Projekt zarébeszadmolé NKFIH FK124632

vezet6 kutatd: Dr. Németh Balazs

Az FK124632 azonositoval ellatott NKFIH projektben hasnyalmirigy-gyulladasban szenvedé
betegek és kontrollok genetikai és klinikai adait vizsgaltuk és hasonlitottuk Ossze. Kulonos
tekintettel tanulmanyoztuk a kimotripsziogén C (CTRC) gén mutacidit mind a gén promoter (5’
upstream), mind pedig kddol6 régidiban. Vizsgaltunk tovabba egyéb, a pancreatitis kialakuasaval
Osszefuggésbe hozhaté gének (PRSS1, SPINK1, CPA1) mutacidit, melynek soran eddig
ismeretlen mutaciokra leltiink a magyar populécidban. A projektidészak alatt elvégzett munka
kifejtése a tovabbiakban olvashat6 a kovetkezd tagolasban: (1) publikalt eredmények, (2)

publikalas elétt allo eredmények.

A 2017. oktobert6l 2022. janiusig tartd, a COVID-19 Vvildgjarvany miatt Kiterjesztett
projektiddszak alatt Gsszesen 17 db publikalt angol nyelvii k6zlemény és 2 db magyar nyelvi
publikalt hozzaszolas sziiletett a vezet6 kutatd kozremiikodésével, mely publikalt angol nyelvii
kdzlemények kozul 8 db kotheté az FK124632 projekt tamogatasahoz. A projektidészak alatt a
vezetd kutatd szakmai vezetésével elkésziilt egyetemi szakdolgozatok koziil 6 db kothetd a projekt

tdmogatasahoz.
Publikalt eredmények

A kronikus hasnyalmirigy-gyulladas multifaktorialis betegség, melynek f6 kivaltd okaként a
kronikus alkoholfogyasztast emlitik. Etiologiai tényez6i koziil az utobbi évtizedekben egyre
inkabb el6térbe keriiltek a genetikai oki vagy hajlamositd tényezOk. A genetikai etioldgiaju
hasnyalmirigy-gyulladas mai tudasunk szerint 3 f6 itvonalon alakulhat ki: (1.) Tripszin-dependens
utvonal, melyhez a tripszin korai, hasnyalmirigyen beliili aktivacioja kothetd, a (2.) Misfolding-
dependens Gtvonal, mely a kilonféle, hasnyalmirigy-specifikus fehérjék rossz felteker6dése Utjan
hat, illetve a (3.) duktalis utvonal, mely a hasnyalmirigy vezetékrendszerére hatd, valamint ebbol
kifolyélag a hasnyalmirigynedv-termelésre hatd genetikai eltéréseket foglalja dssze (pl. CFTR
mutaciok).

Projektiink sordn a Magyar Hasnyalmirigy Munkacsoporttal torténd szoros egyiittmiikodésben
gyermekekben és fiatal felnéttekben vizsgaltuk a kronikus hasnyalmirigy-gyulladas genetikai
rizikbfaktorait. Az egyik altalunk Ujonnan felfedezett human kationos tripszinogén (PRSS1)
mutacio a p.P17T, mely a tripszinogén aktivacios peptid egyik aminosav-cseréjét eredményezi. A

mutacio6 funkcionadlis analizise egyértelmiivé tette, hogy a mutacié kdzvetlen hatdsa a tripszinogén
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korai, hasnyalmirigyen belili aktivaciojat eredményezi az (n. N-terminus processzalas
sebességének felgyorsulasa miatt. Az N-terminus processzalas egy fizioldgiai jelenség a huméan
kationos tripszinogénben, melynek soran a tripszinogén N terminusabo6l 3 aminosav valik le a
kimotripszin C hasitasa miatt, de az N terminuson 1évé aktivacios peptid nem hasad le. Az N-
terminus processzalas felgyorsitja a tripszinogén aktivaciot, amely hatast a p.P17T mutacio
jelentésen képes fokozni, emiatt a mutans p.P17T tripszinogén végsd soron igen gyorsan képes
aktivalédni a vad tipushoz képest. A PRSS1 p.P17T mutécioval kapcsolatos kutatasi
eredményeinket tekintélyes szaklapban sikeriilt k6z6Iniink [1], mindezzel megerdsitettiik az N-
terminus processzalas felgyorsulasanak egyértelmii patogén szerepét a kronikus pancreatitis

kialakulasaban.

-7

pancreatitisben szenvedd betegek kutatasi célu genetikai vizsgélatat végzi, hanem kohortanalizist
is csinal. Ennek kapcsan a project tdmogatasaval kerilt sor egy olyan vizsgalatra, ahol a
kronikus pancreatitisben és kontrollokban. Feltételezésiink az volt, hogy a p.W358X nonszensz
varians felhalmozodhat a sejtben, a nem megfelel6 fehérje “folding” miatt endoplazmas reticulum
stresszt okozhat a hordozokban, tovabba igy pancreatitisre is hajlamosithat a “misfolding”-
dependens Gtvonalon. Hipotézisunk nem allta meg a helyét, igazoltuk ugyanis azt, hogy a varians
elé6fodulasa semmilyen hatassal nincs a pancreatitis eléfordulasara, s6t a mutans feheérje

lényegében ki sem tud fejezddni, mert még mRNS szinten eliminalodik. [2]

Nemzetkdzi kooperacid terén is sikerilt kutatasi tevékenységi koriinket szélesiteni. Egy Cincinnati
(OH, USA) csoporttal torténé kooperacid keretében sikertilt a kiilfoldi partner altal detektalt (]
karboxipeptiddz Al (CPA1l) mutaciorol Szegeden igazolnunk a mutacié pathogenitasat.
Funkciondlis méréseink egyértelmiien alatdmasztottak a p.K374E varians pathogen jellegét, mely
a “misfolding”-dependens Uton fejti ki hatdsat és okoz csaladban halmozddd pancreatitist. A
megjelent tanulmanynak nem csak elsé szerzdje az FK124632 NKFIH project vezetdje, de
egyeduli levelezo szerzdje is egyben. Az emlitett Cincinnati munkacsoporttal azota is jo viszonyt
apolunk és jelenleg is fut koz0s kutatasi projektiink, melyb6l hamarosan ismételten publikacio

vérhaté. [3]
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A Magyar Hasnyalmirigy Munkacsoport tagjaként részt vettem olyan multicentrikus Klinikai
vizsgalatokban, melyek egy-egy pancreatitis-szel kapcsolatos klinikai kérdést hivatottak tisztazni.
Ezek kozul az egyik a hyptertrigliceridaemia és a pancreatitis kapcsolataval foglalkozik, melyben
egy prospektiv kohorsz analizis segitségével kideritettik, hogy a hypertrigliceridaemia
koncentraciofiiggd jelleggel sulyosbitja az akut pancreatitist és noveli szovodményeinek
kialakulésat. Ezzel egyiitt felhivtuk a figyelmet, hogy akut pancreatitis esetén kiilonds tekintettel
kell lenni mar a betegség kezdetén a pancreatitis kialakaulasaval 6sszefiiggésbe hozhat6 tényezok
(kbznyelvben: oki tényezok) felkutatasa irant, hiszen amennyiben az etiologiai tényezok kozt a
hypertrigliceridaemia jelen van, gy varhatdan a sulyossag is novekszik és ennek megfeleléen kell

a hypertrigliceridaemia altal indukalt pancreatitist kezelni mar a kezdetekt6l. [4]

Egy maésik megjelent tanulmanyban az FK124632 grant tamogatasaval gydgyszer-indukalt
pancreatititst vizsgaltunk gyulladasos bélbetegségben szenvedod betegekben. A gyogyszer-indukalt
pancreatitisrdl altaldban kevés irodalmi feljegyzés létezik, viszont annél tébb, szakmai kérokben
keringd anekdota, ezért kiemelten fontos a pancreatitis ¢ formdjanak tudomdanyos szintli
dokumentalasa. Ahhoz, hogy a gydgyszer-indukalta pancreatitis diagnozisat kimondhassuk,
gyakorlatilag minden mas lehet6ség ki kell zarnunk, igy a genetikai tényezoket is, melyet a k6zolt
cikk tanusaga szerint meg is tettiink. Munkankkal a nemzetkozi irodalomban is kevés, ezzel a
témaval foglalkozd cikkhez és esethez is hozza tudtunk adni, igy globélisan ndvelve a

tudasanyagot a gyogyszer-indukalt pancreatitisrél. [5]

Az akut és kronikus pancreatitis kozott kiilonbséget tenni alapvetéen nem nehéz, hiszen
egyértelmli nemzetkozi iranyelvek alapjan torténik a diagnézis felallitasa. Abban mar sokkal
nagyobb vita van a szakma miivel6i kozott, hogy milyen szintli kdrosodastol, hany akut epizod
utan kezeljink egy-egy beteget kronikus pancreatitis-ként. Ez t6bb szempontbdl sem mindegy,
hiszen a kétféle betegség-entitds nem csak definicidjaban, de kezelésében és hosszu tava klinikai
kovetésében is merdben eltér egymastol, amely elsdsorban abban nyilvanul meg, hogy mig az akut
pancreatitis elvileg maradvanytiinetek és karosodas nélkul (is) meggyogyaulhat, addig a kronikus
pancreatitis definicid szerint a pancreas irreverzibilis strukturalis és funkcionalis karosodasaval jar
¢és igy merében mas terapias megkozelitést igényel. A f6 kérdés, hogy van-e az a szintli, visszatérd

akut pancreatitis altal okozott elvaltozas, amely mar gyakorlatilag a krénikus pancreatitis
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elészobaja, amelyben a krénikus betegség kialakauldsa 1ényegében mar csak id6 kérdése. Kiterjedt
klinikai és allakisérletes metodoldgiat alkalmazva arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy 3 akut
pancreatitis utan egy un. korai kronikus pancreatitisrdl beszélhetiink, ahol ugyan még nem lathatd
egyértelmil jele a kronikus pancreatitisnek, de lényegében mar kronikus pancreatitisként illene

kezelni a 3 akut epizddot atvészeld betegeket. [6]

Az akut pancreatitis egy rendkivlli egészségugyi veszélyeket magaban rejté
multifaktoridlis betegség, melynek esetszama évrdl évre nd. Klinikai kimenetele szempontjabol
egyaltalan nem mindegy, hogy milyen sulyossagu betegséggel allunk szemben, hiszen a betegség
stlyossaga koztudottan befolyéasolja a betegség mortalitasat. igy mig az enyhe és kdzépstlyos
esetekben lényegében elhanyagolhatd mortalitadssal szamolhatunk, addig a sulyos esetekben a
mortalitds igen magas lehet, a betegség kezelésének hatékonysagatol fliggden elérheti akar az
50%-ot is. Emiatt egyaltalan nem mindegy, hogy a betegség sulyossagat mar idejekoran felmérjik
és lehetéség szerint mar kezdetektdl a sulyossagnak megfelel6en kezeljiik az akut pancreatitis-szel
hospitalizalt betegeket. Erre kilonféle pontszdmitasi (score) rendszereket alkottak eddig is (pl.
BISAP, APACHE), melyek a maga nemiikben jél hasznalhatéak ugyan, azonban nem alkalmasak
korai, azaz felvételkori predikciora, hiszen felvételkor még nem elérheté paramétereket is
tartalmaznak, némelyik alkalmazott paraméter raadasul intenziv osztalyon kiviil nehezen mérhetd.
Emiatt egy nemzetk6zi, multicentrikus, nagy esetszamu Kklinikai vizsgalatot inditottunk és
fejeztlink be, melynek célja a felvételkori paraméterek alapjan torténd sulyossagbecslés volt akut
pancreatitisben. Ehhez egy rendkiviil nagy esetszammal rendelkez6, prospektiv modon gyijtott
adatokat tartalmazd, nemzetkdzi, a Magyar Hasnyalmirigy Munkacsoport altal létrehozott
adatbazisbol indultunk ki, mely mesterséges intelligencia hasznéalatadval mind a mai napig fejlédik
a hozzaadott tapasztalatunk adataibol, és kizarélag felvételkori paramétereket hasznal a stlyossagi
predikcidhoz. [7]

Visszatérve a pancreatitis genetikajahoz, egy tovabbi megjelent kbzleméynben a kimotripszinogén
C (CTRC) gén 4 patogen (loss-of-function) mutaciojat (p.A73T, p.V235l, p.K247_R254del, és
p.R245W) vizsgaltuk egy meta-analizis keretében, ahova sajat kutatasi adatainkat, eredményeinket
is felhasznaltuk. Az analizis soran azt allapitottuk meg, hogy a vizsgalt variansok heterozigota

formaban 3-7-szeres rizikofokozodast jelentenek a pancreatitis kialakulasa tekintetében. Ezek az
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adatok az eddigi legatfogobb analizis eredményeként szerepelnek mostmar a nemzetkozi
szakirodalomban és egyértelmiien megerdsitik, hogy a CTRC mutacidinak komoly szerepe van a
kronikus  pancreatitis kialakulasadban. Mellékleletként egy eddig nem leirt kapcsoltsagot
allapitottunk meg a p.K247_R254del varians és az ismert patogén csendes mutacio, a p.G60G
kozott, miszerint a delécidos varians mindig egyiitt fordul eld a csendes mutdcioval, azonban a

sokkal gyakoribb p.G60G mutécié tébbnyire egyéb haplotipusokon talélhatd meg. [8]

Kozolt eredményeinkhez hozzatartoznak azok a diplomamunkék is, melyek részben vagy
egészben az FK124632 palyazat témajabdl irddtak. E diplomamunkakat csupan felsorolom
megjelenés évével és a diplomamunka szerzéjével egylitt. Az 6sszes felsorolt diplomamunka

témavezetoi feladatait az FK124632 projekt vezetdje latta el.

Varga Zsofia (biolégus MSc, SZTE, 2018) [9]

Szadai Leticia (&ltalanos orvos, SZTE, 2019) [10]

Sandor Maté (altalanos orvos, SZTE, 2020) [11]

Dancs Anett (biologus MSc, SZTE, 2020) [12]

Marc Tugores Aguilera (altalanos orvos, SZTE, 2021) [13]
Stefanovics Regina (bioldgus MSc, SZTE, 2022) [14]
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Publikalt eredményekhez sorolhatok tovabba azok a konferencia absztraktok, melyek a project
témajahoz szorosan kapcsolddnak. [15-20]

Publikdlas elott allo eredmények

A CTRC gén 5’ upstream régidjanak vizsgalata

crer

az FK124632 project-nek. Osszességében elmondhatd, hogy a project megvaldsitas fokozatosan
haladt el6re, eredmeényeink jelen pillanatban rendszerezésre, 6sszegzésre és publikalasra varnak.
A fent emlitett forumokon (diplomamunkak és eléadas absztraktok) kiviil beszamolémban az
alabbiakban szeretném bemutatni az emlitett témaban elért eredmenyeinket. Tobb laboratoriumi
vizsgalatot nem terveziink ebben a projectben. Az alabbiakban szeretném bemutatni eddig elért
eredményeink szignifikans részét, szeretnék izelitét adni arrol, hogy a CTRC 5’ upstream régio

vizsgala soran mely eredményeinket szeretnénk kézolni még a 2022-es évben.
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A kimotripszinogén C (CTRC) jelentés szerepet jatszik tripszinogén aktivaciojanak
szabalyozésaban gy, hogy a tripszinogént degradalja. Amennyiben ez a fizioldgias folyamat nem
vagy nem kell6é intenzitassal torténik meg, Ugy a human kationos tripszinogén autoaktivacioja
révén képes a hasnyalmirigyen beliil aktivalodni mely folyamat végsd soron pancreatitis
kialakul&sat vonja maga utan. Amennyiben a CTRC aktivitadsa vagy mennyisége csokken, Ugy a
tripszinogén pancreason belili aktivacidjanak esélye megn6. A CTRC aktivitasat csokkenthetik
bizonyos mutaciok, illetve csokkentheti az is, ha nem megfeleld6 mennyiségben termelddik. A

csokkent expresszid okat a CTRC génben 1évé mutaciok terén is érdemes keresni, amely ilyen

crer

crer

FK 124632 projektiinkben célul tliztiik ki e régio vizsgalatat.

Vizsgalatunkhoz a Magyar Hasnyalmirigy Munkacsoport altal fenntartott biobankot és a hozza
kapcsolodd  klinikai adatokat hasznaltuk. Igy vizsgalatunkhoz dsszesen 293  kornikus
pancreatitisben szenvedé beteget és 400 kontrollt (egészséges véradot) valogattunk be a magyar
populaciobol. A krénikus pancreatitist etioldgia tekintetében 2 részre osztottuk: 125 nem-
alkoholos és 168 alkoholos kronikus pancreatitisben szenvedd beteget valogattunk be. A nem-
alkoholos kifejezés arra utal, hogy az ebbe az etioldgiaba sorolt betegek alkoholt rendszeresen nem
fogyasztottak és mas etioldgiai tényez6t sem azonositottunk esetiikben. Csupan azért nem
neveztiik a nem-alkoholos csoportba sorolt betegeket idiopatias etioldgiajunak, mert az idiopatias
etiologia megallapitasara definicioszertien az esetiikben nem mindig volt lehetdség a rendelkezésre
allé adatok alapjan, hiszen ehhez az 6sszes -kizarason alapul6- kritérium nem minden esetben

teljestlt klinikai szempontbal.

Vizsgélatunkhoz a betegekbdl és kontrollokbol szarmazo periférids vérbdl izolalt genomi DNS-t
hasznaltuk. Az 5 upstream régio ~1,5 kb szakaszat, az 1-es, 2-€s, 3-as és 5-0s exont es kdzvetlen

kornyezetiiket vizsgaltuk Sanger szekvenalassal.

Az 5’ upstream régio szekvenalasa soran 6sszesen 14 varianst azonositottunk, melyek kézul 3 mar
ismert, egyéb publikacidkban kozolt varians volt, mig 11 varians a szakirodalom szamara eddig

nem volt ismert. Az azonositott varidnsokat az 1. tablazat tartalmazza.
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1. c.-1331T>A

2. c.-999G>A

3. c.-993G>T

4. c.-913A>G

5. c.-811G>A

6. c.-755G>A

7. ¢.-590G>T

8. c.-379G>A

9. c.-314AAATI[5]
10. c.-296T>A

11. c.-265G>A

12. c.-92C>T

13. c.-59C>T

14. c.-55C>G
l.tablazat. A CTRC gén 5’
upstream régidjaban
azonositott variansok. A
mar ismert variansokat
vastagon, délt betikkel
abrazoltuk.

Az 5’ upstream régioé mutéacioin kiviil megvizsgaltunk még 3 masik
varianst is: az ismert patogén c¢.180C>T (p.G60=), az eddigi
ismereteink alapjan protektiv hatastnak feltételezett c.493+51C>A
varianst, és a ¢.180C>T patogén mutacioval kapcsoltan 6roklédé
.493+52G>A varianst.

A mutaciok allélmegoszlasat vizsgaltuk kovetkezd 1épésként a
kilonféle betegcsoportokban (minden pancreatitises beteg, nem-
alkoholos és alkoholos pancreatitis) a kontrollokkal 6sszehasonlitva
(2A, 2B és 2C tablazatok). Ez alapjan elmondhatd, hogy egyik 5’
upstream régidban azonositott mutacié sem halmozodott jelentdsen
a beteg- vagy a kontrollcsoportokban. A ¢.-913A>G mutéaciérdl
hogy gyakrabban fordul el a

azonban elmondhato,

betegcsoportokban, a kontrollpopuléciéhoz képest, de ez
halmozodas egyik vizsgalt betegcsoportban sem volt szignifikans.
A c.180C>T és a vele kapcsoltan 6roklddd ¢.493+52G>A mutacidk
a Dbetegcsoportokban nem meglepd moddon szignfikdnsan
halmozddtak, azonban a c.493+51C>A varidns esetében nem

talaltunk halmozddast egyik csoportban sem.

Ezek utdn megvizsgaltuk az azonositott mutaciok genotipus megoszlasat (3A, 3B és 3C

tablazatok). Mind a dominans, mind pedig a recessziv 6roklésmodell szerint megvizsgaltuk a

genotipus megoszlasokat. A dominans oOroklésmodell vizsgélatakor azt felételeztiik, hogy a

vizsgalt mutécionak a pancreatitis kialakulasara akkor is van hatasa, ha a mutacio heterozigéta

formaban fordul eld. A recessziv 6roklésmodell vizsgalatakor azt feltételeztiik, hogy a mutacionak

kizarolag akkor van hatasa, ha az homozigota formaban fordul eld. A legtobb mutacié esetében

nem talaltunk szignifikans halmozodast egyik vizsgalt betegcsoportban és a kontrollcsoportban

sem. Termeszetesen szignifikans halmozddast tapasztaltunk mindegyik betegcsoportban az ismert

patogén ¢.180C>T varians esetében €s a vele kapcsoltan 6roklédo ¢.493+52G>A variadns esetében

is. A protektivnak gondolt ¢.493+51C>A varians esetében nem talaltunk szignifikans halmozddast

sem a betegcsoportokban, sem pedig a kontrollcsoportban.
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2A tablzat CTRC Nukleotid csere Kronikus kontroll OR b 95% CI
pancreatitis

1. 5 UTR c.-1331T>A 0/586 (0%) 1/804 (0.12%) 046 | 063 | 002112
2. 5’ UTR €.-999G>A 0/586 (0%) 1/804 (0.12%) 0.46 0.63 0.02-11.2
3. 5* UTR €.-993G>T 2/586 (0.38%) 6/804 (0.75%) 0.46 0.34 0.09-2.27
4. 5 UTR c.-913A>G 304/586 (51.9%) 383/804 (47.6%) | 119 | 012 | 0.96-147
5. 5’ UTR c.-811G>A 185/586 (31.6%) 272/804 (33.8%) 0.9 0.38 0.72-1.13
6. 5 UTR ¢.-755G>A 0/586 (0%) 1/804 (0.12%) 046 | 063 | 002112
7. 5* UTR c.-590G>T 1/586 (0.17%) 1/799 (0.1%) 1.37 0.83 0.09-21.9
8. 5’ UTR c.-379G>A 1/582 (0.17%) 0/800 (0%) 4.13 0.39 0.2-101.6
9. 5 UTR C.-314AAAT([S] 10/584 (1.7%) 12/800 (1.5%) 114 | 076 0.49-2.7
10. 5" UTR C.-296T>A 1/584 (0.17%) 0/800 (0%) 412 | 039 | 0.2-101.2
11. 5" UTR ¢.-265G>A 0/584 (0%) 1/800 (0.13%) 046 | 063 | 002112
12. 5* UTR c.-92C>T 4/584 (0.7%) 7/800 (0.9%) 0.78 0.7 0.2-2.7
13. 5* UTR c.-59C>T 3/584 (0.51%) 1/800 (0.13%) 4.1 0.2 0.4-39.8
14, 5 UTR c.-55C>G 1/584 (0.17%) 0/800 (0.0%) 412 | 039 | 0.2-101.2
15. exon 3 c.180C>T 109/586 (18.6%) 78/780 (10%) 2.1 <0.0001 1.5-2.8
16. intron 5 c.493+51C>A 105/584 (17.8%) 160/780 (20.5%) 0.85 0.24 0.65-1.1
17. intron 5 €.493+52G>A 110/584 (18.8%) 80/780 (10.3%) 2 <0.0001 1.5-2.8

2B tablazat CTRC Nukleotid csere [Nem-alkoholos kontroll OR p 95% ClI

krénikus pancreatitis

1. 5° UTR c.-1331T>A 0/250 (0%) 1/804 (0.12%) 1.07 0.97 0.04-26.3
2. 5’ UTR €.-999G>A 0/250 (0%) 1/804 (0.12%) 1.07 0.97 0.04-26.3
3. 5° UTR €.-993G>T 0/250 (0%) 6/804 (0.75%) 0.25 0.34 0.01-4.37
4, 5° UTR c.-913A>G 135/250 (54%) 383/804 (47.6%) 1.29 0.08 0.97-1.7
5. 5> UTR c.-811G>A 83/250 (33.2%) 272/804 (33.8%) 0.97 0.85 0.72-1.3
6. 5° UTR C.-755G>A 0/250 (0%) 1/804 (0.12%) 1.07 0.97 0.04-26.3
7. 5 UTR C.-590G>T 0/250 (0%) 1/799 (0.1%) 106 | 097 0.04-26.2
8. 5" UTR c.-379G>A 0/246 (0%) 0/800 (0%) 325 | 056 | 0.06-164.1
9. 5" UTR C.-314AAAT[5] 71248 (2.82%) 12/800 (1.5%) 19 0.18 0.74-4.9
10. 5" UTR C.-296T>A 0/248 (0%) 0/800 (0%) 322 | 056 | 0.06-1628
11. 5 UTR C.-265G>A 0/248 (0.8%) 1/800 (0.13%) 1.07 0.97 0.04-26.4
12. 5" UTR c.-92C>T 21248 (0.81%) 7/800 (0.9%) 0.9 0.9 0.19-45
13. 5 UTR c.-59C>T 1/248 (0.4%) 1/800 (0.13%) 3.2 0.4 0.2-51.9
14. 5" UTR ¢.-55C>G 0/248 (0%) 0/800 (0.0%) 322 | 056 | 0.06-162.8
15. exon 3 c.180C>T 48/250 (19.2%) 78/780 (10%) 21 | 0.0001 1.4-32
16. intron 5 c.493+51C>A 49/248 (19.8%) 160/780 (20.5%) 0.95 0.8 0.67-1.4
17. intron 5 €.493+52G>A 50/248 (20.2%) 80/780 (10.3%) 2.1 0.0001 1.5-3.3
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2C tablazat CTRC Nukleotid csere A'k‘;)g‘r’l'gfe';trﬁins'kus kontroll OR o 95% Cl
1 5 UTR C-1331TA 01336 (0%) 1/804(0.12%) | 08 | 089 | 003196
2 5 UTR C-999G>A 01336 (0%) 1/804(0.12%) | 08 | 089 | 003196
3 5 UTR C-993G>T 21336 (0.6%) 6/804 (0.75%) | 08 | 078 | 016397
4. 5 UTR C-913A>G 169/336 (50.3%) 383/804 (47.6%) | 111 | 04 | 086-1.44
5. 5 UTR C-811G>A 102/336 (30.4%) 272/804 (33.8%) | 085 | 026 | 065112
6. 5 UTR C-755G>A 0336 (0%) 1/804 (012%) | 08 | 089 | 0.03-196
7 5 UTR C-590G>T 1/336 (0.3%) 17799 (0.1%) | 239 | 054 | 015382
) 5 UTR C-379G>A 1/336 (0.3%) 0/800 (0%) 716 | 023 | 031762
9. 5 UTR C-3L4AAATI5] 3/336 (0.89%) 12/800 (15%) | 059 | 042 | 017-21
10, 5 UTR C296T>A 1/336 (0.3%) 0/800 (0%) 716 | 023 | 031762
11, 5 UTR C265G>A 0336 (0.6%) 1/800 (0.13%) | 079 | 089 | 0.03-195
12, 5 UTR c-02C>T 21336 (0.6%) 7/800 (0.9%) 07 | 06 | 01433
13, 5 UTR c-59C>T 21336 (0.6%) 1800 (013%) | 48 | 02 | 04529
12, 5 UTR C-55C>G 1/336 (0.3%) 0/800 (0.0%) | 7.6 | 023 | 0.3-176.2
15, exon 3 C180C>T 61/336 (18.2%) 781780 (10%) 2 | 00002 | 1429
16, intron 5 C493+51C>A 56/336 (16.7%) 160/780 (205%) | 0.78 | 014 | 05511
17, intron 5 C493+52G>A 601336 (17.9%) 80/780 (103%) | 19 | 00005 | 1327

A genotipus megoszlasokat tartalmazé tablazatokban ebben a beszamoldban csak a legérdekesebb

4 mutéacid genotipus megoszlésait tiintetem fel. A genotipus megoszlasokat vizsgalva érdekes

maodon az 5” upstream régioban talalhato c.-913A>G mutécid szignifikans halmozdodast mutatott

mindharom betegcsoportban a recessziv Oroklésmodellt feltételezve,

s6t az alkoholos

betegcsoportban ez a halmozodas a dominans 6roklésmodellt hasznalva is szignifikans volt.

CTRC Nukleotid csere genotipus Osszes kronikus konirell OR r 95% CI
pancreatitis

AA 70/293 (23.9%) 04/402 (23.4%)

3 UIR c.-913A>G AG 142/203 (48.5%) 233/402 (58%) 0.7 0.87 0.68-1.4
GG 81/203 (27.6%) 75/402 (18.7%) 167 0.0053 1.16-2.38
GG 142/203 (48.5%) 165/402 (41%)

5" UTR c-811G=A GA 117/293 (40%) 202/402 (50.3%) 0.74 0.052 0.55-1.0
AA 34/203 (11.6%) 35/402 (8.7%) 1.4 0.2 0.84-2.2
44 282/292 (96.6%) 388/400 (97%)

5° UTR c-314AAAT[S] 45 10/292 (32.4%) 12 / 400 (3%) 1.15 0.75 0.49-2.69
55 0/292 (0%) 0/ 400 (0%) 1.37 0.88 0.03-69.2
cc 195/293 (66.6%) 313/390 (80.3%)

Exon3 c.180C-T CT 84293 (28.7%) 76/350 (19.5%) 1.95 0.0002 14-2.8
T 11/253 (3.8%) 1/390 (0.2%) 15.2 0.009 1.95-118.2

3A tablazat. Genotipus megoszldsok az 6sszes krénikus pancreatitis-es betegben és kontrollban.
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CTRC Nukleotid csere genotipus Nem-alkoholos kontroll OR 2 95% CI
kronikus pancreatitis

AA 250125 (20%%) 04/402 (23 .4%)

5" UTR c.-913A=G AG 65/125 (52%) 233/402 (58%) 1.22 0.43 0.74-2.0
GG 35/125 (28%) 75/402 (18.7%%) 1.7 0.03 1.1-27
GG 59/125 (47.0%) 165/402 (41%)

5" UTR c-811G=A GA 49/125 (40.2%) 202/402 (50.3%) 0.78 0.22 0.52-1.17
AA 17/125 (12.8%) 35/402 (8.7%) 1.65 0.11 0.89-3.1
44 117/124 (94.4%) 388/400 (37%)

5° UTR c-314AAAT[5] 45 7/124 (5.7%) 12 / 400 (3%) 1.94 0.18 0.75-5.03
55 0/124 (0%) 0/ 400 (0%) 3.22 0.56 0.06-163
ccC 84125 (67.2%) 313/390 (80.3%)

Exon3 c.180C=T CT 34/1325 (27.2%) 764350 (19.5%) 1.98 0.003 1.27-3.1
TT 7/125 (5.6%) 1/390 (0.2%) 231 0.004 2.8-189.5

3B tablazat. Genotipus megoszlasok a nem-alkoholos krénikus pancreatitis-es betegekben és
kontrollokban.

CTRC Nukleotid csere Genotipus Alkoholos kronikus kontroll OR P 95% CI
pancreafitis

AA 45/168 (26.8%) 04/402 (23 4%)

5*UIR c.913A>G AG 17/168 (45.8%) 233/402 (58%) 1.7 0.03 1.1-2.7
GG 46/168 (27 4%) 75/402 (18.7%) 1.6 0.02 1.1-2.5
GG 83/168 (49.7%) 165/402 (41%)

5*UTR c-811G=A GA 68/168 (40.8%) 202/402 (50.3%) 0.7 0.07 0.5-1.0
AA 17/168 (9.5%) 35/402 (8.7%) 1.2 0.6 0.64-2.2
44 165/168 [98.2%) 388,400 (97%)

5° UTR c-314AAAT[5] 45 3/168 (1.8%) 12 / 400 (3%) 0.59 0.42 0.16-2.11
35 0/168 [0%) 0/ 400 (0%) 2.4 0.67 0.05-120.3
cc 111/168 (66.1%) 313/350 (80.3%)

Exon3 c.180C=T CT 53/168 (31.6%) 76/390 (19.5%) 2.1 0.0004 1.35-31
TT 41168 (2.3%) 1/350 (0.2%) 9.5 0.045 1.05-85.5

3C tablazat. Genotipus megoszlasok az alkoholos krénikus pancreatitis-es betegekben és
kontrollokban.

Annak érdekében, hogy kozelebbrél megvizsgaljuk a c¢.-913A>G mutacié szignifikans

halmozddasat a betegcsoportokban, haplotipus analizist végeztiink. Ehhez el6sz6r meghataroztuk

azon betegek és kontrollok haplotipusait, akik minden vizsgalat mutacié helyének megfeleléen

homozig6tak vagy a vad tipust vagy a mutans allélre. Majd a homozigétak alapjan meghatarozott
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haploitpusok ismeretében meghataroztuk a bizonyos mutécidkra nézve heterozigotak
haplotipusait. A meghatarozott 4 6, azaz leggyakoribb haplotipust a 4. tablazat tartalmazza,
melyeket arab szamokkal jeloltiink (1, 2, 3, és 4). A 4 £6 haplotipus megoszlasat pedig az 5. tablazat

Haplotipusok tartalmazza  nem-alkoholos
MUTACIOK 1 2 3 4 kronikus pancreatitis-es
c.-1331T=A T T T T

c.-999G>A G G G G betegekben és kontrollokban.
c.-993G>T G G G G A haplotipus  megoszlas

c.-913A>G A G G G ., . . .

alapjan megallapithatd, ho

c.-811G>A G A A G ?J Jaep v
c-755G>A G G G G az ismert patogén c¢.180C>T
c.-590G>T G G G G mutaciot  tartalmaz6  4-es
c.-314AAAT[5] 4 4 4 4 , .
haplotipus nem  meglepd

c.-265G>A G G G G _
c-92C>T C C C C maodon halmozaédik a
c.-59C>T C C C C betegekben.  Megallapithato
BT = = = U tovabba, hogy a  4-es

c.493+51C=A C C A C

c.493+52G>A G G G A haplotipus  tartalmazza a
4. tablazat. Leggyakoribb haplotipusok a CTRC gén 5’ upstream betegcsoportokban
régidjaban taldlhaté mutacidk valamint az egyéb vizsgalt CTRC halmozdédast mutaté c.-
mutdciok alapjan. 913A>G mutéciot is.

Ugyanakkor ¢.-913A>G mutacié nem csak ebben a haplotipusban fordul el6, hanem a 2-es és 3-
as haplotipusokban is, amelyek azonban nem tartalmazzak az ismert patogén ¢.180C>T mutaciot.
A 2-es és 3-as haplotipusok ugyanakkor nem halmozdédnak sem a beteg-, sem pedig a
kontrollpopulacioban, igy kijelentheté, hogy a ¢.-913A>G mutdcié halmozodasa a
betegcsoportokban azért 1athatd, mert bizonyos fokban kapcsoltan 6roklédik az ismert patogén
¢.180C>T mutacioval, a kapcsoltsag mértéke ugyanakkor kozel sem 100%-0s. A c.-913A>G
mutécid a latott haplotipus megoszlasok alapjan nem patogén mutacio. Erdekesség, hogy az 1-es
haplotipus, mely a referencia szekvencianak Iényegében megfelel, szignifikdnsan halmozaddik a
kontrollpopulacidban, igy jelenléte tulajdonképpen protektiv haatsként foghatd fel a pancreatitis
kialakulasa kapcsan. A ¢.493+51C>A, protektivnak gondolt mutaciot tartalmazé 3-as haplotipus
a mutaciohoz hasonléan nem halmozadik a kontrollcsoportban, hatasa méreseink alapjan semleges

a pancreatitis kialakulasara.
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Nem-alkoholos
Haplotipus kronikus Kontroll OR p 95% ClI

pancreatitis
226/422 0.45-

0,
1 102/246 (41.5%) (53.6%) 0,61 | 0,0026 0.84
60/422 0.57-

0
2 32/246 (13.0%) (14.29%) 0,9 0,66 143
70/422 0.79-

()
3 47/246 (19.1%) (16.6%) 1,19 0,41 179
4 461246 (18.7%) | 40/422 (9.5%) | 2.2 | 0,0007 13?;97

5. tablazat. A leggyakoribb CTRC génben taldlhatod haplotipusok el6forduldsa nem-
alkoholos kérnikus pancreatitises betegekben és kontrollokban.

Eddigi munkénk alapjan 0j kutatasi eredményként tekintiink a kovetkez6 eredményeinkre:

2. A c.493+51C>A mutécidrol igazoltuk, hogy az eddigi ismereteinkkel ellentétben a magyar
populécidban elvégzett méréseink alapjan ennek a mutacié nem hajlamosit pancreatitisre

3. Ac.-913A>G mutécio szignifikans halomozddasa a betegpopulaciokban az ismert patogén
c.180C>T mutécioval torténd kapcsoltsdga miatt észlelhetd.

4. Haplotipus analizis alapjan a ¢.-913A>G mutacié nem hajlamosit pancreatitisre.

5. A magyar populacioban tortént méreseinkkel megerdsitettiik, hogy a ¢.180C>T mutacio
hajlamosit pancreatitisre.

crer

fellelhet6 mutaciok nem hajlamositanak kronikus pancreatitisre.
A project tervezettol torténd eltérések indoklasa

A beruhézasok, azaz nagyobb értékii eszk6zok beszerzésében az eredeti tervhez képest tortentek
modositasok a project megvalositasa érdekében. A kutatasi id6 raforditasunk maximalis
kihasznalasa céljabol sziikségessé valt egy masodik hagyomanyos PCR késziilék megvasarlasa is,
mely elengedhetetlen a vizsgalni kivant génszakaszok elemzéséhez. Baktériumok tenyésztéséhez,
plazmid konstrukciok létrehozasdhoz szikségiink volt konstans hémérsékletet tartd inkubatorokra,

melyek kozil legalabb az egyiknek razéinkubatornak kellett Lennie. Ezeket az inkubatorokat beszereztiik.
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Készletbeszerzés cimén is torténtek eltérések az eredetileg tervezett koltségekhez képest. Olyan
vegyszerek beszerzésére és szolgaltatds kifizetésére volt sziikség, melyek elengedhetetlenek a
munkatervben foglaltak tervszerli megvaldsitdsahoz: DNS tisztitds, PCR-hez sziikséges vegyszerek,

szekvenalas, plazmid konstrukcidk Iétrehozasa, funkciondlis vizsgalatok elGkészitése.

Egy indulé molekularis bioldgiai labor felszereléséhez az FK124632 project altal biztositott anyagi forrds
jelent8s segitséget nyujtott. A megrendelt eszk6zok és szolgaltatasok nagyban hozzajarultak az eredeti
tervben részeletezett project megvaldsitasahoz és egyéb, az FK124632 projekt tdmogatasaval elkésziilt és

publikdlt projectek megvaldsitdsdhoz is.

A project megvaldsitdsaban 2 dolog jelentett jelent6sebb nehézséget. Az egyik a human eréforras
rendelkezésre allasa. A vallalt project mddszertani megvaldsitasa technikailag nem nehéz ugyan, de
monoton és jelent6s emberi erGforrast és id6t emésztett fel, amely jelent6sen nehezitette a
megvaldsitast, de nem lehetetlenitette el. A masodik nehezitést természetesen a COVID-19 vilagjarvany
okozta, hiszen az addig megszokott munkabeosztdsunk felborult. Ez nem csak a kutatdmunka
kivitelezésénél, de a beszdllitdknak is gondot okozott a rendelt eszk6zok, vegyszerek beszerzésénél. A
COVID-19 jarvany altal allitott nehézségek természetesen minden kutaténal problémat okozott, de ettdl

flggetlendl a felmerilt nehézségnél mindenképpen meg kell emlitenem.

Osszességében az FK124632 project altal tdmogatott kutatasok eredményesek voltak, hiszen dsszesen 8
publikacié sziletett a project tdmogatasaval. Tovabba, a CTRC 5' upstream régiordl készitett
tanulmanyunk tudomanyos kozlésének el6készit6 fazisaban tartunk, az elvégzend6 kisérleteket sikeresen

befejeztik, melyek egy részérél e beszamold egyéb részén részletesebb tajékoztatast adok.
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