, GENETIKAI VIZSGALATOK
KRONIKUS HASNYALMIRIGY-GYULLADASBAN:
KOHORSZ- ES METAANALIZIS

Doktori értekezés

Csurka-Takats Amanda

Gyodgyszertudomany Doktori Iskola

A doktori iskola vezet6je: Dr. Pintér Erika

TémavezetO: Dr. Hegyi Eszter

Transzlaciés Medicina Intézet
Altalanos Orvostudomanyi Kar

Pécsi Tudomanyegyetem, Pécs, Magyarorszag

Pécs, 2025



1. Bevezetés

1.1. A kronikus hasnyalmirigy-gyulladas genetikaja

A kréonikus hasnyalmirigy-gyulladas (CP) a hasnyalmirigy visszafordithatatlan gyulladéasos
betegsége, amelyet fibrozis és az exokrin és endokrin szovetek elvesztése jellemez [Kleeff et
al. 2017]. A fajdalom, az emésztési zavarok ¢€s a testsulycsokkenés a CP {6 tiinetei, amelyek
jelentdsen rontjak az életmindséget €s a varhat6 €lettartamot. A betegség vilagszerte koriilbeliil
50/100 000 embert érint, és a férfiaknal gyakoribb, mint a néknél. A kronikus hasnyalmirigy-
gyulladdshoz vezetd koroki mechanizmus Osszetett, a kornyezeti kockazati tényezdk, mint
példaul az alkoholfogyasztds vagy a dohanyzas, és a genetikai kockazati tényezdk egyiittesen
jarulnak hozza a betegség kialakuldsdhoz [Gupte et al. 2018]. Az akut pancreatitis (AP), a
rekurrens AP (RAP) és a CP egy betegségspektrumot alkotnak [Yadav és Lowenfels, 2013].
Az AP RAP-ba, majd végiil CP-be valo atalakuldsat gyakran kronikus alkoholfogyasztas vagy
genetikai kockazati tényezok okozzdk. A RAP és a CP genetikai kockazata atfed egymassal,
mig az AP genetikai vizsgalatdnak eredménye nehezen értelmezhetd ebben a kontextusban,
mivel a RAP ¢és a CP esetek kizdrasdhoz sziikséges utankovetés sokszor nem megfeleld
[Mayerle et al. 2019].

Az Orokletes hasnyalmirigy-gyulladds (HP) egy ritka, autoszomadlis dominans genetikai
rendellenesség, amelyet el6szor 1952-ben irtak le [Comfort és Steinberg 1952], azonban az ezt
okoz6 génmutaciot a human kationos tripszinogént kodolo szerin protedz 1 (PRSSI) génben
csak négy évtizeddel késébb fedezték fel [Whitcomb et al. 1996]. Ez a felfedezés ravilagitott a
tripszin fontossagara a CP patogenezisében. Az elmult 20 évben tobb genetikai asszociacios
tanulmany azonositott tobb kiilonb6zé génmutaciot, amelyek hozzajarulnak a betegség
kialakuldsdhoz. A legfontosabb érintett gének a szerin protedz inhibitor Kazal-tipus 1

(SPINK1), a kimotripszin C (CTRC), a cisztas fibrdzis transzmembran konduktancia regulator



(CFTR), a karboxipeptidaz A1 (CPAI) és a karboxil-észter lipaz (CEL) [Mayerle et al. 2019].
Funkcionalis vizsgélatok alapjan ezeknek a fehérjekddold géneknek a valtozasait harom
kiilonbozé patoldgids utvonalba soroltdk, amelyek a betegség kialakuldsahoz és
elérehaladasahoz vezetnek [Hegyi és Sahin-T6th 2018, Sahin-Toth 2017, Mayerle et al. 2019].
A tripszin-dependens utvonalban a tripszinogén korai, hasnyalmirigyen beliili tripszinné
aktivalasa jatszik kulcsfontossagu patogén szerepet; a misfolding-dependens utvonalban az
emésztoenzimek helytelen feltekerddése (misfolding) endoplazmatikus retikulum stresszhez
vezet; a duktélis utvonalban a részt vevd CFTR, claudin-2 (CLDN2), a tranziens receptor
potencial vanilloid alcsalad 6. tagja (TRPV6) és valosziniisithetden a kalcium-érzékeld receptor
Sahin-T6th 2018, Sahin-Toth 2017, Mayerle et al. 2019]. A CP genetikai kockazati tényezdinek
azonositasdban elért jelentds eldrelépés ellenére a kutatok szamos esetben nem taladltak
genetikai variansokat az ismert rizikdgénekben. Ezért elkeriilhetetleniil felmeriil a gondolat,
hogy maés, korabban nem detektilt génvaltozdsok is hatissal lehetnek a CP

patomechanizmusara.

1.2. A kalcium-érzékeld receptor (CASR) szerepe a kronikus hasnyalmirigy-
gyulladasban
A kalcium-érzékeld receptor egy C csaladba tartozd G-fehérjéhez kapcsolt receptor.
Nagymértékben expresszalodik a mellékpajzsmirigyekben, és érzékeli az extracellularis Ca**
koncentraci6 csokkenését, ami a paratiroid hormon (PTH) felszabaduldsahoz vezet. A CASR

szabalyozza a csont- és &svanyianyag-anyagcserét, valamint a vizelettel torténd Ca’*

crer

fiziologiasan aktiv formdjanak eldallitasat is. A CASR muticiok hiperkalcémia

rendellenességeket, mint példaul a familidris hipokalciurids hiperkalcémia (FHH), a neonatalis



sulyos hiperparatireozis (NSHPT), az elsddleges hiperparatire6zis (PHPT), vagy hipokalcémia
rendellenességeket okozhatnak, mint példaul az autoszomalis dominéns hipokalcémia (ADH)

[Hannan et al. 2018].

A szérum kalciumszint emelkedése aktivalja a receptort, ami intracellularis jelatvitelt indit el,
csOkkenése feloldja ezeket a gatlasokat, ami emelkedett PTH-szekréciot és fokozott kalcium-
reszorpcidt eredményez a vesékben. A mellékpajzsmirigyekben torténd PTH-szabalyozashoz
hasonloan a CASR expresszidja az emldepitéliumban negativan szabalyozza a PTH-
A CASR heterozigota inaktivaldo mutacidoi FHH-t, egy autoszomalis dominans rendellenességet
okozhatnak, amelyet a szérum kalciumszint emelkedése ¢és a vizeletben kivalasztott kalcium
mennyiségének csokkenése jellemez [Hannan et al. 2018, Lee és Shoback 2018]. A CASR
mutaciok ujsziilottkori stilyos hyperparathyreoidizmust is kivalthatnak, jellemzden recessziv
rendellenességként. Ezzel szemben a CASR mutacidk ritkdn fordulnak elé felndttkori
hyperparathyreoidizmusban. A parathyroid adenomakban a CASR csokkent expresszidja
valoszinlileg magyarazza a betegségben megfigyelt fokozott PTH szekréciot €s hiperkalcémiat.
Végiil, a CASR aktivaldo mutacioi autoszomalis dominans hipokalcémiéval tarsulnak [Hannan

et al. 2018].

A CASR az emberi hasnyalmirigy-vezeték sejtjeiben is expresszalddik, ahol monitorozza és

crer

szabalyozza a hasnyalmirigynedv Ca®>" koncentraciojat. Magas Ca*" koncentrcio esetén a

crer

hasnyalmirigy-vezetékekben a koéképzddés megeldzését. Ezért a CASR mutacidi a

hasnyalmirigy-gyulladas lehetséges kockazati tényezdi [Réacz et al. 2018].



1.2.1. CASR genetikai asszociacios vizsgalatok a kronikus hasnyalmirigy-
gyulladas esetében
Az elmult években a CASR mutacidk szerepe a CP kialakulasadban egyre inkabb elétérbe keriilt,
tobb kutatdcsoport is vizsgalta ezt a kérdést. Muddana és munkatarsai elemezték a CASR
mutaciokat az amerikai populacioban, és megallapitottak, hogy a p.R990G polimorfizmus
Osszefliggésbe hozhatdé a CP-vel. Ezenkiviil a CASR p.R990G polimorfizmussal rendelkezd
alanyoknal a CP kockazata moderalt vagy sulyos alkoholfogyasztds esetén megnovekedett
[Muddana és munkatérsai, 2008]. Az amerikai tanulmanytol eltéréen egy francia kohorszban
Masson ¢és munkatirsai nem azonositottdk a CASR p.R990G-t a hasnyalmirigy-gyulladas
kockézati tényezdjeként, de megallapitottak, hogy egy masik CASR polimorfizmus, a p.A986S
Osszefiiggésbe hozhat6 a betegséggel, de csak homozigdta formdban [Masson €s munkatarsai
2015]. Sofia et al. 0j generacids szekvenalds (NGS) segitségével vizsgalodtak olasz
populaciéban, és csak két ritka varidnst tudtak azonositani [Sofia et al. 2016]. Osszefoglalva
minddssze harom eset-kontroll tanulmany vizsgalta a CASR mutaciokat a CP-ben, és
eredményeik ellentmondasosak, igy a CASR variansok szerepe a CP patogenezisében tovabbra

1s vitatott.

1.3. A kimotripszin C (CTRC) szerepe a kronikus hasnyalmirigy-gyulladasban
A CP gyakran genetikai hajlam hatterében alakul ki [Kleeff et al. 2017]. Szamos hajlamosito
gént azonositottak, és ezek koziil sok esetben kimutattdk, hogy befolyasoljak az emésztd
proteaz prekurzor tripszinogén aktivalddasat az aktiv formajava, a tripszinné [Hegyi és Sahin-
Toth 2017]. A tripszinogén patologias, intrapankreatikus aktivalodasa autoaktivacid révén
torténhet, amely reakcid sordn a tripszin aktivalja a tripszinogént. A hasnyalmirigyet a
tripszinogén autoaktivacioja és a tripszin aktivitasa ellen védo védekezé mechanizmusok kozé

tartozik a szerin protedz inhibitor Kazal-tipus 1 (SPINK1) és a kimotripszin C (CTRC) szerepe.



Ezek a fehérjék konnyen lebontjdk a tripszinogént, és ezaltal gatoljak annak aktivaldédasat
[Hegyi és Sahin-Toth 2017, Witt et al. 2000, Rosendahl et al. 2008]. A human kationos
tripszinogént kodold szerin protedz 1 (PRSSI) gén funkciondvekedéssel jaré mutacioi,
valamint a SPINKI és CTRC gének funkciot csokkentd mutacioi stimuldljak a tripszinogén
autoaktivaciojat és novelik a CP kockazatat [Hegyi €s Sahin-To6th 2017]. A leggyakoribb
PRSS1 mutacidk az autoaktivaciot a CTRC-fiiggd tripszinogén lebontasanak blokkolasaval
stimulaljak [Hegyi és Sahin-Toth 2017, Szabo és Sahin-Toth 2012]. A genetikai valtozasok
ugyanakkor védo szerepet is betdlthetnek, mint példaul a humén anionos tripszinogént kdédold
PRSS2 gén p.G191R varidnsa [Witt et al. 2006]. Ez a varidns az anionos tripszinogén
B1-B2 (CTRBI1-CTRB2) l6kuszban eléforduld gyakori inverzi6é ndveli a CTRB2 expressziojat,
ami az anionos tripszinogén hatékonyabb lebontdsdhoz és a CP kockéazatanak csokkenésé¢hez

vezet [Rosendahl et al. 2018].

A CTRC-t 2008-ban azonositottadk hasnyalmirigy-gyulladas rizikogénként [Szabo és Sahin-
Toth 2012, Masson 2008], és a kutatdsok maig szdmos misszensz mutaciot €s mikrodelécidt
irtak le CP-s betegekben [Derikx et al. 2009, Paliwal et al. 2012, Masamune et al. 2012,
Schubert et al. 2014, LaRusch et al. 2015, Koziel et al. 2015, Sofia et al. 2016, da Costa et al.
2016, Grabarczyk et al. 2017, Phillips et al. 2018, Zou et al. 2018, Cichoz-Lach et al. 2019,
lasd még www.pancreasgenetics.org|. Ezeknek a variansoknak a tobbsége csak néhany esetben
volt kimutathatd, és csak négy varidnsnal talaltak statisztikailag szignifikans Osszefliggést a
CP-vel: a c.738 761del24 (p.K247 R254del) és a c.760C>T (p.R254W) variansokat
elsésorban eurdpai kohorszokban talaltak, koriilbeliil 1-2%-0s hordozdi gyakorisaggal, mig a
c.217G>A (p.A73T) és ¢.703G>A (p.V235]) variansokat indiai kohorszokban mutattak ki, 1-
5%-0s hordozoi gyakorisaggal. Az esélyhdnyados (OR) értékek alapjan itélve, ezeknek a CTRC

variansoknak a hatdsnagysaga valtozo volt, tobbnyire 3-10-szeres tartoményban, azonban



hatastalansagot és 19-es OR-értéket is leirtak. Funkcionalis vizsgélatok kimutattak, hogy ez a
négy varians kiilonb6z0 mechanizmusok révén okozta a CTRC funkcidvesztését, ideértve a
sejtekbdl torténd szekrécid csokkenését, a katalitikus aktivitas csokkenését és a tripszin altali
lebontés iranti fokozott érzékenységet [Rosendahl et al. 2008, Beer et al. 2012, Szmola ¢€s
Sahin-Toth 2010]. Tovabba kimutattdk, hogy a p.A73T varians endoplazmatikus retikulum
(ER) stresszt indukal [Beer et al. 2012, Szmola és Sahin-T6oth 2009]. Hasonlé funkcionalis
rendellenességeket figyeltek meg szdmos ritka CTRC varians esetében [Rosendahl et al. 2008,

Beer et al. 2012, Szmola és Sahin-To6th 2009, Szabo et al. 2015].

Az alacsony gyakorisdgu misszensz és mikrodelécios variansok mellett egy gyakori haplotipus
(kb. 30% hordozéi gyakorisag CP-esetekben), amelyet az exon 3-ban talalhato c.180C>T
(p.G60=) varians és az intron 5-ben taldlhatdé ¢.493+52G>A varians alkotnak, koriilbeliil
kétszeresére noveli a CP kockézatat heterozigota formaban, és akar tizszeresére is homozigota
hordozdokban [Rosendahl et al. 2018, Masson et al. 2008, Derikx et al. 2009, Paliwal et al. 2012,
Masamune et al. 2012, LaRusch et al. 2015, Grabarczyk et al. 2017]. Legutobbi
metaanalizisiinkben bizonyitottuk, hogy a funkcidvesztéssel jar6 heterozigota misszensz CTRC
variansok atlagosan korilbeliil 6tszorosére novelték a CP kockazatat [Berke et al. 2023]. A
funkciondlis hatds €s a haplotipuson beliili betegségrelevans varians tovabbra is tisztdzatlan;
azonban felvetddott a hipotézis, hogy a CTRC expresszid csokkenése valoszinlileg a pre-
mRNS splicing megvaltozdsa miatt kovetkezik be [Hegyi és Sahin-Toth 2017, Berke et al.
2023]. Az alacsony frekvenciaji misszensz €s mikrodelécios CTRC varidnsokkal ellentétben a
p.G60= haplotipus variansok nem valtoztatjdk meg a CTRC aminosav-szekvenciajat, és nem

okozhatnak enzimaktivitas-valtozasokat a tobbi varidnsra leirt mechanizmusok egyikével sem.

2. Célkituzés

1. cél: A CASR polimorfizmusok szerepének vizsgalata kronikus hasnyalmirigy-gyulladasban.



Mivel a CASR polimorfizmusok szerepe a kronikus hasnyalmirigy-gyulladas kialakulasdban
vitatott volt, elhataroztuk, hogy egyértelmiivé tessziikk a gyakori CASR variansok és a CP
kozotti Osszefliggést egy etnikailag homogén magyar CP kohorsz elemzésével, Sanger-

szekvenalas és TagMan genotipizalas segitségével.

2. cél: A misszensz CTRC variansok szerepének vizsgalata kronikus hasnyalmirigy-

gyulladasban.

Annak érdekében, hogy értékeljiik azon CTRC variansok kockazati hatasat, amelyek (i)
megvaltoztatjdk a CTRC aminosav-szekvencidjat, (ii) viszonylag gyakoriak (>1% hordozoi
gyakorisag CP-esetekben), (ii1) legalabb két fliggetlen kohorszban reprodukalhaté sszefiiggést
mutattak a CP-vel, és (iv) kisérletileg bizonyitottan a CTRC funkcidjanak elvesztését okozzak,

szisztematikus, atfogd metaanalizist végeztiink.

3. Anyag és modszer

3.1. A CASR polimorfizmusok szerepének vizsgalata a kronikus hasnyalmirigy-

gyulladasban

3.1.1. Nomenklatura
A nukleotidok szamozasa a kodoldo DNS szamozasat tiikr6zi, az ATG transzlacids iniciacios
kodon elsd nukleotidjat +1-nek jelolve a CASR referenciaszekvencidban (genomidlis
referencia: NC_000003.12, Homo sapiens 3. kromoszéma, GRCh38.p13 elsddleges
Osszeallitas; mRNS referencia: NM _000388.4). Az aminosavak szamozasa a CASR elsédleges
transzlacios termékének inicidtor metioninjaval kezdddik.

3.1.2. A vizsgalt alanyok
A névtelenitett genomikus DNS-mintakat az Orszagos Pankreasz Regiszterbdl szereztiik be

(etikai jovahagyds: TUKEB 22254-1/2012/EKU, biobanki jovéhagyas: IF702-19/2012). A



vizsgalati alanyokat 2012 és 2018 kozott 11 magyar vizsgalati kozpontbol vontuk be, és
mindannyian a Helsinki Nyilatkozat etikai iranyelveinek megfelelden adtak beleegyezésiiket.
A direkt DNS-szekvenalassal elemzett feltard kohorsz 261 CP-s betegbdl (106 nem-alkoholos
¢s 155 alkoholos beteg) és 224 kontrollbdl allt. A TagMan SNP genotipizalassal elemzett
kibdvitett vizsgalati kohorsz tovabbi 76 CP-s beteget (36 nem-alkoholos és 40 alkoholos beteg)
és 616 kontrollt tartalmazott. Osszesen 337 egymastol fiiggetlen CP-s beteg (atlagos életkor a
toborzaskor 56,4+12 év), koztik 142 nem alkoholos CP-s és 195 alkoholos CP-s beteg,
valamint 840 kontrollszemély (atlagos életkor a toborzaskor 39,3+14,6 év) vett részt a
vizsgalatban, akik nem szenvedtek hasnyalmirigy-betegségben. A CP diagnézisa a CP-re
jellemzd visszatéré akut hasnyalmirigy-gyulladas vagy visszatérd hasi fajdalom elézményein
¢s/vagy a CP-vel Osszeegyeztethetd koros képalkotd vizsgalati eredményeken, példaul
hasnyalmirigy-meszesedésen, vezeték-tdguldson vagy vezeték-rendellenességeken alapult,
exokrin hasnyalmirigy-elégtelenséggel vagy cukorbetegséggel egyiitt, vagy ezek nélkiil.
3.1.3. DNS szekvenalas

Az exon 7-et a szomszédos intron 6 és 3' UTR régiokkal egyiitt 3 primerpar segitségével
amplifikaltuk. A polimeraz lancreakciot (PCR) 0,5 U HotStarTaq DNS-polimeraz (Qiagen),
0,2 mM dNTP, 0,5 uM primerek, 10x PCR puffer (Qiagen) és 10-50 ng genomikus DNS-minta
felhasznalasaval végeztiik 25 L térfogatban. A reakcid 15 perces kezdeti hdaktivalassal indult
95 °C-on, amelyet 35 ciklus kdvetett 30 masodperces denaturalassal 94 °C-on, 30 masodperces
annealinggel 61,1 °C-on (amplikon 1 és 2) vagy 53,2 °C-on (amplikon 3), és 40 masodperces
(amplikon 1 és 2) vagy 50 mésodperces (amplikon 3) elongacid 72 °C-on; végiil 5 perces végso
elongacié 72 °C-on. A PCR-termékeket 2%-0s agar6z gélelektroforézissel ellendriztiik. A
PCR-amplikonokat (5 pL) 1 pL FastAP hoéérzékeny lugos foszfatdzzal és 0,5 pL exonukledz
I-vel (Thermo Fisher Scientific) kezeltiik 15 percig 37 °C-on, majd a reakciot a mintak 85 °C-

ra torténd 15 perces melegitésével allitottuk le. A Sanger-szekvenalast a forward (amplikon 1



¢s 3) ¢és a reverz (amplikon 2) PCR-primerek szekvenalasi primerekként torténd
felhasznalasaval végeztiik.

3.1.4. TagMan SNP genotipizalas
TagMan SNP genotipizald probakat alkalmaztunk a p.A986S és p.R990G CASR variansok
vizsgalatara a kibovitett vizsgalati kohorszban (teszt azonosit6: CASR rs1801725 7504853 20
¢s CASR 151042636 7504854 20) egy StepOne Real-Time PCR rendszer (Applied
Biosystems by Life Technologies) segitségével. A 20 pL-es reakcié TaqPath ProAmp Master
Mix (2x), TagMan SNP genotipizalo proba (20x) €s 10-20 ng genomikus DNS-mintabol allt.
A ciklus feltételei a kovetkezdk voltak: 30 masodperces tartasi szakasz 60 °C-on, majd 10
perces tartasi szakasz 95 °C-on; 50 ciklus 15 mdsodperces denaturalds 92 °C-on és 1 perc
annealing 60 °C-on; és végill 30 masodperces tartdsi szakasz 60 °C-on. Az allélikus
diszkriminacios grafikonokat a StepOne szoftver segitségével értékeltiik. Az eredmények
megerdsitésére az Osszes homozigdta mintat és 4-6 heterozigota, illetve vadtipusi mintat
szekvenaltunk minden lemezrdl.

3.1.5. Statisztikai elemzés
Az esetek és a kontrollok kozotti allélgyakorisagok és a genotipuseloszlasok kozotti
kiilonbségek szignifikancidjat Fisher’s exact proba segitségével, a GraphPad Prism9 szoftverrel

értekeltiik. A p <0,05 értéket statisztikailag szignifikansnak tekintettiik.

3.2. A misszensz CTRC variansok szerepének vizsgalata a kronikus hasnyalmirigy-
gyulladasban
3.2.1. Protokoll regisztracio
A jelen munka a szisztematikus review-k és metaanalizisek preferalt jelentési elemeirdl sz616
iranyelvnek (PRISMA) [Moher et al. 2009] megfelelden késziilt. A metaanalizis protokolljat

elézetesen regisztraltuk a PROSPERO adatbazisban, a CRD42018111537 regisztracids szam



alatt.

3.2.2. Keresési stratégia

2022. 4prilis 5-én harom adatbazisban (MEDLINE a PubMed Centralon keresztiil, Embase és
Cochrane Central Register of Controlled Trials) végeztiink szisztematikus keresést a kovetkezd
keresési kulcsszavakkal: pancreatitis AND (CTRC OR ,,Chymotrypsin C” OR Caldecrin OR
,Elastase 4” OR ELA4 OR CLCR) AND (polymorphism OR polymorphisms OR variant OR
variants OR mutation OR mutations) OR ,,p.A73T” OR ,,p.V235I” OR ,,p.K247 R254del” OR
,»p-R254W”. Sziir6ket nem alkalmaztunk. Kiegészitd adatforrasként a genetikai kockazati
tényezoket tartalmazo www.pancreasgenetics.org adatbazist hasznaltuk.

3.2.3. A tanulmanyok kivalasztasa és az adatok kinyerése

A kovetkezd alacsony gyakorisdgi CTRC variansokat vizsgald genetikai asszociacios eset-
kontroll tanulmanyokat vettiik figyelembe: p.A73T, p.V235I, p.K247 254del és p.R254W. A
kezdeti keresés soran azonositott cikkeket egy hivatkozaskezeld programba importaltuk
(EndNoteX7.4; Clarivate Analytics, Philadelphia, PA). Az adatbazisok kozotti atfedések és a
duplikalt referencidk eltdvolitdsa utdn a fennmaradd taldlatokat két szerzd fliggetleniil
atvizsgalta a cim, az absztrakt és a teljes szoveg alapjan. Az eltéréseket a levelezd szerzd
orvosolta. A megfeleld eredeti tanulmanyok adatait egy elére meghatarozott Excel tablazatba
gytijtottiik. A kovetkezd adatokat vontuk ki: elsd szerzd, publikalas éve, alapvetd demografiai
adatok (etnikai hovatartozas, életkor), a hasnyalmirigy-gyulladas tipusa, az esetek és kontrollok
szama, a tanulmanyban elemzett CTRC-variansok hordozo6i frekvencidja, valamint a genetikai
szlirés mddszere. A tanulméanyok vizsgalt populacioja kozotti atfedés gyantja esetén a végso
elemzésbe a legtobb résztvevdvel rendelkezd tanulmédnyokat vontuk be. A nulla eseményt

tartalmaz6 tanulmanyokat kizartuk a statisztikai elemzésbdl.
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3.2.4. Minoségellenorzés

A bevont eset-kontroll tanulményok mindségének értékeléséhez a Newcastle-Ottawa Skala

(NOS) moédositott valtozatat hasznaltuk [Lo et al, 2014].

3.2.5. Statisztikai elemzés

A kiilonb6z6é CTRC variansok hatasat a 95%-os konfidencia intervallummal (CI) szdmitott
Osszesitett esélyhanyados (OR) alapjan értékeltiik. Der-Simonian Laird becsléssel random-
hatas modellt alkalmaztunk. A heterogenitast I’-teszttel (p>0,1) vizsgaltuk. Erzékenységi
elemzéseket (leave-one-out modszer) is végeztiink. A publikacids torzitast ,,funnel plotok™
vizualis ellenérzésével és Egger-teszttel zartuk ki. A statisztikai elemzéseket Stata 15 (Stata

Corp) szoftverrel végeztiik.

4. Eredmeények

4.1. A CASR polimorfizmusok szerepének vizsgalata kronikus hasnyalmirigy-
gyulladasban
4.1.1. A human CASR 7. exonjanak DNS-szekvencia-elemzése egy feltaro
kohorszban

Annak vizsgélatara, hogy a CASR gyakori variansai megvaltoztatjak-e a CP kockézatat, eloszor
261 CP-s beteg (106 nem alkoholos CP ¢és 155 alkoholos CP) és 224 kontrollszemély esetében
szekvenaltuk a CASR 7. exonjat és a szomszédos 6. intront, valamint a 3° UTR régid egy részét
az Orszagos Pankreasz Regiszterbdl szarmaz6 mintdk segitségével. Két gyakori misszensz
varianst (allélgyakorisdg >5%) azonositottunk, a c.2956G>T (p.A986S) és c.2968A>G

(p-R990G); valamint harom alacsony gyakorisagli varianst (allélgyakorisag 1-5%), amelyek

11



kozott volt egy misszensz varians, a ¢.3031C>G (p.QI011E), egy nonszensz varians, a
c.2610G>A (p.E870=) és egy 3’ UTR varians, a ¢.*60T>A, amely a p.Q1011E-vel volt
kapcsoltsagban (Linkage Disequilibrium). Ezenkiviil 8 ritka varidnst (allélgyakorisdg <1%)
talaltunk, amelyek koziil 7-et egy-egy alanyban mutattunk ki. A ritka varidnsok kozott 3
misszensz varians volt; a ¢.1895G>A (p.G632D) varidnst egy CP-betegben mutattuk ki, mig
két korabban mar jelentett misszensz varians, a c.1775A>G (p.N592S) és a ¢.2405A>G
(p.N802S) a kontrollokban volt jelen. Az j p.G632D varianst egy 37 éves, nem alkoholista
férfi betegnél talaltuk, akit 37 éves koraban diagnosztizaltak CP-vel. Az anamnézis szerint nem
dohanyzott, és nem hordozott patogén SPINKI varidnsokat. Teljes szérum kalciumszintje a
normal tartomanyban volt (2,39 mmol/L). A p.N592S ¢és p.N802S variansok hordozodinak
szérum kalciumszintje nem volt elérhetd.

A ,,PredictSNP Consensus classifier for prediction of disease-related mutations” eszkozzel
végzett in silico elemzés a p.G632D és p.N802S variansokat potencidlisan betegséget
okozoként, a p.N592S varianst pedig jéindulatiként osztalyozta.

Az allélgyakorisagot figyelembe véve a varidnsok eloszlasa CP-betegek és kontrollok kozott
nem mutatott szignifikans kiilonbséget. A gyakori misszensz variansok p.A986S és p.R990G,
valamint az alacsony gyakorisagu varians p.Q1011E genotipuseloszlasat dominéns és recessziv
oroklédési modellekkel is értékeltiik, de CP-betegek és kontrollok kozott nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget (Exon 7 / ¢.2956G>T / GG: OR = -, 95% CI = -, p-érték = -; 7. exon
/¢.2956G>T / GT: OR = 1,03, 95% CI = 0,79-1,34, p-érték = 0,89; 7. exon / ¢.2956G>T / TT:
OR = 1,19, 95% CI = 0,52-1,92, p-érték = 0,68; 7. exon / ¢.2956G>T / T: OR = 1,03, 95% CI
= 0,82-1,30, p-értek = 0,81; 7. exon / ¢.2968A>G / AA: OR = -, 95% CI = -, p-érték = -; 7.
exon/c.2968A>G / AG: OR =1,13,95% CI=0,78-1,62, p-érték = 0,57; 7. exon / ¢.2968 A>G
/ GG: OR = -, 95% CI = -, p-érték = -; 7. exon / ¢.2968A>G / G: OR = 1,05, 95% CI = 0,75-

1,49, p-értek = 0,79). Ebben az elemzésben a homozigota p.A986S varidns nem szignifikans
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feldusulasat figyeltiik meg a betegeknél (3,4%) a kontrollokhoz (0,9%) képest. Ugyanakkor a
kontrollpopulacioban eltérést figyeltink meg a Hardy-Weinberg-egyensulytol (HWE),

valoszintileg a korlatozott mintanagysag miatt.

4.1.2. TagMan SNP genotipizalas a p.A986S és p.R990G variansok esetében
egy kibovitett kohorszban
Mivel a homozigdta p.A986S varians ¢és a p.R990G varians korabban CP-vel valo
Osszefiiggésérdl szdmoltak be [Muddana et al. 2008, Masson et al. 2015], kiterjesztettiik
tanulmanyunkat, és TagqMan SNP genotipizalassal megvizsgaltuk ezt a két varianst tovabbi 76
CP-betegben (36 nem alkoholos és 40 alkoholos eset) és 616 kontrollban. A direkt szekvenalas
¢s TagMan SNP genotipizalas eredményeit egyiittvéve, a gyakori p.A986S és p.R990G
variansok allél- és genotipus-gyakorisagat 337 CP betegben (142 nem alkoholos CP és 195
alkoholos CP) és 840 kontrollban hataroztuk meg. Egyik varians sem allt 6sszefiiggésben a CP-
vel (Exon 7/¢.2956G>T / GG: OR =-, 95% CI = -, p-érték = -; 7. exon / ¢.2956G>T / GT: OR
= 1,11, 95% CI = 0,76-1,6, p-érték = 0,63; 7. exon / ¢.2956G>T / TT: OR = 1,58, 95% CI =
0,63-4,06, p-értek = 0,37; 7. exon / ¢.2956G>T / T: OR = 1,13, 95% CI = 0,82-1,55, p-érték =
0,46; 7. exon / ¢.2968A>G / AA: OR = -, 95% CI = -, p-érték = -; 7. exon / ¢.2968A>G / AG:
OR =0,92, 95% CI = 0,53-1,58, p-érték = 0,89; 7. exon / ¢.2968A>G / GG: OR = -, 95% CI =
-, p-érték = -; 7. exon / ¢.2968A>G / G: OR = 0,88, 95% CI = 0,52-1,47, p-érték = 0,70).
Erdemes megjegyezni, hogy a kombinalt eredményekben nem volt észlelheté a homozigota
p-A986S varians jelentds feldusuldsa a betegeknél a kontrollokhoz képest (2,7% szemben
2,3%-kal; OR=1,19, 95% CI 0,52-1,92, p=0,68). A nem alkoholos CP és az alkoholos CP
alcsoportok elemzése szintén nem mutatott ki betegségkapcsolatot (7. exon / ¢.2956G>T / GG:
OR =-,95% CI =-, p-érték = -; 7. exon / ¢.2956G>T / GT: OR = 0,97, 95% CI = 0,70-1,35, p-

érték = 0,87; 7. exon / ¢.2956G>T / TT: OR = 0,91, 95% CI = 0,33-2,57, p-érték > 0,99; 7.
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exon /c.2956G>T / T: OR =0,97, 95% CI = 0,72—1,29, p-érték = 0,88; 7. exon / ¢.2968A>G /
AA: OR = -, 95% CI = -, p-értek = -; 7. exon / ¢.2968A>G / AG: OR = 1,28, 95% CI = 0,83-
1,97, p-értek = 0,29; 7. exon / ¢.2968A>G / GG: OR = -, 95% CI = -, p-értek = -; 7. exon /

c.2968A>G / G: OR = 1,19, 95% CI = 0,77-1,78, p-értek = 0,44).

4.2. A misszensz CTRC variansok szerepének vizsgalata kronikus hasnyalmirigy-

gyulladasban

4.2.1. A vizsgalat felépitése
Négy olyan varianst taldltunk, amely megfelelt a bevalasztdsi kritériumoknak: hdrom
misszensz mutaciot és egy mikrodeléciot: p.A73T, p.V235L, p.R254W ¢és p.K247 R254del.
Atfogd adatbazis-keresést végeztiink, és Osszegylijtottik az Osszes publikalt eset-kontroll
tanulmanyt, amely ezek koziil a varidnsok koziil barmelyiket tartalmazta. A tanulmanyok
kivalasztasahoz alkalmazott protokoll eredményeként 14 cikket azonositottunk [Rosendahl et
al. 2008, Masson et al. 2008, Derikx et al. 2009, Paliwal et al. 2012, Masamune et al. 2012,
Schubert et al. 2014, LaRusch et al. 2015, Koziel et al. 2015, Sofia et al. 2016, da Costa et al.

2016], amelyek alkalmasnak bizonyultak a metaanalizisbe valo felvételre.

Mind a négy CTRC varians vilagszerte kimutathatd volt, azonban f6ldrajzi/etnikai
eloszlasukban kiilonboztek. Igy a p.A73T és p.V2351 variansokat leggyakrabban dél-azsiai
kohorszokban jelentették, mig a p.K247 R254del és p.R254W varidnsokat jellemzden europai
szarmazasu alanyokban talaltak. Tekintettel a rendelkezésre 4ll6 tanulményok viszonylag kis
szdmara, ugy dontottiink, hogy a kivalasztott CTRC variansok globalis metaanalizisét

regionalis vagy etnikai alcsoportok nélkiil végezziik el.

Elemzésiinkbe mind az alkoholos CP, mind a nem alkoholos CP kohorszokat, példaul az
idiopatias, orokletes, familiaris €s tropusi CP-t is bevontuk. Ha kiilon jelentették, a RAP-

eseteket a CP-esetekkel egyesitettiik, mig az akut hasnyalmirigy-gyulladasos eseteket kizartuk.
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A kissé inkonzisztens osztalyozas és/vagy jelentés miatt a kiilonbozé CP-kohorszok alcsoport-
elemzése csak az alkoholos CP esetében volt lehetséges. Egy adott publikacioban szerepld
kiilonb6zé CP- kohorszokat (pl. alkoholos ¢és nem alkoholos) 6sszevontuk, ha azokat
ugyanazzal a kontrollcsoporttal hasonlitottuk 0ssze. Bizonyos tanulmanyok alkoholos és
tropusi CP- kohorszat kiilon kezeltiik, ha a 6sszehasonlitdshoz kiilonb6z6 kontrollcsoportokat

hasznaltak.

4.2.2. Asszociacio elemzés
Az Osszes 4 elemzett CTRC varians szignifikansan gyakrabban fordult el6 CP-ben szenvedd
betegeknél, mint a kontrollcsoportokban. Az OR értékek alapjan megitélt hatdsméretek a 4
varians esetében hasonloak voltak, és 2,6 és 6,5 kozott mozogtak. Hasonlo OR értékeket
szamitottak a p.V235I (OR 4,5, 95% CI 2,2-9,1) és a p.K247 R254del (OR 5,4, 95% CI 2,6-
11,0) varidnsok esetében, mig a p.A73T (OR 6,5, 95% CI 2,4-17,8) enyhén magasabb, a
p.R254W (OR 2,6, 95% CI 1,6-4,2) pedig enyhén alacsonyabb kockazattal jart. A p.A73T,
p.V2351, p.K247 R254del és p.R254W globalis hordoz6i gyakorisaga CP-ben 2,4%, 1,2%,
1,1% és 1,0% volt, mig a legmagasabb jelentett hordozo6i gyakorisag CP-ben 5,6%, 4,9%, 5,3%

és 4,6% volt.

A hordozok tilnyomo tobbsége heterozigbta CTRC variansokkal rendelkezett, mig a
homozig6ta és tobb heterozigota varidnst is hordozo esetek (compound heterozigdta) ritkdk
voltak. Amikor az Osszes homozigéta és a compound heterozigéta CTRC-variansokat is
hordozokat egyiitt vettiik figyelembe (n=13) a kontrollokkal szemben, a metaanalizis 10,8-as
OR-értéket eredményezett (95% CI 2,4-49,6), ami magasabb kockazati hatast jelez, mint kiilon-
kiilon barmelyik heterozigdta CTRC-varians esetében. Azonban a kis esetszam ¢€s a variansok

onkényes Osszevonasa korlatozza ennek a becslésnek a hasznalhatdsagat.

A CTRC-variansok alkoholos CP-ben betdltott szerepének vizsgalatdhoz metaanalizist

végeztink a p.K247 R254del és p.R254W varidnsokra, amelyeket néhany tanulmanyban
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alkoholos CP-vel 0sszefiiggésben mutattak ki. A p.A73T és p.V2351 variansokra vonatkozoan
nem alltak rendelkezésre adatok. A szamitashoz 0sszehasonlitottuk az alkoholos CP-es eseteket

az egészseéges kontrollokkal. Megerdsitettiik a p. K247 R254del (OR 5,4, 95% CI 1,4-21,5) és

hatasanak mértéke hasonlé volt az altalanos CP-csoportban megfigyelthez.

4.2.3. A p.K247_R254del varians és a gyakori c¢.180C>T (p.G60=) haplotipus
kozotti kapcsoltsag vizsgalata
A Magyar Hasnyalmirigy Kutatdcsoport altal kozzé nem tett CTRC-szekvenaldsi adatok
attekintése soran megallapitottuk, hogy harom, heterozigdta mikrodelécios varianst hordozo
betegnél a gyakori p.G60= varians is jelen volt, koztiik kettd esetben homozigéta formaban. A
két varians kapcsoltsaganak megéllapitasahoz ujra elemeztilk Rosendahl és munkatarsai (2008)
tanulmanyaban szerepld 12 német szarmazasu alany genetikai adatait, valamint Grabarczyk és
munkatarsai (2017) tanulmanyaban szerepld 11 lengyel szarmazast alany adatait. Két,
Németorszagban szekvenalt, torok €s szerb szarmazasl, nem publikalt esetet is bevontunk a
vizsgalatba. Osszességében a 28 vizsgalt alany koziil 27 hordozta mindkét varidnst, és 9 esetben

a p.G60= varians homozigoéta volt.

A mindségértékelés és a publikacios torzitas a teljes doktori disszertdcidban szerepel.

S. Eredmények értékelése

5.1. A CASR polimorfizmusok szerepének vizsgalata kronikus hasnyalmirigy-
gyulladasban
A kalcium-érzékel6 receptor egy dimer, G-proteinnel kapcsolt transzmembran receptor, amely
nagy mennyiségben expresszalodik a mellékpajzsmirigyekben és a vesékben, ahol a szisztémas

kalctum-homeosztazist szabalyozza [Hannan et al. 2018, Leach et al. 2020].
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A CASR szisztémas, ,kalcitropikus™ szerepe mellett szamos szdvetben expresszalodik, ahol
kiilonbozo sejtes folyamatok helyi szabéalyozasdban vesz részt. Patkanyok hasnyalmirigyében
a CASR-t az acinus-, duktalis- és szigetsejtekben talaltak meg, és kimutattak, hogy a receptor
aktivalasa duktalis hidrogén-karbonat szekréciot indukal [Bruce et al. 1999]. A CASR
expressziodjat az emberi hasnyalmirigy Osszes sejttipusaban dokumentaltdk, beleértve a
hasnyalmirigy belsejében taldlhatd idegeket és vérereket is [Racz et al. 2002]. Ezenkiviil
kimutattak, hogy az emberi hasnyalmirigy-adenokarcinéma sejtvonal, a Capan-1 funkcionalis

CASR-t expresszal [Racz et al. 2002]. Ezen megfigyelések alapjan felvetddott, hogy a CASR

crer

crer

hogy a CASR pontos szerepére vonatkozo bizonyitékok a hasnyalmirigyben korlatozottak, és
hidnyoznak a hasnyalmirigy-specifikus CASR-delécidval vagy mutacioval rendelkezd
allatmodellek. A legerdteljesebb indikacid arra, hogy a CASR mutaciok szerepet jatszhatnak a
hasnyalmirigy-gyulladasban, az FHH-ban viszonylag gyakori hasnyalmirigy-gyulladas
el6fordulasa [Pearce et al. 1996]. Kis szamu FHH-betegnél dokumentaltak az SPINK 1 és CASR
mutaciok transz-heterozigdta eléfordulasat [Felderbauer et al. 2003, Felderbauer et al. 2006,
Murugaian et al. 2008, Rajesh et al. 2009, Baudryet al. 2010]. Ugyanakkor valosziniinek tlinik,
hogy az FHH-val 0Osszefiiggd hasnyalmirigy-gyulladds inkédbb a hiperkalcémia, mint a
hasnyalmirigyben a CASR mutéciok inaktivalasanak helyi hatdsai miatt alakul ki.

A hiperkalcémia a hasnyalmirigy-gyulladas jol ismert kockézati tényezdje. A hiperparatiredzis
és a rosszindulati daganatokhoz tarsuld hiperkalcémia két gyakran el6forduld éllapot,
amelyekben a hasnyalmirigy-gyulladas gyakran tarsul a szérum kalciumszint emelkedésével
[Bai et al. 2012, Misgar et al. 2020, Imam et al. 2021]. Fontos megjegyezni, hogy patkanyokon
végzett kisérleti tanulmanyok is kimutattak, hogy a hiperkalcémia hasnyalmirigy-gyulladast

okozhat [Frick et al. 1994, Mithofer et al. 1995, Frick et al. 1995]. A SPINK1 variansok a CP
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fliggetlen kockazati tényez6i, amelyek gyakran mas genetikai és kornyezeti kockazati
tényezokkel kolcsonhatasba 1épve eldsegitik a betegség kialakuldsat €s progresszidjat. Ezért
nem meglepd, hogy egyes hasnyalmirigy-gyulladasban szenvedé FHH-betegeknél is

elofordulhatnak SP/INKI mutaciok.

A gyakori CASR-variansok CP-kockézatban betoltott szerepét tekintve a human genetikai
asszociacios vizsgalatok ellentmondasos eredményeket hoztak. Ezért a jelen tanulmanyban egy
magyar nem alkoholos és alkoholos CP-esetekbdl allo kohorszban vizsgaltuk a gyakori 7.

exonon talalhatd CASR-variansok CP-kockazatban betoltott szerepét.

Elemzésiink korlatozo tényezdje a betegcsoportok viszonylag kis mérete volt. Ot CASR
varianst azonositottunk, amelyek populacios gyakorisaga meghaladta az 1%-ot, de egyik sem
mutatott Osszefiiggést a CP-vel. Allél- vagy genotipus-eloszlas figyelembevételével, illetve a
nem alkoholista és alkoholista betegek alcsoportjanak elemzésében sem figyeltiink meg
dusulast. A SPINKI mutacid statuszat nem elemeztiik, de megjegyezziik, hogy a SPINK]I

p-N34S és ¢.194+2T>C varidnsok ritkdk ebben a magyar CP-kohorszban [Hegyi et al. 2016].

Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a kordbban jelentett 0sszefliggések a gyakori CASR
variansok és a CP kozott valosziniileg tévesek voltak, véletlen és/vagy tobbszords tesztelés
miatt. Ez a kovetkeztetés 0sszhangban all ezeknek a varidnsoknak a jelentett funkcionalis
tulajdonsagaival. Igy a transzfektalt HEK 293 sejtekben a p.A986S és p.Q1011E variansok
pontosan gy viselkedtek, mint a vad tipust CASR, mig a p.R990G varians enyhén fokozott
funkciot mutatott [Vezzoli et al. 2007]. A p.R990G varians funkcidgyarapodéasos fenotipusa
magyarazhatja annak Osszefiiggését az elsddleges hiperkalciuriaval [Vezzoli et al. 2007], de
nehéz dsszeegyeztetni a hasnyalmirigy-gyulladassal. Végiil egy j misszensz varianst talaltunk
egy CP-betegben (p.G632D) és két kordbban mar jelentett ritka misszensz varianst a
kontrollokban (p.N592S, p.N802S). A p.G632D ¢és p.N802S varidnsok funkcionalisan

karosnak bizonyultak. A p.N802S varianst valoban FHH-val tarsitott inaktivald mutacioként
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irtak le [Lia-Baldini et al. 2013]. A betegcsoportban nem figyelheté meg ritka misszensz
variansok felhalmozodasa. Azonban elemzésiink az exon 7-re korlatozodott, ezért nem lehet

kozvetlen Osszehasonlitast tenni a Férec-csoport relevans eredményeivel [Masson et al. 2015].

Eredményeink kozzétételével egy idoben egy német csoport is bemutatta adatait a hdrom CASR
polimorfizmusrol (p.A986S, p.R990G és p.Q1011E) német és francia CP-s betegeknél [Ewers
et al. 2021]. Hasonléan a mi eredményeinkhez, 0k sem taldltak szignifikans Osszefiiggést a
harom gyakori CASR polimorfizmus és a CP k6zott. A funkciondlis vizsgéalatok hasonlo vagy
kissé magasabb aktivitast mutattak a harom p.A986S, p.R990G és p.Q1011E varians esetében

a vad tipushoz képest, ami dsszhangban all ezeknek a variansoknak a pankreatitisszel valo

crer

crer

¢s a rendellenes kalcium jelatvitel a hasnyadlmirigy-gyulladas jellegzetes tiinete. Az
extracellularis kalciumszint véltozasai erdteljes hatassal lehetnek a kalcium jelatvitelre, és
kozvetleniil eldsegithetik az emésztd protedzok aktivalodasat. A CASR mellett a legjabb
genetikai tanulmanyok mas kalciumcsatornakra és receptorokra is dsszpontositottak [Kaune et
al. 2020, Masamune et al. 2020, Zou et al. 2020, Burgos et al. 2021]. Mig a GPRC64 és STIM1
kapcsan elért érdekes elézetes eredmények tovabbi megerdsitést varnak [Kaune et al. 2020,
Burgos et al. 2021], a konstitutiv kalciumcsatornat kodolé TRPV6 gén meggydzden
azonosithatd, mint nagy hatassal bir6 CP rizikdégén [Sahin-To6th 2020, Masamune et al. 2020,
Zou et al. 2020]. A TRPV6 funkcidvesztéses mutacioi szoros dsszefiiggésben allnak a CP-vel,
nagy hatdsmérettel. A TRPV6 mind az acinus, mind a duktélis sejtekben expresszalodik. A
TRPV6 mutaciok betegséget okozd mechanizmusa eddig tisztdzatlan maradt. Mivel a duktalis
epitéliumban magasabb expresszios szinteket jelentettek, a 7RPV6 gént eldzetesen a CP

duktalis patologiai utvonaldhoz soroltak [Sahin-Toth 2020]. Feltételezhetd, hogy a TRPV6 a

crer
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kozotti funkcionalis interakciora egy kozelmultbeli példat a bélhamban irtak le, ahol a
bazolateralis membranban a CASR aktivalasa csokkenti a TRPV6-fiiggd bél
kalciumfelszivodast [Lee et al. 2019]. Jelenlegi adataink alapjdn azonban valdsziniibb, hogy a

TRPV6 a hasnyalmirigyben a CASR-tdl fliggetleniil miikodik.

Osszefoglalva, eredményeink azt mutatjak, hogy a CASR gyakori varidnsai nem modositjak a
CP kockazatat, és klinikai kornyezetben nem tekinthet6k genetikai kockazati tényezOknek.
Ugyanakkor nem zarhatjuk ki, hogy a CASR mikodését befolydsold ritka mutaciok

hozzajarulhatnak a betegség kialakulasédhoz.

5.2. A misszensz CTRC variansok szerepének vizsgalata kronikus hasnyalmirigy-
gyulladasban

A jelen tanulmany célja az volt, hogy formalis becslést kapjunk a funkciovesztéses CTRC
variansok hordozoinal a CP kockézatardl. Ennek érdekében metaanalizist végeztiink a publikalt
tanulmanyokbol, amelyek négy alacsony gyakorisagl varians (>1%) eloszlasat értékelték a
betegek és a kontrollok kozott. Ezt a négy varianst, koztiik harom misszensz mutaciot és egy
mikrodeleciot vélasztottuk, mert genetikai Osszefliggésiiket a CP-vel reprodukalhatéan
dokumentaltdk, és kisérleti tanulményok megerdsitették, hogy a varidansok a CTRC
funkciojanak elvesztését okozzak. Igy ezeknek a variansoknak a CP-kockazatra gyakorolt
hatdsdnak mértéke altalanosan alkalmazhatd mas ritka vagy egyediilli CTRC misszensz
mutacidkra is. A gyakran el6forduld CTRC rizikdvarians ¢.180C>T (p.G60=) nem keriilt be a
tanulmanyba, mert nem véltoztatja meg a CTRC aminosav-szekvencidjat, és funkcionalis
hatdsa a CTRC-re még nem tisztazott.

Figyelembe véve a metaanalizisre alkalmas publikaciok viszonylag kis szamat, az etiologiara
vonatkoz6 standardizalt kohorszdefiniciok hidnyat, valamint a homozigdta és compound

heterozigota varansokat hordozok valtozo jelentését, ugy dontottiink, hogy ,,globalis” elemzést
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végziink, amelyben minden CP-kohorsz szerepel, €s a hordozoéi gyakorisdgot (nem pedig az
allélokat vagy genotipusokat) vessziik figyelembe. Megjegyezziik azonban, hogy ez a globalis
CP-kohorsz foként heterozigota CTRC-varians hordozokat képvisel, akik nem alkoholos CP-
ben szenvednek. Ezzel a megkozelitéssel a metaanalizis kimutatta, hogy a CTRC variansok az
OR értékek alapjan becsiilve 3-7-szeresére noveltek a CP kockazatat. A homozigota vagy
compound heterozigota varidnsokat hordozok ritkdk voltak, de tigy tiint, hogy jelentésebben,
korilbeliil 11-szeresére novelték a kockazatot, amit a becslés also hatarértékének tartunk. Az
alkoholos CP esetek alcsoport-elemzése hasonld kockazatnovekedést mutatott, mint a globalis
CP kohorszban. A kozelmultban Chen és munkatarsai (2021) vizsgaltak a gének és az alkohol
interakciojat a CP-ben, és magasabb kockazatot jelentettek a c.760C>T (p.R254W) varians
esetében alkoholos (OR=2,87) és nem alkoholos CP (OR=1,98) esetén. Ugy véljiik, hogy ez
egy téves eredmény lehet, mivel a vizsgdlt esetek szdma kisebb volt, mint a mi
tanulmanyunkban. Fontos megjegyezni, hogy ugyanebben a cikkben a 2., 3. és 7. exonban
talalhato ritka patogén CTRC variansok kumulativ elemzése nem mutatott kiilonbséget az
alkoholos és nem alkoholos CP csoportok kézott (OR=4,25, illetve 4,05), aldtdmasztva azt a
feltevést, hogy a CTRC varidnsok hasonld kockézati hatast gyakorolnak e két CP etiologiara
[Chen és munkatarsai 2021]. A CTRC-vel ellentétben az SPINKI variansok kisebb hatast
gyakorolnak az alkoholos, mint a nem alkoholos CP-re, mig a funkciot noveld PRSS1 varidnsok
szinte soha nem fordulnak eld alkoholos eredetii betegségben [Hegyi és Sahin-T6th 2017, Chen
etal. 2021].

A p.A73T, p.V235I1, p.K247 R254del és p.R245W variansok funkcionalis kovetkezményeit
korabban transzfektalt HEK 293T sejtekkel és adenovirussal transzdukalt AR42J sejtekkel
végzett sejtkultira-kisérletekben jellemezték [Rosendahl et al. 2008, Beer et al. 2012, Szabo et
al. 2015]. Ezenkiviil a CTRC variansok enzimatikus aktivitasat tisztitott CTRC fehérjével

tesztelték. Ezen vizsgalatok alapjan a p.A73T és p.K247 R254del variansokat magas
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kockdzatu variansoknak, a p.V2351 ¢és p.R245W variansokat pedig kozepes-alacsony
kockazatu variansoknak mindsitették [Beer et al. 2012]. A p.K247 R254del varians teljes
funkcidvesztést mutatott, mivel nem rendelkezett protedzaktivitassal, és a tripszin gyorsan
lebontotta. Hasonloképpen, szinte teljes (80-90%-os) funkcidvesztést figyeltek meg a p.A73T
varians esetében, amely csak kevéssé szekretalodott a sejtekbdl. Ezenkiviil a p.A73T varians
endoplazmatikus retikulum (ER) stresszt indukalt, ami arra utal, hogy a mutacio altal indukalt
sem vilagos, hogy az ER stressz hozz4jarul-e a CP kockazatdhoz a p.A73T varians hordozo6inal.
A p.A73T és p.K247 R254del varidnsokkal ellentétben azt talaltuk, hogy a p.V2351I és

p.R245W varidnsok funkcionalis hibaja kevésbé volt szembetling.

A p.V235I varians szinte ugyanolyan jol szekretalodott a HEK 293T sejtekbdl, mint a vad
tipusu CTRC, és a tisztitott fehérje koriilbeliill 70% enzimaktivitast mutatott egy kis peptid
szubsztraton. Azonban, amikor ezt a varidnst tripszinogén lebontési kisérletekben tesztelték,
csak koriilbeliil 50% aktivitast mutatott a vad tipusu CTRC-hez képest. A p.R254W varidns
szekrécidja csokkent (a vad tipus 50%-ara) a HEK 293T sejtekbdl, mig az AR42J sejtekbdl
torténd szekrécid szinte normadlis volt (80%). A tisztitott p.R254W fehérje teljes aktivitast
mutatott egy kis peptid szubsztraton, de tripszinogén-lebontd képességét eddig még nem
okozott lebomléasra. Osszességében a rendelkezésre 4ll6 bizonyitékok arra utalnak, hogy a
p-V2351 varians koriilbeliil 50%-o0s funkciovesztést okoz, mig a p.R254W varians funkcionalis

karosodasanak mértéke tovabbra is nehezen meghatarozhato, de viszonylag kicsinek tiinik.

Az OR értékek Osszehasonlitdsakor a mutansok funkcionalis tulajdonsigaival, a magas
kockazatia CTRC varidnsok p.A73T (OR 6,5) és p.K247 R254del (OR 5.,4) kozotti kiilonbség
az alacsony kockazati variansdhoz, a p.R254W-hez (OR 2,6) képest nyilvanvald, és

alatamasztja metaanalizisiink eredményeinek érvényességét. Erdekes modon a p.V2351 (OR
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4,5) varians kiugré értéknek szamit ebben a besoroladsban, mivel kockazati hatasa a kisérletileg
dokumentaltndl erdsebb funkciondlis hibara utal. Megjegyezziik azonban, hogy az eddig
publikalt funkciondlis elemzések hatokore korlatozott, és a p.V2351 varidns mas, még nem
tesztelt mechanizmusok, pl. az mRNS expresszi6 vagy a splicing befolyasolasa révén is
okozhatja a CTRC funkciovesztését. Az esélyhdnyadosok ¢és a CTRC varidnsok
funkcidvesztése kozotti tokéletlen korrelacio ellenére jelenlegi tanulmanyunk szilard
alapértéket allapit meg a heterozigoéta CTRC null variansok hatasmértékére vonatkozdan, amely
koriilbeliil 5-6-szoros CP-kockazat-ndvekedést jelent. Mint fentebb megjegyeztiik, a
homozigota és a compound heterozigota CTRC variansok egyiittes jelenléte varhatoan

lényegesen magasabb kockazatot jelent, azonban a rendelkezésre allo adatok korlatozottak.

A tanulmany varatlan ,,bonusz” megfigyelése a p.K247 R254del mikrodelécids varians €s a
gyakori p.G60= haplotipus kozotti kapcsoltsagi disequilibrium. Annak ellenére, hogy tobb
laboratérium is jelentette mindkét varianst a kohorszaban, ezek kozotti 0sszefliggést eddig még
soha nem irtdk le. A CTRC variansokkal rendelkezd betegek genetikai tanacsadoi ezt az Uj
informaciot figyelembe kell vegyék a CP altalanos kockazatanak meghatarozasakor. Bar a
p.G60= haplotipus koriilbeliil kétszeresére noveli a CP kockazatat, ezt a hatast semlegesiti a
mikrodelécio jelenléte ugyanazon allélon, és a teljes kockazatot kizarolag a heterozigota
mikrodelécios varidns jelenléte hatarozza meg. Tovabba, ha heterozigdta mikrodelécid fordul
eld p.G60=homozigozitassal egyiitt, akkor a kombinalt betegségkockazat becslésekor csak egy

p.G60= allélt kell figyelembe venni.

A jelen tanulmany korlatja az elemzés globalis jellege, amely elrejthet bizonyos etiologidkhoz,
foldrajzi vagy demografiai jellemzOkhoz kapcsolodd magasabb vagy alacsonyabb
hatasméreteket. E tekintetben érdemes megjegyezni, hogy a p.A73T és p.V235I variansok
Indidban gyakoriak, mig a p.K247 R254del és p.R254W varidnsok els6sorban Eurdpabol

kertiltek leirasra. Az elemzés korlatozasa indiai €s eurdpai kohorszokra adott variansok
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esettben magasabb OR értékeket eredményezhet, mint a globalis megkozelités.
Hasonloképpen, a CTRC variansok hatasa gyermekkorban kialakuldé CP esetében nagyobb
lehet, mint felndttkorban kialakuld CP esetében, amint azt egy lengyel tanulmény is sugallja
[Zou et al. 2018]. Ezen megoldatlan kérdések ellenére metaanalizisiink erdteljesen aldtamasztja
azt a feltételezést, hogy a CTRC variansok viszonylag erés kockazati tényezok a CP esetében,

¢s indokolja a klinikumban a betegek rutin genetikai sziirését.

6. Konkluziok

Célkitlizésiink az volt, hogy feltarjuk a kalcium-érzékeld receptor (CASR) és a kimotripszin C
¢s a kronikus hasnyalmirigy-gyulladassal valo lehetséges Osszefiiggéseiket. Eredményeink
értékes betekintést nytjtanak a CP genetikai hatterébe, hangsulyozva a genetikai tényezok és a
hasnyalmirigy-betegségek mechanizmusai kozotti bonyolult kapcsolatot.

A CASR variansok, kiilonosen az exon 7-ben taldlhat6ak vizsgéalata nem tart fel jelentds
Osszefliggést a CP-vel magyar kohorszunkban. Ez az eredmény ellentmond a korabbi
jelentéseknek, amelyek a gyakori CASR variansok €s a CP kockazata kozotti 0sszefiiggésre
utaltak. Funkciondlis vizsgalatokkal aldtamasztott elemzésiink szerint a gyakori CASR
variansok valdszintileg nem jarulnak hozza jelentésen a CP-re valé hajlamhoz, ami
hangsulyozza a kozolt Osszefliggések alapos vizsgélatanak fontossagat a félrevezetd
kovetkeztetések elkertilése érdekében.

A CTRC funkcidvesztéses variansaira vonatkozo metaanalizisiink atfogo értékelést nyujt az
ezeket a varidnsokat hordozo betegek CP-kockézatarol. A heterozigota hordozok esetében
megfigyelt 3-7-szeres CP-kockazat-novekedés, valamint a homozigdta vagy compound
heterozigota hordozok esetében még ennél is kifejezettebb, 11-szeres kockazat-ndvekedés

alapjan a CTRC variansok a CP jelentOs kockazati tényezdinek tekinthetdek. Ez az elemzés
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cafolja azt a feltételezést, hogy a CTRC variansok eltéré hatast gyakorolnak az alkoholos ¢€s
nem alkoholos CP-re, és arra utal, hogy ezek a varidnsok kiilonb6z6 etioldgidk esetén is
konzisztens kockazattal jarnak.

Tanulményunk kiemeli a specifikus CTRC variansok funkcionalis kovetkezményeit is,
amelyek koziil a p.A73T és p. K247 R254del variansok magas kockazatuak, mig a p.V235I és
p-R245W variansok kozepes-alacsony kockazattiak. A megfigyelt esélyhdnyadosok €s ezeknek
a variansoknak a funkcionalis jellemzdi kozotti korrelacid alatdmasztja metaanalizisiink
érvényességét, és értékes informaciokkal szolgal a klinikusok szdméara a CTRC-mutacidok
potencialis sulyossagarol.

Ezenkiviil a p.K247 R254del mikrodelécids varians és a gyakori p.G60= haplotipus kozotti
varatlan kapcsoltsagi disequilibrium fontos uwjabb szempontot ad a kockdzatértékelési
folyamathoz. A genetikai tanacsadoknak figyelembe kell venniiik ezeket a szempontokat, hogy
pontosabb kockazati eldrejelzéseket tudjanak adni a CTRC varidnsokkal rendelkez6
betegeknek. Osszefoglalva, tanulmanyunk jelentdsen hozzajarul a CASR varidnsok szerepének
tisztdzasahoz a CP-ben, valamint a CTRC variansok kockazatértékeléséhez a CP-ben. Mig a
gyakori CASR varidnsok nem jatszanak szerepet a CP-re vald hajlamossagban, a CTRC
variansok erds kockézati tényezdként jelennek meg. Ez a munka aldtdmasztja a hasnyalmirigy-
betegségek genetikai alapjainak folyamatos kutatdsanak fontossagat, megnyitva az utat a

klinikumban a pontosabb diagnosztika és a személyre szabott beavatkozéasok elott.

7. Uj tudomanyos eredmények

1. A harom vizsgalt CASR egypontos nukleotid-polimorfizmus (p.A986S, p.R990G és

p.QI011E) jelen van a magyar populacioban.

2. A harom vizsgalt CASR egypontos nukleotid-polimorfizmus (p.A986S, p.R990G és

p.Ql1011E) nem 4all Osszefiiggésben a kronikus hasnyalmirigy-gyulladassal
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8.

Magyarorszagon.

3. A vizsgalt funkciovesztéses CTRC variansok (p.A73T, p.V2351, p. K247 R254del
¢s p.R245W) koriilbeliil 3-7-szeresére novelik a kronikus hasnyalmirigy-gyulladas
kockazatat heterozigdta hordozok esetében, mig homozigota vagy compound
heterozigota hordozok esetében a kockézat koriilbeliil 11-szeresére nd. A kockazat
novekedése hasonld az alkoholos és nem alkoholos kronikus hasnyalmirigy-gyulladas
esetében, és a kockazat mértéke a variansok kozott a funkcionalis karosodas mértékétol

fliggden valtozik.
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