a pankreatitisz a CEL-HYB1
alléllal egyiitt fordult el6 [26, 30, 37]. Fjeld és mtsai. (2015) a sajat kohorszukban
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15-0s esélyhanyadost irtak le familiaris KP betegek kdrében [26]. Hasonl6képpen,
familiaris lengyel KP betegeknél a CEL-HYBL1 allél frekvencidja relative magas
volt (3/20) [30]. Elképzelhet6, sot valoszinii, hogy ezen betegek a Thr488-11e458
haplotipust hordoztak, ami megmagyarazna a talalt magas penetranciat. A
korabban reportalt 11e488-Thr548 haplotipust [27] nem sikeriilt azonositanunkk
egyetlen CEL-HYB1 hordozoban sem, mely felveti a lehet6ségét a haplotipus nem
létezésénekannak ellenére, hogy egy kozelmultban megjelent USA tanulmany,
mely pankredsz tumoros betegeket vizsgalt, leirta a haplotipust a kontroll
populécidban 12/1045 (1,1%) [35]. Ez a latszdlag ellentmondd eredmény felhivja
a figyelmet a lehetséges technikai hibakra, amik a nagymértékben komplex CEL
lokusz vizsgalatanal el6fordulhatnak.

A nagyfoka eltérés a két CEL-HYBL haplotipus kozott nem egyértelmii. A CEL-
HYB1 egy misfolding variansként van szamontartva, azonban ilyen tekintetben a
Thr488-Thr548 és a Thr488-11e548 haplotipusok kozott az eltérés minimalis [27].
Ezt mi is megerdésitettiik, mivel mindkét haplotipus markans ER stresszt okozott
transzfektalt sejtekben, azonban a Thr488-11e548 haplotipus hatasa csak
kismértékben volt erésebb. Hogy mily médon vezet egy ilyen kis hatds ennyire
eltérd klinikai fenotipushoz, az egyelére megoldatlan. Kozelmdltban megjelent
tanulméanyok szerint, melyek a misfolding CPA1 variansokat vizsgaltak, kis
funkcionalis hatasok is vezethetnek eltéré klinikai eredményhez. Fontos azonban
megemliteni, hogy a human pankreaszban a kiilonb6z6 haplotipusok eltéré mRNS
szinteket eredményezhetnek, melyek befolyasolhatjak a toxikus fehérjetermékek
szintjét [27]. A vad tipusi CEL-ben a p.488-as pozicidban lle talalhato, mig a két
patogén CEL-HYBL haplotipus itt Thr-t tartalmaz. Ennek kapcsan megvizsgaltuk
a p.11e488Thr jelenlétét a kohorszunkban, amely ritka volt (0,3%) és egyenléen
oszlott el KP betegek és kontrollok kozétt. Ez arra utal, hogy a Thr488 kizéldag a
CEL-HYB1 kontextusaban valik patogénné.
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VI. KONKLUZIOK

Ezen munka elsd felében egy eset-kontroll vizsgalat segitségével igazoltuk, hogy
a¢.180C>T CTRC varians mind az AKP mind az NAKP rizikdjat fokozza. Ezutan
metaanalizis segitségével meghataroztuk a ¢.180C>T varians globalis
képest a homozigdta ¢.180TT genotipus korilbelil &6tszords rizikofokozddast
eredményez (OR=5,29; 95% CI 2,63-10,64), mig ez a heterozigota c.180CT
genotipus esetén kétszeres (OR=1,94; 95% CI 1,57-2,38). Az analizisiinket
eurdpai etnikum( kohorszokra sziikitve az esélyhanyadosok a homozigéta
c.180TT forma esetén haromszoros (OR=3,31; 95% CI 1,92-5,71), mig a
heterozigdta c.180CT forma esetén masfélszeres voltak (1.65; 95% CI 1.38-1.98).
Végil elbzetes bizonyitékot szolgaltattunk arra vonatkozéan, hogy a minor
c.180T allél expresszibja a gyakoribb ¢.180C-hez képest csokkent.
A tézis masodik felében megallapitottuk, hogy a Thr488-Thr548 CEL-HYB1
haplotipus 3,6-szorosra emeli a KP rizikdjat magyar populéciéban (OR=3,6; 95%
Cl1,2-10,7), bebizonyitva a haplotipus patogén mivoltat. Az elérheté CEL-HYB1
pozitiv eurépai mintakat megvizsgalva azt talaltuk, hogy mig a Thr488-Thr548
haplotipus Eurdpaban elterjedt, addig a Thr488-11e548 haplotipus regionalisan
behataroltan fordul eld, hatdsa azonban jelentGsen erdsebb. A magyar kohorszot
a CEL p.l1e488Thr variansra analizélva azt talaltuk, hogy ez a varians ritka és nem
asszocial KP-val (OR 1, 95% CI 0,1-11), igy valdsziniisithet6, hogy nem ez a
varians &ll a CEL-HYBL allél patogenicitasanak hatterében.

Kovetkeztetésképp elmondhatjuk, hogy mind a CTRC ¢.180C>T (p.Gly60=)
varians, mind a CEL-HYBL hibrid alél bizonyitott rizikofaktorai a kronikus
pankreatitisznek, és amikor etioldgia megallapitasa céljabol genetikai vizsgalat
torténik mindenképp része kell legyenek a vizsgalt eltéréseknek.
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