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BEVEZETES

A genetikai rizikofaktorok jelentés mértékben meghatarozzak a kronikus pancreatitisre (KP)
¢s a pancreas duktalis adeokarcinoméra (PDAC) val6 hajlamot, befolyasoljak a lefolyast és a
prognozist. Ezen betegségek pathogenezise rendkiviil komplex, mely legtobbszor genetikai
rizikofaktorok és kornyezeti noxak révén egylittesen fejlodik ki. A betegek kis szazalékaban
herediter forma fordul eld, ilyenkor a kérok egy bizonyos génmutacidra vezethetd vissza.
Napjainkig tobb nagy pentrancidju rizikd gén keriilt felfedezésre orokletes pancreatitisben €s
orokletes hasnyalmirigy rdkban, mig alacsony penetrancidju gének gyakran életmodbeli és
kornyezeti tényezOkkel kdlcsonhatasban vezetnek idiopatias illetve sporadikus esetekhez.

Az orokletes KP-t el6szor 1952-ben autoszom dominans 6roklésmenetili betegségként irtak le.
A herediter KP-ért felelés gént, a human kationos tripszinogént (PRSS1) végiil 1996-ban
sikeriilt azonositani Whitcomb és mtsai-nak. Kandidat gén vizsgalattal tobb pancreatitis
asszocialt varianst talaltak, melyek kozott a legjelentésebbek: a szerin proteaz inhibitor Kazal
tipus 1 (SPINK1), kimotripszin C (CTRC), cisztas fibrozis transzmembran konduktancia
regulator (CFTR), karboxipeptidaz A1 (CPAL) és karboxil-aszter lipaz (CEL) proteineket
kodold génekben fellelhetéek, mig teljes genomra Kkiterjedd asszociacios vizsgalatokkal
(GWAS) tobb egyéb lokusz mutatott halmozodast betegekben. Annak ellenére, hogy az
utobbi évtizedekben rengeteg 0j felfedezés tortén a KP genetikajaban, sok idiopatias betegben
nem talalhat6 varidns az ismert rizikd génekben, ami felveti annak a lehetdségét, hogy eddig
még nem ismert gének, génmutacidk jatszhatnak szerepet a pathogenezisben.

A KP bizonyitott rizik6 faktora a pancreas rdknak. Herediter KP esetén ez a komplikacid
kiilondsen magas, a p.R122H mutacié hordozasa a PRSS1 génben 50 szadzalékra emeli az
adenokarcinoma veszélyét. A KP és pancreas rak esetében leirtak k6z0os riziko variansokat is,
ami felveti, hogy a két betegséget nem csak azonos kornyezeti tényezok okozhatjak, hanem
kozos genetikai hatteriik is lehet. A PDAC esetek kb. 5%-a familiaris halmozodast mutat,
melyben nagy penetrancidju rizikogének jatszanak szerepet, ugy mint: BRCA2, ATM, és
PALB2. Az esetek fennmarad 95%-a ‘sporadikus’, de ezekben a betegekben is gyanithato
orokletes komponens, mely a rakra valé hajlam mintegy 30%-ért lehet felelés. Ilyen
variansokat taldltak pl. az ABO vércsoport lokuszban. Napjainkig 6t GWAS tanulmany
késziilt, ahol szdmos alacsony penetrancidju riziko6 16kusz keriilt felismerésre. Ennek ellenére
még mindig nem ismert minden rizikovaridns, amely a velesziiletett hajlamért feleldssé

tehetO.



A pankreaszbetegségek genetikai hatterének jobb megértéséhez még sok kérdést kell
megvalaszolni. A betegség asszocialt génvariansok funkcionalis vizsgalata lehetGséget ad
arra, hogy jobban megértsiik a molekularis pathogenezist, illetve 10 terapids célpontok
feltérképzését segiti eld. Szintén kihivas az, hogy jobban megértsiik, mit jelentenek az egyes
variaciok az individualis beteg szamara, és hogyan hasznositsuk ezt a tudast a terapias
dontések meghozatalakor. Noha még gyerekcipdben jar, egyre novekszik az evidencia arra
vonatkozolag, hogy az egyénre szabott terdpia, melyet a beteg specifikus genetikai hattere
hataroz meg, a kozeljovoben valosagga valik.

Ebben a tézisben a szerzo attekinti a KP és a PDAC genetikai hatterének irodalmat, melyet
kutatasi eredményeivel kozol, hogy ezzel a pancreas betegségek mélyebb megértését segitse

elé.

A kronikus pancreatitis genetikai rizikofaktorai

A KP a hasnyalmirigy irreverzibilis, progressziv gyulladasos megbetegedése, melyet
morfologiai elvaltozasok, exokrin és/vagy endokrin funkcidzavar, illetve hasi fajdalom
jellemez. A KP legtobbszor talzott alkoholfogyasztas kovetkeztében alakul ki, de egyéb
tényezok, ugy, mint dohényzéds, metabolikus zavarok, anatomiai eltérések, autoimmun
betegség és génmutaciok is szerepet jatszanak. Mintegy 30 szézalékban azonban a korokra
nem deriil fény, ilyenkor idiopatias etiologia a diagnozis. A betegség manifesztacidja attol
fiigg, hogy kiilonbozd exogén és endogen faktorok milyen mértékben vannak jelen. Tény,
hogy az alkoholistak mintegy 95%-a nem kap KP-t, ami feltételezi egyéb jelen 1évo riziko
faktorok jelenlétét, melyet magyarazhat, hogy alkoholos KP betegekben leirtak asszociaciot
SPINK1, CTRC, és CFTR variansokkal. Idiopatids betegekben a genetikai riziké joval
magasabb. Nagyobb populacion végzett atfogd szlirések kimutattdk, hogy az idiopatids KP
betegek 30-50%-a hordoz egy vagy tobb mutaciot az ismert rizikogénekben. Herediter
panceatitisben a PRSS1 gén mutacioi a koroki tényezék. A KP asszocialt mutaciok
mechanizmusa alapvetéen haromféle lehet: tripszinogén id6 eldtti aktivaciojat okozhatja,

endoplazmas reticulum stresszt valthat ki, illetve duktalis szekrécios defektushoz vezethet.

Ductalis szekrécios defektus

A pancreas duktalis epithelium {6 funkcidja a HCOj3 szekrécid, mely a szdveti integritds
megtartasahoz elengedhetetlen. KP-ben ez a funkcid sériil, pathologiassa valik az acinus és
duktalis sejtek kozotti interakcid, melynek kovetkeztében csokken a luminalis pH, 1d6 el6tti

tripszinogén aktivacid indul be, gatlodik az acindris szekrécio, a kialakuld protein dugok



eltomeszelik a lument, mely végiil a szdveti parenchyma roncsolodasdhoz vezet. A CFTR
klorid csatorna génmutécioi bizonyitott riziko faktorai a KP-nek. Heterozigdta forméaban a
cisztas fibrozist (CF) okozd ‘sulyos’ mutaciok 2,9X az ‘enyhe’ mutaciok 4,5X rizikd

fokozodast jelentenek.

SLC26A6 anion transzporter

A pancreas bikarbonat szekrécidja foként a CFTR klorid csatorna és az SLC26 anion
transzporterek dsszehangolt miikodésén alapul, melyek a duktalis epithél apikalis membranjan
talalhatoak. Korabbi tanulmanyok egy direct molekularis interakciot irtak le a CFTR és két
SLC26 transzporter, az SLC26 A6 és A3 kozott, mely a transzporter és csatorna kolcsonos
aktivalasat okozza. Megfigyelték azt is, hogy olyan CF-okozé CFTR muticiok, melyek a
klorid konduktanciat nem befolyasoljak, jelentésen csokkentik a CFTR-dependens bikarbonat
szekréciot. Ez azt mutatja, hogy a kapcsolt bikarbonat szekrécid gatolt miikodése Gnmagaban
elegendé KP kialakuldsdhoz, még normal szintli klorid konduktancia mellett is. Az SLC26A6
transzporter mitkodése és lokalizacidja alapjan kijelenthetd, hogy a bikarbonat szekrécio

egyik foszerepldje a pancreasban.

Genetikai rizikéfaktorok pancreas rakban

A pancreas adenokarcinoma egy genetikai megbetegedés, melyet Orokletes és szerzett
mutaciok okoznak. Jelenleg nem all rendelkezésre megfeleld sziirOstratégia €s a betegség
altaldban mar eldrehaladott stddiumban keriil felismerésre. Bizonyitott rizikdfaktorai:
dohédnyzas, KP, cukorbetegség és obezitds. A KP és a PDAC tobb kozds genetikai és
kornyezeti rizikdfaktorral bir, iigy, mint pl. dohanyzas és tilzott alkoholfogyasztas.

A karcindoma-asszocialt gének miikodésének megértése fontos elérelépést jelent, mely fényt
derit a molekuldris pathogenezisre, hogyan alkul ki invaziv carcinoma a normal duktalis

sejtbdl, ami a terapias és prevencios stratégidk kidolgozasahoz elengedhetetlen.

Kolecisztokinin-B receptor (CCKBR)
A gasztrin/CCK-B receptor egy G-protein kapcsolt fehérje, mely fiziologiasan kifejezddik a

human pancreasban. Amikor a gasztrin bekdt a receptoron, tobb szignalizacids utvonal
aktivalodik, melynek eredményeképpen trofikus vélasz és sejtproliferacio jon létre. Szdmos
tanulmany kimutatta, hogy a CCKBR szerepet jatszik a karcinogenezisben és a tumor

progresszioban. Egy alternativ splicing miatt kialakult izoformat tobb tumortipuban, koztiik



pancreas rakban is leirtak. Ez a 4. intron retencidja miatt kialakult izoforma, melyet CCK-
BRi4sv vagy CCK-C receptornak neveznek, konstitutiv, avagy agonista independens
aktivaciot mutatott. Smith és mtsai egy leirtak egy pancreas rak-asszocialt missense mutaciot
a CCKBR génben, melyet azel6tt nem mutatak ki GWAS tanulményokban. Egy kisebb
kohorszban (51 beteg és 39 kontroll) kimutattak, hogy a c.811+32C>A varians (rs1800843),
mely a 4. intronban talalhaté megnoveli a pancreas rak rizikojat és a betegek, akik hordoztak a
mutacidt rovidebb talélést mutattak. Immunhisztokémia segitségével kimutattak, hogy ez a

varians a CCK-BRi4sv receptor protein kifejezodését idukalta.

CELOK

l. Az SLC26A6 anion cseréld lokalizacidja és funkciodja alalpjan fontos szerepldje a

.....

még nem vizsgaltak. Ezért célul tiiztiik ki ennek vizsgalatat kronikus pancreatitisben.

Specifikus célok: ebben a tanulmanyban célunk volt, hogy megszekvenaljuk az SLC26A6

crer

volt tovabb vizsgalni Magyar és német populaciokban.

Il. Minddssze néhany ismert rizikofaktor 1étezik pancreas adenokarcindmaban
¢s szilikség van a molekuldris pathogenezis jobb megértésére. Ezért célul tliztik ki a

CCKBR varians ¢.811+32C>A vizsgalatat.

Specifikus célok: ebben a tanulmanyban 3 célunk volt: (1) megismételjiik a korabbi
asszociacios vizsgalatot a €.811+32C>A varians és a pancreas rak rizikdja kozott egy
fliggetlen populacioban (2) megvizsgaljuk a varians hatasat a tulélésre és (3) hogy

funkcionalis vizsgalattal igazoljuk a varians hatasat a pre-mRNA splicingra.

BETEGEK ES MODSZEREK AZ SLC26A6 GENETIKAI
VIZSGALATARA

Betegek és tanulmany tervezet
Az Osszes résztvevéd tajékozott beleegyezését adta a genetikai analizisre. KP betegeket

vontunk be Magyarorszagrol (n = 106) és Németorszagbol (n = 361). Etiologia szerint a



betegek alkoholos és nem-alkoholos csoportra oszlottak. Alkoholos etiologia volt
megallapithatd, ha a a fogyasztas meghaladta a 80g/napot férfi esetén és 60g/napot né esetén
legalabb két évig. 99 magyar és 171 német kontroll keriilt bevonasra magukat egészségesnek

tartd felnottekbol.

DNS izolalas és genotipizalas
Genomialis DNSt izolaltunk teljes vérbol. Egy kezdeti felfedez6 kohorszként 60 magyar nem-

alkoholos KP beteget kivalasztottunk és a teljes kodolo régiot megszekvenaltuk. A primereket
a human SLC26A6 gén publikalt szekvencidja alapjan terveztiik (GenBank: NM_022911.2). A
PCR reakcio 30 ul végtérfogatban tortént, mely 0.5 U HotStarTag DNA Polimeraz enzimet,
1.5 mM Mg,Cl, 0.2 mM dNTP, 0.5 uM primert tartalmazott 10-50 ng genomialis DNS

hozzaadasaval.

Restriction fragmens hossz polimorfizmus
A p.V206M ¢és a ¢.1191C>A (p.P397=) variansok vizsgalata a Magyar kohortban RFLP

analizissel tortént. A PCR reakcié a 7 és 16 primer parokkal tortént. A termékek emésztése

Nlalll és Bmrl restrikcids enzimekkel tortént.

Statisztika
A kvantitativ valtozokat mint atlag + SD irtuk le. Az allélfrekvenciak kozti kiilonbség

szignifikanciajat Fisher teszttelhataroztuk meg, p-értékeket, esélyhanyadosokat GraphPad

Prism v6.0a szoftver segitségével szamoltuk.

BETEGEK ES MODSZEREK A CCKBR VARIANS
GENETIKAI ANALIZISERE

Kohorsz leiras
Az Osszes résztvevo tajékozott beleegyezését adta a genetikai analizisre. 122 PDAC beteget

vontunk be a Magyar Hasnydlmirigy Munkacsoport Anyagabol. Minden betegre
vonatkozolag adatgylijtés tortént nemre, korra, diagnosis idOpontjara, utols6 ellendrzés/exit

iddpontjara vonatkozolag. Kontrollként 106 egészséges dnkéntest vontunk be.

DNS izolalas és genotipizalas
300 pul EDTA-vérbdl izolaltunk genomialis DNS-t. A primereket a human CCKBR gén
publikalt szekvencidja alapjan terveztiik (GenBank NC_000011.10). A PCR reakcioé 30 pl


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/20336275

végtérfogatban tortént, mely 0.5 U HotStarTaq DNA Polimeraz enzimet, 1.5 mM Mg,Cl, 0.2
mM dNTP, 0.5 uM primert tartalmazott 10-50 ng genomialis DNS hozzaadasaval.

Expresszios plazmidok létrehozasa

CCKBR minigéneket terveztiink, mely a kodolo DNS szakaszban tartalmazta a 4. intront. A
CCKBR kodolo DNS-t (GenBank NM_176875.3) megszintetizaltattuk és pcDNA3.1(-)
plazmidba klonoztuk a Xhol és EcoRI restrikcios helyek segitségével. Ahhoz, hogy a CCKBR
minigéneket 1étrehozzuk, az 584 bp hosszu 4. intronnak megfeleld inszertet klonoztuk a

pcDNA3.1(-) CCKBR plazmidba a BsrGI és a BamHI restrikcios helyeket hasznalva.

Lentivirus termelés

A pWPI lentivirus vektor plazmid és a csomagold plazmidok (psPAX2 és pMD2.G) a Didier
Trono’s laboratoriumbol szereztiik be. Eloszor a CCKB minigén templatokat PCR-rel
amplifikaltuk. CCKBR minigén inszertek ezutan szublonoztuk a pWPI plazmidba a Pmel és a
Pacl restrikcios helyek kozott. The lentivirus termelés HEK 293T sejtekben tortént, korabban

leirt modszerrel. A virus preparatumok titere HEK 293T sejteken let meghatarozva.

Sejtkultura, transzfekcio és viralis transzdukcio

HEK 293T sejteket tramszfektaltunk 2 pg plasmid DNS és 10 uL Lipofectamine 2000
segitségével 2 ml Opti-MEM médiumban. 4 draval a transzfekcio utan médiumcsere tortént 2
ml DMEM-mel. A sejtek 24 oraval a médiumcsere utan lettek begytijtve. Capan-1 pancreas

karcindma sejtek a titralt viruspreparatummal 4 MOI értékben lettek transzdukalva.

RNS izolalas és reverz transzkripcio

A transzfektalt sejtekbdl teljes RNS-t izolaltunk RNase-Free DNAse jelenlétében. 2 pg RNS-t

irtunk at cDNS-sé reverz transzkriptaz segitségével RNase inhibitor jelenlétében.

CCKBR expresszio és splicing meghatarozasa
Real-time PCR reakciokhoz Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) hasznaltunk

ABI PRISM 7000 Sequence Detection System platform segitségével. Relativ expressziok
vizsgalata a komparativ CT modszerrel tortént (AACT method). A splice varians relativ
expresszioja két kiilonbozd primerpar segitségével tortént, az egyik az Osszes CCKBR
receptor termékre specifikus, a masik par csak a missplice variansra (CCKB-Ri4sv) volt
specifikus. A CCK-BRi4sv expresszid abszolut kvantifikalashoz kiilsé kalibracios gorbéket

készitettink a minigén plasmid templatok segitségével. Az abszolit kopiaszamok
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meghatarozasaval az eredmények a missplice-olt receptor az 6sszes CCKBR receptor

szazalékaban lett kifejezve.

Statisztika
A kvantitativ valtozoékat mint atlag = SD irtuk le. Az allélfrekvencidk kozti kiilonbség

szignifikancidjat Fisher teszttelhatdroztuk meg. Kétoldalu log rank tesztet hasznaltunk a
tulélések Osszevetésére a betegek kozott, akik hordoztak a mutaciot (A/A vagy A/C
genotipus) illetve a vad tipusi C/C genotipus. A szamitasok GraphPad Prism szoftver

segitségével torténtek.

AZ SL26A6 TANULMANY EREDMENYEI

A Magyar felfedezd kohorszban 55 felndtt és 5 gyermek idiopatids KP betegnél a teljes
kodold régiot megszekvenaltuk. 4 gyakori varianst talaltunk: egy  missense varianst
€.616G>A (p.V206M; rs13324142) a 6. exonban és harom intronikus varianst:
€.23+71 103del az 1. intronban (rs72201074); ¢.183-4C>A a 2. intronban (rs34368826); és
€.1134+32C>A a 9. intronban (rs3821876) teljes kapcsoltsagban, jelezve, hogy ez egy
konzervalt haplotipus. Ezutan meghataroztuk a p.V206M asszocialt haplotipus gyakorisagat a
Magyar kohorszban: 46 alkoholos KP beteg és 99 kontroll esetében. Mikor a genotipus
frekvenciakat Osszehasonlitottuk, nem talaltunk eltérést a p.V206M varians eloszlasaban a
betegek és kontrollok kozott. Ezt a tanulmanyt egy német replikaciés kohorszban is
megismételtiik, ahol 202 nem-alkoholos KP beteget és 159 alkoholos beteget ¢s 171 kontrollt
vontunk be. 40 nem-alkoholos betegnél a teljes kodold részt megszekvenaltuk, ahol a
p.V206M asszocialt haplotipust 5 betegnél talaltuk meg (3 heterozigdta 2 homozigodta eset). A
magyar kohorszhoz hasonléoan a német kohorszban sem mutatott a p.V206M varians

szignifikans mértéki kiilonbséget betegekben és kontrollokban.

A CCKBR TANULMANY EREDMENYEI

Variant ¢.811+32C>A does not predict risk for PDAC

Elészor a korabban mar publikalt asszociacios vizsgalatot kiséreltiik megismételni a CCKBR
4. intronjaban taldlhat6 génvaridns €.811+32C>A ¢és a pancreas rak kozott. Ehhez

megszekvenaltattuk ezt a régiét a magyar kohortunkban, ahol a ¢.811+32C>A varianst 35
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heterozigdta és 5 homozigota betegnél (allél frekvencia 18.4%), és 32 heterozigdta és 3

homozigota kontrollnal (allél frekvencia 17.9%) észleltiik.

A c.811+32C>A varians nincs hatassal a talélésre PDAC-ben

Ahhoz, hogy meghatdrozzuk a varians prognozisra gyakorolt hatisat, megvizsgaltuk a
genotipus szerinti talélést. Az atlagos talélés A/C és A/A genotipussal nem volt
szignifikansan kiilonb6z06 az atlagos tuléléstdl CC genotipussal (257 nap és 266 nap; p=0.45).
Ez azt jelzi, hogy a ¢.811+32C>A varians nincs hatassal a tulélésre PDAC betegeknél.

A ¢.811+32C>A varians nincs hatassal a CCKBR 4. exon splicingra

Ahhoz, hogy meghatarozzuk a €.811+32C>A varians hatasat a pre-mRNS splicingra,
expresszios vektorokkal transzfektaltunk HEK 293T sejteket, és kvantitativ PCR segitségével
megvizsgaltuk az missplicing-olt varians kifejezddését. Azt talaltuk, hogy az intronretencids
CCK-BRi4sv izoforma atirodasa 10%-a volt az Osszes CCKBR mMRNS-ének ¢és nem
befolyasolta a ¢.811+32C>A varians jelenléte ennek az atirodasat- Mivel carcinoma sejtekben
kiilonb6z6 splice faktorok lehetnek jelen a sejtben, ezért Capan-1 pancreas duktalis carcinoma
sejtvonalat is transzdukaltunk CCKBR minigénekkel lentivirus vector segitségével.
Hasonléan a HEK 293T sejtekben tapasztaltakhoz, a c.811+32C>A varians jelenléte nem

befolyasolta a splicingot.

MEGBESZELES

A SLC26A6 variansok szerepe kronikus pancreatitisben
A pancreas duktalis HCOj3™ szekréci6 esszencialis a szoveti integritas fenntartasahoz, és ez a

funkcio karosodott KP-ben. Ebben a tanulmanyban megvizsgaltuk az SLC26A6 aniona
jatszik a bikarbonat szekrécioban. Ennek ellenére nem taldltunk olyan varidnst, mely
szignifikans mértékben mutatott volna halmozodast alkoholos vagy idiopatias KP-ben.

Nativ, szovetbdl izolalt duktuszokon végzett tanulmanyok nem adtak egységes képet arra
vonatkozolag, hogy a transzporter hidnya Slc26a6™ génkilitott egerekben mit okoz.
Masrészrdl az Slc26a6” KO egerekben vesckovesség fordul eld, mivel az intesztinalis és
renalis oxalat transzport zavart szenved. SLC26A6 variansokat sziirtek vesekoves betegekben,
de nem talaltak asszociaciot a betegséggel. Funkcionalis analizissel megvizsgaltak a p.V206M

mutaciot Xenopus oocita expresszids rendszerben és azt talaltak, hogy 30%-ban csokkent az
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oxalat transzport aktivitds a mutdcid hatdsara. Valdsziniileg heterozigota formédban ez a
varians nem okozna jelentds mértékii (minddssz 15%-0s) transzport zavart, mely nem lenne
elegendd koképzoédéshez. Oszzefoglalisként megéllapithatjuk, hogy teszteltik azt a
hipotézisunket, hogy a pancreas anion transzportert kodolo SLC26A6 génben talalhato
variansok rizik6 faktorai lehetnek a KP-nek, viszont nem talaltunk olyan varianst, mely

asszociaciot mutatott volna a betegséggel.

A c.811+32C>A CCKBR génvarians szerepe pancreas rakban

A genetikai rizikéfaktorok megismerése pancreas rakban rendkiviil fontos, mivel eldsegiti a
magas kockdzati betegek felismerését, akiknél szervezett szliréssel korai diagndzist lehetne
elérni. A karcinogenezisben ¢és a tumor ndvekedésben betdltott szerepe alapjan a
kolecisztokinin-B receptort kodolo CCKBR gén igéretes jeloltnek mutatkozott. Szomatikus
mutacidit, melyek megvaltozatattdk a receptor aktivitasat, lokalizacigjat, tobb kolorektalis és
gasztrikus tumorral hoztdk mar Osszefiiggésbe. Ezen mutdciok a receptor harmadik
intracellularis hurkan taldlhatoak, mely regié a szigndl transzdukcidban jatszik fontos
szerepet. Ugyanez a hurok valtozik meg a BRi4sv splice varidns esetében is. A 4. intron
retencidja egy 69 aminosav hosszi peptidlanc beékelddését idézi eld, mely megndveli a
receptor aktivitdsat. Az aberrans splicing molekularis alapjat bizonyos splice faktorok
carcinoma sejtekben valo eltérd kifejez6désével magyaraztak. Smith és mtsai azt feltételezték
(2012, 2014), hogy a c.811+32C>A intronikus varians okozhatja a splice varians
kifejez6dését, ezaltal fokozva a PDAC rizikojat és csokkentve a prognodzist. Ezzel szemben
mi tanulmanyunkban azt tapasztaltuk, hogy a ¢.811+32C>A varians nincs hatassal a CCKBR
mMRNS splicingra, és nem asszocialt fokozott rizikoval, sem rosszabb prognozissal pancreas
rakban. Annak ellenére, hogy a tanulméanyt nem arra terveztilk, hogy potencialisan Kis
effektust is ki lehessen mutatni, az eredmények egy iranyba mutatva arra engednek
kovetkeztetni, hogy a €.811+32C>A varianst funkcionalisan artalmatlan, nem-pathogén
polimorfizmusként kell kezelni. Végezetiil ez a tanulmédny kiemeli a genetikai eredmények

replikacioinak és funkcionalis vizsgalatanak fontossagat.
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OSSZEFOGLALAS

Bevezetés: A genetikai rizikofaktorok jelentds mértékben meghatarozzak a kronikus
pancreatitisre (KP) és a pancreas duktalis adeokarcinomara (PDAC) valé hajlamot. Ezen
betegségek pathogenezisének jobb megértéséhez a tézis két genetikai vizsgalatot mutat be:

l. A pancreas duktalis HCOs3 szekrécio a cisztas fibrozis konduktancia regulator (CFTR)
klorid csatorna és az SLC26A6 anion transzporter mitkodésétdl fiigg. A CFTR gén mutécioi
bizonyitott rizikofaktorai a betegségnek, viszon az SLC26A6 transzporter variansainak
szerepe KP-ben eddig még nem ismert.

1. Korabban leirtak a kolecisztokinin-B receptor (CCKBR) gén 4. intronjaban egy
nukleotid polimorfizmust (c.811+32C>A), mely fokozta a PDAC rizikojat és csokkentette a
tulélést. Feltételezték, hogy a mutacidé indukalja a 4. intron retencidjat, mely fokozza a
receptor aktivitasat. Célunk volt, hogy a ¢.811+32C>A varianst, mint biomarkert, validaljuk.
Betegek és modszerek I. 106 magyar KP beteget és 99 kontrollt vontunk be. 60 nem-
alkoholos KP betegnél a kodold régiot megszekvenaltuk. A magyar kohortban a c.616G>A
(p.V206M) varianst és a ¢.1191C>A (p.P397=) varianst RFLP analizissel vizsgaltuk. A német
kohorszban 40 nem-alkoholos KP betegnél a kodold régiot megszekvenaltuk, majd a
€.616G>A (p.V206M) varianst tovabb genotipizaltuk 321 KP betegben és 171 kontrollban.
Betegek és médszerek Il1. A c.811+32C>A varianst genotipizaltuk 122 PDAC betegben ¢s
106 kontrollban és megvizsgaltuk a PDAC-val valo asszocidciot és a tulélésre gyakorolt
hatast. A varians hatasat a splicingra CCKBR minigén vektorokkal transzfektalt sejtvonalakon
vizsgaltuk.

Eredmények |I. A kodolo régio szekvendltatdsakor 4 gyakori varidnst talaltunk:
intronikus variansokat €.23+78 _110del, ¢.183-4C>A, c.1134+32C>A, ¢és egy missense
varianst C.616G>A (p.V206M) melyek teljes kapcsoltsagban o6roklddtek, mint konzervalt
haplotipus. A haplotipus eloszldsa nem mutatott szignifikdns kiillonbeséget betegek ¢és
kontrollok kozott.

Eredmények I1I. A ¢.811+32C>A varians allélfrekvencidja kozel azonos volt betegek és
kontrollok kozott (17.9% és 18.4%). A talélést vizsgalva nem volt kiilonbség a varianst
hordozo (257 nap) és vad tipusu (266 nap) betegek kozott. Varians és vad tipusu CCKBR
minigének kifejezédése kozott nem volt kiilonbség.

Megbeszélés |. Eredményeink azt mutatjak, hogy az SLC26A6 variansok nem
befolyasoljak a KP kialakulasanak rizikojat.

Megbeszélés |1: Ezek az adatok azt mutatjdk hogy a CCKBR génben taldlhato

€.811+32C>A varians nem befolyésolja a pancreas rak rizikdjat és a tulélésre sincs hatassal.
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