Az elért eredmények rovid ismertetése:
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Ebben a periddusban a kronikus pankreatitisszel dsszefuggésbe hozhatd hasnyalmirigy

eredetii tripszin inhibitor (SPINK1) mutaciok azonositasat kezdtlik meg. Célunk olyan
genetikai variansok felderitése volt, melyek a SPINK1 gén promoter illetve 5’ upstream
régiojaban talalhatok. Ennek megvaldsitdsara 400 beteg illetve kontroll egyén SPINK1
génjének mintegy 10 kb upstream régiojanak DNS szekvencia-analizisébe kezdtlnk.

A pankreasz betegek nyilvantartasara létrehoztuk az ORSZAGOS PANKREASZ
REGISZTER-t (www.pancreas.hu) tovabba a GENETIKAI ES SZOVETBANK-ot mely
mitkodéséhez megkapta a szlikséges engedélyeket az Egészségligyi Tudoméanyos Tanacs
Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsagatdl (TUKEB-22254-1/2012/EKU). A tudomanyos
kutatasi célra torténé human mintak gyijtésére és tarolasara az ANTSZ Orszagos Tisztiorvosi
Hivatal biobanki tevékenységre vonatkozé moékodési engedélyét is megkaptuk (IF 702-
19/2012).

100 kroénikus pankreatitiszes betegbdl, illetve kontroll egyénbdl a betegtajékoztatast és
a beleegyez0 nyilatkozat alairasat kovetden vérvételt végeztiink, majd a vérmintakat az SZTE
I. sz. Belgyogyaszati Klinika Sejtélettani Laboratoriuméaban az eldirdsoknak megfelelden
elhelyeztik. Ezt kovetden az Osszegyljtott mintakbol QlAamp DNA Blood Mini Kit
(QIAGEN) segitségével DNS-t izolaltunk, majd a SPINK1 gén 5’upstream régidjara a
szekvendalast megkezdtik. Oligo 5.0 software-rel tervezett specifikus primerekkel a PCR
technika segitségével sokszorositottuk a kivant DNS szakaszt. A megtisztitott amplikonokat
DNS szekvencia-analizisre kildtink, melynek eredményét a Chromas 2.1 software

segitségevel értékeltlk.
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o A mésodik évben folytattuk a pankreatikus szekretoros tripszin inhibitor fehérjét
kodold SPINK1 gén promoter régidjanak mutacié analizisét. 100 kronikus pankreatitiszes
beteg ¢és 100 kontroll egyénbdl a DNS izolalast kdvetden szekvencia analizist végeztiink a
SPINK1 promoter régioé ~1 kb szakaszan. A DNS szekvenalas soran 5 varianst azonositottunk
a SPINK1 promoter regidjaban, melyek kozil 2 (c.-253T>C, c¢.-807C>T) gyakori
polimorfizmus, 3 varians (c.-14G>A, ¢.-108G>T, c¢.-215G>A) kizarolag a beteg csoportban
volt fellelhet6. Ezen mutacidok eléforduldsa nagyon ritka, koziilik 2 klinikai jelentdsége
ismeretlen. A leggyakoribb SPINK1 mutacio p.N34S jelenlétét restrikcids fragmentumhossz
polimorfizmus mddszerrel teszteltik. A vizsgalt kohortban 3/70 kronikus pankreatitiszes

beteg és 0/70 kontroll egyén hordozza a p.N34S mutaciot heterozigdta formaban (P = 0,243).
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azonositott variansok funkcionalis analizisét, igy elsé 1épésben az analizis Kivitelezéséhez
szlikséges konstrukciok létrenozasat. A SPINK1 gén promoter régidjanak mintegy ~600 bp
szakaszara az azonositott variansok pozicidjanak megfeleléen mutagén primereket terveztiink,
majd 2 1épéses PCR mutagenezis segitségével létrehoztuk a varidnsokat tartalmazd SPINK1
promoter DNS szakaszt. HINDIII és KPNI restrikcios klonozo helyeket hasznalva
PROMEGA pGL3(C) reporter vektorokba ligaltuk a SPINK1 promoter vad tipusu-, illetve a
PCR mutagenezissel létrehozott promoter varidnsokat tartalmazé DNS szekvenciat. Az igy
létrehozott plazmid-konstrukcidkat QIAGEN HiSpeed Plasmid Midi kit segitségével

preparaltuk. A mutagenezis sikerességérol minden esetben szekvenalassal is meggy6zodtiink.
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A harmadik évben folytattuk a SPINK1 promoter mutaciok analizisét. A DNS

szekvendlas soran Osszesen 6 kiilonboz6 varianst azonositottunk. A ¢.-807C>T varidns
gyakorisaga a krénikus pankreatitiszes betegcsoportban és a kontroll csoportban azonos volt
(21% illetve 17.5%, p=0.45), ezen polimorfizmusnak nincs klinikai jelentdsége. A ¢.-253T>C
egy ismert gyakori polimorfizmus, mely azonban az &ltalunk vizsgélt betegcsoportban
szignifikansan gyakrabban fordult el6, mint a kontroll csoportban (19% illetve 10%,
p=0.015). Tovabbi 4 ritka varianst azonositottunk kizarolag a betegcsoportban (c.-14G>A, c.-
funkcionalis analizis soran vizsgaltuk.

A luciferaz riporter funkcionalis analizis soran 3 mutacional (c.-14G>A (80%), c.-
108G>T (31%) és c.-246A>G (54%)) azonositottunk szignifikansan csokkent promoter
aktivitast a vad tipushoz képest. A c.-215G>A varians esetében kétszeresére (201%) nétt a
promoter aktivitas, mig a c.-253T>C polimorfizmus valtozatlan promoter aktivitast mutatott.

A fenti eredmények alapjan két 0j patogén varianst (108G>T és c.-246A>G)
azonositottunk a SPINK1 promoter régioban, melyek hozzajarulhatnak a kronikus
hasnyalmirigy-gyulladas kialakulasahoz. A c.-215G>A varians minden esetben asszocialt egy
mar korabban azonositott patogén intronikus mutécidval (c.194+2T>C), melynek szerepe
ismert kronikus pankreatitisz kivaltasaban. A ¢.-253T>C varidns gyakori eléfordulasa a
vizsgalt betegcsoportban meglepd, funkcionalis eredményeink azonban nem igazoltak

patogenitasat.
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