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BEVEZETES

A hasnyalmirigy gyulladasos megbetegedésének harom formaja van: az akut, a rekurrens akut
¢s a kronikus pancreatitis. Ezen klinikai megjelenési formak gyakran egymast kovetik és
progressziv, recidivald betegséggé alakulnak. A folyamat heveny hasnyalmirigy-gyulladassal
kezdédik, majd ezt kovetik a visszatérd akut gyulladasos epizodok, melyek végiil végstadiumu
kronikus pancreatitishez vezetnek. Ezt a korlefolyast egyrészrdl olyan altalunk befolyasolhato
kornyezeti kockazati tényezok vezérlik, mint a kronikus alkoholfogyasztas vagy a dohanyzas,
masrészrél pedig genetikai rizikofaktorok allhatnak a hatterében, amelyek féleg a
hasnyalmirigy altal termelt emésztd enzimeket kodold génekben taldlhatdak. A betegség
kialakulasat meghatarozd genetikai eltérések a hatasmechanizmus szerint kiilonbdzo
ugynevezett pathologiai utvonalakra oszthatoak. Ezek: a koros tripszin aktivitason alapuld
(tripszin-fiiggd), a mutans emésztéenzimek hibas feltekeredésén alapuld (miszfolding-fiiggo)
¢és a hasnyalmirigy kivezetdcsovek csokkent miikodésén alapuld (duktalis) Gtvonalak. Jelen

tézis a miszfolding-fiiggo és a tripszin-fliggd Gtvonalakat érintd kisérleteket ismertet.

A miszfolding-fiiggé Gtvonalhoz olyan gének mutécioi tartoznak, amelyek a pancreasban
termel6d6 emésztéenzimek hibas feltekerddését valtjak ki, és ezaltal endoplazmas retikulum
stresszt okoznak a pancreas mirigysejtjeiben. Szamos genetikai varians, amely hibas fehérje-
felteker6dést okoz lipaz géneket érint, példaul a karboxil észter lipaz (CEL) vagy a pankreatikus
lipaz (PNLIP) génjét. Hasonloan a PNLIP-hez, az annak rokonfehérjéjét kodolo PNLIPRP2
génben 1évo eltérések is novelhetik a kronikus hasnyalmirigy-gyulladasra valo hajlamot. Egy
gyakori, ugynevezett nonszensz PNLIPRP2 varians a p.W358X a fehérje megrovidiilését
okozza. HEK 293T sejtekben kifejezve a mutans PNLIPRP2 protein nem szecernalddik a
sejtbol és a sejten beliil csapadékot formal, ami ER stresszt okoz. Ezen megfigyelések alapjan
a p.W358X varians hajlamosithat a kronikus pancreatitis kialakulasara, azonban ezt meger6sitd
vizsgalat ezidaig nem tortént.

A tripszin-fliggd utvonalhoz olyan gének mutacioi tartoznak, amelyek pancreas
emésztOenzimeket vagy egy tripszingatloszert kodolnak, ezzel szabalyozva az
intrapancreatikus tripszinaktivitast. Ezek a genetikai eltérések ugy vezetnek hasnyalmirigy-
gyulladashoz, illetve annak progressziojahoz, hogy megnovelik az emésztésért felelds
enzimprekurzornak, a tripszinogénnek az ektopias, intrapancreatikus atalakulasat annak aktiv
formajava, a tripszinné. A human Kationos tripszinogént kodolo szerin proteaz 1 (PRSS1)
génben 1évo tigynevezett funkcionyeréses mutaciok hatdsara vagy a tripszinogén lebomlasa

gatlodik vagy a tripszinogén autoaktivacidja fokozodik. A szerint protedz inhibitor Kazal tipus



1 (SPINK1) és kimotripszin C (CTRC) génekben el6forduld ugynevezett funkcidvesztéses
mutaciok karositjak a fokozott tripszinaktivitas elleni védelmet, ugy, mint a tripszinogén CTRC
altal torténé lebontasat vagy a tripszinaktivitds SPINK1 altal megvalosulo gatlasat. A
tripszinogén pathogén szerepe a kronikus hasnyalmirigy-gyulladasban szamos, a Sahin-Téth
laboratorium altal kifejlesztett egérmodellen keresztiil is bizonyitast nyert. Ezek az egértorzsek
az egér kationos tripszinogén T7-es izoformajaban hordoznak mutaciokat. A T7D23A és
T7K24R egerek a p.D23A, illetve a p.K24R mutaciokat hordozzak a tripszinogén aktivacios
peptidjében. A mutéaciok hatdsara a tripszinogén autoaktivacidja jelentdsen felgyorsul, ami 50-
szeres (T7D23A), illetve 5-szoros (T7K24R) fokozddast jelent. A heterozigota T7TD23A egérben
mar fiatalon spontan akut pancreatitis 1ép fel, amely rovid idén beliil kronikus betegségbe
progredial. A homozigota T7K24R egerekben nem alakul ki spontan betegség, azonban
kisérletesen, a bélhormon analdg cerulein felhasznalasaval kivaltott pancreatitisiik sokkal
stilyosabb, mint a vadtipusit C57BL/6N egereknél. Az is megfigyelhetd, hogy a T7K24R
egerekben az akut pancreatitis rohamosan idiilt gyulladassa alakul, mig a C57BL/6N egerekben
a heveny gyulladasos epizdd rovid idén beliil meggyogyul. Ezen ugynevezett knock-in
egérmodelleken kiviil, Dr. Baoan Ji laboratériuma a Mayo Klinikan szamos transzgén
egérvonalat fejlesztett ki, amelyek a human tripszinogén géneket, illetve azok mutans formajat
hordozzak. Osszességében elmondhatd, hogy ezek az egérmodellek lehetévé teszik a

preklinikai gyogyszertesztelést kronikus pancreatitisben.

A genetikai, a biokémiai és az allatmodell kisérletek altal nyujtott bizonyitékok a tripszint
egyértelmii terapias célpontként azonositjak kronikus pancreatitisben. Bar a tripszininhibitorok
korai preklinikai tesztelése ragcsalokon igéretes eredményeket hozott, a betegeken végzett
klinikai vizsgalatok nem tamasztottak ala egyértelmiien a hatasossagukat. Dr. Baoan Ji
laboratériuma 2019-ben kozolte, hogy a véralvadasgatld dabigatran etexilat meggydgyitotta,
illetve visszaforditotta a ceruleinnel kivaltott pancreatitist olyan transzgén egerekben, amelyek
a human PRSS1 gént hordoztak az 6rokletes kronikus pancreatitisben leggyakrabban eléfordulo
p.R122H mutacioval. A dabigatran etexilat (Pradaxa) egy vilagszerte alkalmazott szajon at
szedhetd reverzibilis trombin inhibitor, amelyet pitvarfibrillacioban alkalmaznak hosszutava
antikoagulalas végett. A béltraktusbol torténd felszivodasa utan a dabigatran etexilatot a vérben
nemspecifikus észterazok alakitjak at az aktiv hatdéanyaggd, dabigatranna. Dr. Ji és munkatarsai
ugy vélték, hogy a dabigatran hatdsossdga a hasnyalmirigy-gyulladds kezelésében a
véralvadéasgatlas révén magyarazhatd. Ugyanakkor, a dabigatran egy benzamidin szarmazék,

¢és korabbi tanulmanyok kimutattdk, hogy gatolja a marha tripszint 50,3 nM-os inhibitoros



konstanssal (Kj). Ezért azt feltételeztiik, hogy a dabigatran terapias hatasa a PRSS1 p.R122H
mutaciot hordozo transzgén egerekben inkabb a tripszingatlasnak kdszonhetd a pancreasban,

mintsem a trombingatlasnak a keringésben.

CELKITUZESEK

Célkitiizés 1. A PNLIPRP2 gén c.1074G>A (p.W358X) variansanak vizsgalata kronikus
hasnyalmirigy-gyulladasban. Célkitlizésiink volt azon hipotézis vizsgalata, hogy a PNLIPRP2

gén p.W358X mutacidja noveli a kronikus hasnyalmirigy-gyulladas kialakulasanak az esélyét.

Célkitiizés 2. A dabigatran preklinikai vizsgalata kronikus hasnyalmirigy-gyulladasban.
Célkitlizéstink volt, hogy az 0j tipusu antikoagulans gyogyszer, a dabigatran tripszingatld
hatasat vizsgaljuk egér és humdn tripszin izoformakon, tovabba, hogy a dabigatran etexilat
terapias hatékonysagat teszteljitk a TTK24R és T7D23A egértorzsek segitségével tripszin-fiiggd

pancreatitisben.

ANYAGOK ES MODSZEREK

A PNLIPRP? gén c.1074G>A (p.W358X) variansanak vizsgalata kronikus hasnydalmirigy-
gyulladdsban

Nomenklatara

A nukleotidok szamozasa a kddolo DNS szamozast koveti. A transzlacio start kodonjanak, az
ATG-nek, az elsé nukleotidjat jeloltik mint +1. Az aminosavak szamozasa a PNLIPRP2
elsddleges transzlacios termékének lanckezdd metioninjaval kezdédik. A PNLIPRP2 NCBI
genomi referencia szekvenciaja (NC_000010.11, Homo sapiens chromosome 10, GRCh38.p12
primary assembly) és az NCBI kodolo referencia szekvenciaja (NM_005396.4) a minor, a
csonka fehérjét kodolo allélt jeloli referenciaként. Szdmunkra a teljes hosszusaga PNLIPRP2
szekvencia szolgalt referenciaként a PNLIPRP2 variansok megjel6lésére. Ennek értelmében
esetlinkben a nonszensz, csonka fehérjét eredményez6 p.W358X varians valik a minor allélla,

és ezaltal a varians bioldgiailag jobban értelmezhet6 lesz.

Vizsgalati alanyvok

Vizsgalatunkhoz a Magyar Hasnyalmirigy Munkacsoport altal osszegyiijtott genomi DNS
mintakat hasznaltunk (etikai engedélyszam: TUKEB 22254-1/2012/EKU; biobank
engedélyszam: 1F702-19/2012). Osszesen 256 kronikus pancreatitisben szenvedd beteget

vontunk be, melybdl 152 alkoholos, 104 pedig nem alkoholos pancreatitisben szenved.



Tovabba 200, pancreas betegségre negativ kontroll személyt vontunk be. Az altalunk hasznalt
pancreas CDNS mintdk ¢és a hozzdjuk tartozd genomi DNS mintdk (n=9) a Szegedi

Tudomanyegyetem kadaver donoraibol szarmaztak.

DNS szekvenalas

A vizsgalni kivant DNS szakaszt PCR modszerrel amplifikaltuk és Sanger-féle szekvenalas

segitségével analizaltuk. Szekvenald primerként a PCR-hez hasznalt primerek szolgaltak.
A dabigatran preklinikai vizsgalata kronikus hasnydlmirigy-gyulladasban

A dabigatran-tripszin kotddés szerkezeti modellezése

A dabigatran kémiai szerkezetét a PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), a human
mezotripszin 1H4W szerkezetét a Protein Data Bank (PDB) adatbazisabol toltottik le. A
homoldgia alapti modellezés a ClusPro LigTBM (https://ligtbm.cluspro.org/) dokkolé szerver

segitségével tortént.

Enzimkinetikai mérések

Human és egér tripszinogéneket rekombinans modon allitottuk elé Echerichia coli BL21(DE3)
baktériumban, majd ecotin affinitds kromatografidval tisztitottuk meg. A tripszinoldatok
vizsgalt tripszin izoformak Michaelis-Menten enzimkinetikai paramétereit GPR-pNA
kromogén szubsztrattal hataroztuk meg. A Km ¢és kea értékek meghatarozasahoz a
reakcidsebességet a szubsztratkoncentracio fliggvényében abrazoltuk és a telitddeési gorbét a

Prism (GraphPad) szamitogépes program segitségével illesztettiik.

Ceruleinnel kivaltott hasnyalmirigy-gvyulladas a T7TK24R egerekben

Az allatkisérletek kivitelezése a University of California Los Angeles-en tortént (UCLA), az
Allatjoléti Bizottsag engedélyével. Az T7K24R és C57BL/6N egerekben a hasnyalmirigy
gyulladast 8, orankénti intraperitonealis cerulein injekcioval (50 pg/kg) valtottuk ki. Az
allatokat 96 ora mulva aldoztuk fel, és pancreas illetve vérmintat gyijtottiink tovabbi
vizsgalatokhoz. A tripszin- és kimotripszin-aktivitast C57BL/6N és T7K24R egerek frissen

elkészitett pancreas kivonatabol mértiik.

Dabigatran etexilat-kezelés 77D234 és TTK24R egerekben

A T7D23A és TTK24R egereket kétféle modszerrel kezeltiik dabigatran etexilattal; per os: 100
vagy 200 mg/kg dozisban intragasztrikus gavage modszerével, vagy 10 mg/g koncentracioban

prodrugot tartalmazo szilard tappal. A kontroll allatok vagy gyogyszermentes vivéanyagot


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

kaptak vagy standard tapot. A dabigatran plazmakoncentracio-mérés a HEMOCLOT Thrombin

Inhibitor Kit segitségével tortént.
Statisztika

Az atlagok kozti kiilonbséget a Prism 8 (GraphPad) statisztikai program segitségével, két
csoport Osszehasonlitdsa esetén kétmintds t-probaval, tobb csoport Gsszehasonlitasa esetén
ANOVA modszerével elemeztiik, Tukey-Kramer post hoc analizissel. Statisztikai

szignifikanciat P<0,05 értéknél allapitottunk meg.

EREDMENYEK

A PNLIPRP? gén c.1074G>A (p.W358X) variansanak vizsgalata kronikus hasnydalmirigy-
gyulladasban

Vizsgalatunk soran a Magyar Hasnyalmirigy Munkacsoport altal 6sszegytjtott 104 nem
alkoholos ¢és 152 alkoholos kronikus pancreatitisben szenvedd beteget, és 200 kontroll alanyt
genotipizaltunk. Az altalunk amplifikalt, a 11-es exonban és az azt kozrefogd intronikus
régioknak megfeleld 793 bazisparos szakaszban 3 intronikus varianst (¢.1070-379delG, ¢.1070-
321T>C ¢és c.1181+55A>C), egy szinonim varianst (c.1161G>A, p.S387=), egy misszensz
varidnst (c.1084G>A, p.V362I) és a trunkacios ¢.1074G>A (p.W358X) varianst azonositottuk.
A gyakoribb variansok, a 1070-321T>C, a p.W358X, a p.V362l, ap.S387=¢és a c.1181+55A>C
konzervalt haplotipust alkottak (CAAAC). Egy masik gyakori haplotipus (CGGAA) pedig a
€.1070-321T>C és p.S387= variansokat tartalmazta. Az allélfrekvenciakat tekintve a variansok
megoszlasa a beteg és a kontrollcsoport kdzott nem mutatott szignifikans kiilonbséget. Nem-
alkoholos és alkoholos alcsoportonként vizsgalva a betegpopuléciot sem talaltunk dsszefliggést
a variansok jelenléte és a betegség kozott. Genotipuselemzés dominans vagy recessziv
modellek alapjan sem mutatott szignifikans eltérést a genotipusok gyakorisaga a betegek ¢és a
kontrollok kozott, akar az Osszes beteget, akar a nem-alkoholos vagy alkoholos
betegcsoportokat vizsgaltuk. A harom haplotipus a kronikus pancreatitises csoportban a
kontrollcsoporthoz hasonlitva nem mutatott jelentds kiillonbséget a CGGAA haplotipust kivéve,
amely a nem alkoholos betegcsoportban a kontrollokhoz képest halmozottan fordult ¢l6 (OR

1,6, P 0,04). Ezt az Gsszefiiggést a limitalt elemszam okozta fals asszociacionak véljik.

Ahhoz, hogy a PNLIPRP?2 teljes hosszsagu és csonka alléljainak relativ mRNS expressziojat
megitéljik, kadaver donorbdl szarmazé cDNS és genomi DNS mintakat vizsgaltunk. A 9

vizsgalt genomi DNS minta kozott a trunkacios allélt tekintve 5 heterozigota és 1 homozigota



igazolodott. A heterozigota genomi szekvenciak elektroferogramja két, megkozelitdleg azonos
méretli jelet mutatott a p.W358X és p.V362I pozicidban. A heterozigbta cDNS mintak
szekvenalasa soran azonban egy, a teljes hosszisagu allélnak megfeleld jelet észleltiink
ugyanezen poziciokban, de a minor csonka allélnak megfelel6 jelek nem volt detektalhatok. A
trunkdécios allélra homozigdta cDNS PCR amplifikécidja alatdmasztotta az mRNS expresszio
hianyat, miutan gélelektroforézis soran nem volt kimutathaté mennyiségii PCR termék lathato.
Ezzel a megfigyeléssel egybevag, hogy a Genotype-Tissue Expression (GTEX) Portal adatai

szerint a csonka haplotipus variansai mind csokkent PNLIPRP2 mRNS expresszidval tarsulnak.
A dabigatran preklinikai vizsgalata kronikus hasnydlmirigy-gyulladasban

Hipotézisiinkben azt vetettiik fel, hogy a dabigatran etexilat terdpids hatdsa a hasnyalmirigy-
gyulladas kezelésében a dabigatran tripszingatld hatasaval fiigg 6ssze. Mivel a dabigatran egy
benzamidin szarmazEk, ezért varhato, hogy a tripszint és tripszinszerti enzimeket kompetitiven
gatolja. Tudomasunk szerint azonban ezt a gatlé hatast human és egér tripszin izoformakon
ezidaig még nem vizsgaltak.

A dabigatran tripszingatld hatasanak igazolasara el@szor homologia alapu szerkezeti
modellezéssel mutattuk be, hogy a dabigatran képes kotédni a tripszin szubsztratkoté zsebéhez.
Modelliinkén lathatd, hogy a dabigatran a human mezotripszinhez (1H4W szerkezet, PDB)
kotodik, ahol a dabigatran amidin része kolcsonhatasba 1ép a tripszin szubsztratk6to zsebében
az Aspl194 oldallanccal, és a benzamidint, a disztalis piridin gy(rit, illetve a propansav véget
Osszekoté N-metil-benzimidazol vaz az enzim katalitikus triadja folott helyezkedik. A

dabigatran benzamidin része atfedésben van az 1H4W mezotripszinhez kotott benzamidinnel.

Annak érdekében, hogy Osszehasonlitsuk a benzamidin és a dabigatran gatlo hatasanak
mértékét, enzimkinetikai méréseket végeztiink 3 human tripszin izoforman (PRSS1, PRSS2,
PRSS3) és 4 egér tripszin izoforman (T7, kationos tripszin és T8, T9, T20, anionos tripszinek).
A benzamidin esetében mikromoldris Kj értékeket mértiink (3,3-20,6 uM és 4,2-22,6 uM,
egyéni illesztések atlagolasa, illetve a teljes adatsor globalis illesztése alapjan), mig a dabigatran
koriilbeliil 200-400-szor erésebb gatloszernek bizonyult, nanomolaris Kj értékeket mutatva (10—
65 nM és 10,3-78,9 nM, egyéni illesztés atlagolasa, illetve a teljes adatsor globalis illesztése
alapjan). A benzamidin az anionos tripszin izoformak aktivitasat a kationos tripszinek
aktivitasandl némileg erdsebben gétolta, 4m ez a tendencia a dabigatran esetében kevésbé volt
szembetlind. A dabigatran korabban marha tripszinen mért és kozolt K; értéke és az altalunk
mért értek 1ényegében megegyeztek. A dabigatran a human tripszineket legalabb olyan

mértékben, de inkabb erésebben gatolta, mint az egértripszineket, ami arra utal, hogy a



preklinikai egérkisérletek eredményei felhasznalhatok lesznek a késobbi klinikai vizsgalatok
tervezésében. Kisérleteink azt mutatjak, hogy a benzamidin szarmazékok, mint pl. a dabigatran,
altalanosan hatasosak tobbféle tripszin ellen és gatld hatasuk sokkal er6sebb, mint az
anyavegyiileté.

cres

mely soran 1x100 mg/kg dozisu dabigatran etexilat utan kovettik az egérplazma
hatoanyagszintjét 8 6ran keresztiil. A dabigatran szint a gavage-t kovetéen 30 percen beliil
meredek emelkedésnek indult, majd maximumat 1 6ra mulva érte el, ami utan gyorsan
csokkent, és a 4 és 8 oras mérési pontokban mar csak igen alacsony dabigatran szint volt
detektalhatd. Fontos megjegyezniink, hogy a csucskoncentraciok tobb, mint két nagysagrenddel
a tripszingatlas K; értékei felett voltak. Masodik kisérletiinkben az egereket 10 mg/g
koncentracidan dabigatran etexilatot tartalmaz6 szilard tappal etettiik egy héten keresztiil, majd
allandobb plazmakoncentraciot eredményezett, a mért értékek tilnyomo része a 600-800 nM-
os tartomanyba esett. Ez a gydgyszerszint még mindig 10-szer magasabb, mint a dabigatran Ki
értéke, amelyet az egértripszinek esetében mértiink. A harmadik kisérlet soran 3 hetes T7D23A
¢s C57BL/6N egerek dabigatran plazmaszintjét vizsgaltuk, miutan 1 héten keresztiil dabigatran
etexilatot tartalmazo tapot (10 mg/g) fogyasztottak. A C57BL/6N ¢és T7D23A egerek
plazmaszintje k6zott nem észleltiink szignifikans kiilonbséget, amely azt bizonyitja, hogy a két
egértdrzs hasonloképpen fogyasztott a gyogyszert tartalmazo tapbol, illetve, hogy a T7D23A
egerekben spontan kialakul6 kronikus pancreatitis nem befolyésolta a dabigatran hasznosulasat

a szervezetiikkben.

A T7K24R egértdrzs a p.K24R mutaciét hordozza a kationos egértripszinogénben (T7
izoforma), amely megfeleltethetd a hasnyalmirigy-gyulladassal asszocialt human p.K23R
mutacionak a PRSS1 génben. Ismert, hogy a T7K24R egerekben a ceruleinnel kivaltott
hasnyalmirigy-gyulladas progressziv lefolyast, mivel egyetlen akut epizdd utan kifejezett,
fibrozissal és makrofag beszlir6déssel tarsuld mirigysejt-sorvadas alakul ki a pancreasban.
Miel6tt a dabigatran hatasat teszteltik ezen egérmodellen, megvizsgaltuk az egerek
intrapancreatikus tripszin és kimotripszin aktivitdsat 8, oranként beadott cerulein vagy
fiziologias soéoldat intraperitonedlis injektaldsa utdn. A protedzok aktivitdsat a cerulein
beadasatdl szamitott 1 6ra mulva, illetve 1, 2 és 3 nap mulva mértiik meg. A ceruleinnel oltott

C57BL/6N egerekhez képest a T7TK24R egerekben a hasnyalmirigyben 1évé tripszin aktivitasa



legalabb 10-szer olyan magas volt, amely érték az 1. és 2. napon is fennmaradt, majd végiil a
3. napon a mirigysejtek sorvadasaval egyidében csokkent le. A kKimotripszin-aktivitas szintén
magasabb volt a T7K24R egerekben. Az 1. napon 20-szor magasabb értéket mutatott, mint
C57BL/6N egerekben, majd meredeken zuhant a 2. és 3. napon. Ahogyan az varhat6 volt, a
sooldattal kezelt egerekben nem volt mérhetd intrapancreatikus proteazaktivitas. A ceruleinnel
kezelt T7K24R egerekben mért magas tripszinaktivitas alatamasztotta, hogy a tripszingatlo
terapia hatasos lehet a pancreatitis kezelésére ebben az egérmodellben. Igy kisérleteink soran
hasnyalmirigy-gyulladast valtottunk ki T7K24R egerekben 8, oOranként intraperitonalisan
beoltott cerulein injekcioval, majd 96 oraval késébb felaldoztuk az allatokat. A dabigatran
etexilat teszteléséhez intragasztrikus gavage-t alkalmaztunk, amit az egerek 30 perccel az utolséd
injekci6 utan kaptak meg. Negativ kontrollként olyan T7K24R egerek szolgaltak, amelyekben
nem valtottunk ki gyulladast, a pozitiv kontroll csoportba pedig gydgyszermentes vivoanyaggal
kezelt, ceruleinnel oltott T7K24R egerek tartoztak. Amikor Gsszehasonlitottuk az egerek
testsulyat a kisérlet elején és végén, a gyogyszerrel nem kezelt, pancreatitisben szenvedé egerek
stlya enyhe mértékben csokkent. Ez a jelenség a gyors mirigysorvadassal Osszefiiggésbe
hozhat6 atmeneti emésztési zavarnak koszonhetd. Ezzel ellentétben, a dabigatran etexilattal
kezelt, pancreatitisben szenvedé T7K24R egerek stlya nem valtozott, amely megfigyelés a
gyogyszer protektiv hatasat tdimaszthatja ala. A vivoanyaggal kezelt beteg egerek pancreassulya
szignifikansan lecsokkent, majdnem a normal pancreassuly felére. A szerv atrofids
stlycsokkenése azutan is kimagaslo mértékli maradt, miutan azt az egerek testsulydhoz
viszonyitva abrazoltuk. A pancreas sulya a dabigatran etexilattal kezelt egereknél jelentds
mértékben magasabb volt, s6t, néhany esetben a normal pancreasstlyhoz kozeli értékeket
észleltlink, ami arra utalt, hogy a gyogyszer kivédte vagy visszaforditotta az acinusok jelentds
mértékll sorvadasat. A kezeletlen, pancreatitises T/K24R egerek plazmdjaban alacsony
amilazaktivitast mértiink 4 nappal a cerulein oltdsok utan, ami hasonld volt a kontroll,
pancreatitisben nem szenvedé egerek plazmajaban mért amilazaktivitashoz. Erdekes modon, a
dabigatran etexilattal kezelt 15 allatbol 4 esetében tobb, mint 3-szor magasabb plazma
amilazaktivitast mértiink, ami fennall6 acinussejt karosodasra utalhat. A 15 gyogyszerrel és 10
gyogyszermentes vivOanyaggal kezelt egér hasnyalmirigyének szovettani elemzése az intakt
mirigysejtek nagymértékii veszteségét mutatta a gyogyszermentes vivOanyaggal kezelt
csoportban. Az allatok majdnem felében a dabigatran kiemelkedd, egyes esetekben teljes
gyogyulashoz vezetd terapias hatast fejtett ki. Jelentds, am nem teljes (30-50% intakt
acinussejt) terapias hatast észleltiink az egerek koriilbeliil 20%-aban, mig az allatok 30%-aban

a kezelés hatasa korlatozott mértékii volt, beleértve 2 esetet, ahol egyaltalan nem értiink el
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hatast. A 4, emelkedett plazma amildzaktivitdst mutatd, gyogyszerrel kezelt egér
hasnyalmirigyének szovettani elemzése részleges hatast mutatott, 13%, 15%, 35%, illetve 45%-
nyi lathato ép mirigysejttel. Osszeségében elmondhato, hogy az ép acinusok szdma a dabigatran
etexilattal kezelt csoportban szignifikdnsan magasabb volt a kizardlag vivéanyagot kapott
kontrollcsoporthoz képest, amely arra enged kdvetkeztetni, hogy a dabigatran a tripszin-fiiggé

pancreatitis ezen modelljében hatasos.

A dabigatran etexilat terapids hatasat vizsgaltuk egy spontan pancreatitisben szenvedd
egérmodellben is. A T7D23A egértorzs a p.D23A mutaciot hordozza a Kkationos
egértripszinogénben (T7-es izoforma), amely megfeleltethetd a human PRSS1 génben talalhato
hasnyalmirigy-gyulladassal asszocidlt p.D22G mutacionak. Ezen mutécié a tripszinogén
autoaktivaciojat 50-szeresére ndveli és mar fiatal egerekben (3-5 hetes korban) spontan
kialakulo, progressziv hasnyalmirigy-gyulladashoz vezet. Az elsé kisérlet soran 3 hetes
T7D23A egereket kezeltiink két héten keresztiil kiilonb6zd dozisu dabigatran etexilattal napi
egyszeri 100 mg/kg, napi kétszeri 100 mg/kg és napi egyszeri 200 mg/kg intragasztrikus
gavage-t alkalmazva. Kontrollként kezeletlen T7D23A egereket és CS57BL/6N egereket
hasznaltunk. Az egereket 5 hetes korukban aldoztuk fel. Ezen életkorra a T7D23A egereknél
korai kronikus hasnyalmirigy-gyulladas alakul ki. A kisérleti id6szakban mindkét egértorzs
sulya gyarapodott, tehat a gavage nem befolyésolta az étkezésiik mindségét, a stilygyarapodas
mértéke enyhén volt csak alacsonyabb a T7D23A egerekben a C57BL/6N egerekhez képest. A
kezeletlen T7D23A egerek hasnyalmirigy tomege a kezeletlen C57BL/6N egerekéhez
viszonyitva sokkal alacsonyabb volt, amely a korai kronikus pancreatitisben kialakulé massziv
pancreas sorvadasnak koOszonhetd, s ez a Kkiilonbség az értékek testsilyhoz torténd
normalizalasa utan is kifejezett maradt. A T7K24R egerekben megfigyelt hatassal ellentétben,
a T7D23A egerekben a dabigatran etexilat kezelés nem javitott a pancreas stlyokon, sot,
egyértelmli romlo tendenciat mutatott a pancreas sulycsokkenés mértéke a névekvd dabigatran
etexilat dozissal, bar a mért kiilonbségek a statisztikailag szignifikans szintet nem érték el. A
plazma amilazaktivitas alacsony volt a kezeletlen T7D23A egerekben a C57BL/6N egerekhez
képest, de szignifikans kiilonbség nem volt kimutathato a két csoport kozott ebben az esetben
sem. A kisebb pancreassulynak megfelelden a kezelt T7D23A egerekben alacsonyabb volt a
plazma amildzaktivitds a kezeletlen T7D23A kontrollokhoz képest. A pancreas szovettani
elemzése hasonld stlyossagu kronikus pancreatitis képét mutatta mindkét T7D23A csoportban,

s

eredményei azt mutatjak, hogy a dabigatran etexilat intragasztrikus gavage-zsal torténd
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adagolasa nem védi ki vagy gydgyitia meg a T7D23A allatokban kialakuld spontan
hasnyalmirigy gyulladast. Feltételezziik, hogy T7D23A egérmodell esetében egyenletes,
folyamatos gyogyszerkoncentraciora van sziikség a plazmaban ahhoz, hogy 1étrej6jjon a teljes

mértéki tripszingatlas a pancreasban és ezaltal a betegséget hatékonyan kezelni tudjuk.

Kovetkezésképpen megvizsgaltuk milyen hatast ériink el akkor, ha a szilard tapba kevert
dabigatran etexilattal (10 mg/g) etetjiik a T7D23A egértorzset. Haromhetes egereket 1 héten
keresztiil taplaltunk a gydgyszert tartalmazd tappal, majd 4 hetesen felaldoztuk Oket. 4
vizsgalati csoportot kiilonbdztettiink meg a kisérlet soran: kezelt és kezeletlen C57BL/6N
kontrollokat, illetve kezelt €és kezeletlen T7D23A egereket. Az Gsszes csoportban az egerek
stlya ugyanolyan mértékben gyarapodott az egyhetes kezelés alatt, amely azt mutatja, hogy
kielégité mértékben fogyasztottak a gydgyszertartalmu tapbol. A gyogyszerrel kezelt T7D23A
egerekben a hasnyalmirigy stlyanak kismértétk(i novekedése volt megfigyelhet6. Mivel
hasonld6 mértékii pancreas suly novekedést lattunk C57BL/6N egerekben is, arra
kovetkeztettiink, hogy ez a jelenség nem all Gsszefiiggésben a pancreatitis-szel. Ismert, hogy a
tripszininhibitorok hosszatava alkalmazéasa egereknél a pancreas tOmegének novekedését
okozza egy a kolecisztokininhez kotott visszacsatolasi mechanizmussal. Kisérleteinkben is
ennek lehettiink tanti. A plazmaban mért amilazaktivitas hasonlé mértékti volt mind a 4
csoportban. A szovettani képek normal pancreas hisztologiai képét mutattdk CS57BL/6N
egerekben és korai fazisu kronikus pancreatitist T/D23A egerekben, a dabigatran etexilat
kezelésnek nem volt lathaté hatasa. Osszeségében elmondhatjuk, hogy az T7D23A egerek
dabigatran etexilatot tartalmazé tappal torténd kezelésének eredményei azt mutatjak, hogy a

gyogyszer nem befolyasolta a spontan hasnyalmirigy-gyulladas kialakulasat.

DISZKUSSZIO

Munkank soran egy potencialis genetikai riziko faktort vizsgaltunk kronikus pancreatitisben és
preklinikai vizsgalatokat végeztiink egy olyan gyogyszeren, amely igéretes lehet, mint az

orokletes pancreatitis terapiaja.

A PNLIPRP? gén c.1074G>A (p.W358X) variansanak vizsgalata kronikus hasnyalmirigy-
gyulladasban

Ezen tanulmanyunkban megvizsgaltuk, hogy egy gyakori genetikai varians a PNLIPRP2
génben megndveli-e a kronikus pancreatitis kialakuldsanak esélyét. A p.W358X varians egy

korai stop kodont hoz létre a fehérjét kodold génben, amely a transzlaciot leallitja és ezaltal egy
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rovidebb, csonka PNLIPRP2 fehérjét eredményez. A p.W358X varians és a kronikus
pancreatitis kialakulasa k6zott nem talaltunk Osszefiiggést sem a teljes beteg kohorszban, sem
pedig az alkoholos vagy a nem alkoholos csoportokat kiilon vizsgalva. Megallapithatjuk tehat,
hogy a varians nem rizikofaktora a kronikus hasnyalmirigy-gyulladasnak. Korabbi irodalmi
adatok szerint a p.W358X varians megnovelheti a betegség kialakulasanak esélyét, amennyiben
a hibas feltekeredés miatt ER stresszt valt ki és ez korai mirigysejthalalhoz vezetne. Ez a
forgatokonyv azonban csak akkor 1épne érvénybe, ha a PNLIPRP2 elég nagy mértékben
fejez6dne ki ahhoz, hogy az ER fehérje feltekeré kapacitasat talterhelje. Kisérleteinkben
megvizsgaltuk a p.W358X allél expresszidjat a teljes hosszasagu, vad tipusu PNLIPRP2
allélhoz képest. Enhez PCR-rel amplifikaltunk olyan human pancreasbol szarmazo cDNS-eket,
amelyek heterozigota vagy homozigdta formaban hordozzdk a PNLIPRP2 p.W358X varianst,
majd a PCR termékek analizisébdl kovetkeztettiink az mRNS expresszid mértékére.
Eredményeink alapjan a p.W358X varians a PNLIPRP2 génben dramaian lecsokkentette az
MRNS expressziot a teljes hosszsagh allélhoz képest. Minden bizonnyal, a p.W358X varianst
kodold6 mRNS egy degradaciés mechanizmuson, az Ggynevezett nonszensz medidlt mRNS
lebontason megy keresztiil. Az altalunk végzett vizsgélatok adatai alapjan az mRNS expresszid
a csonka varians esetében elhanyagolhaté mértékli. Az alacsony mRNS expressziora vald
tekintettel nem valoszinli, hogy a csonka varians funkcionyerés révén okozna kronikus
pancreatitist vagy megnovelné a betegség kialakulasanak kockéazatat, mint ahogyan arra

korabbi, transzfektalt sejttenyészetben végzett tanulmanyok utaltak.

A PNLIPRP2 p.W358X allél igen magas prevalencidja (48%-os allélfrekvencia) az atlagos
populacidban arra utal, hogy ez a varians kozvetleniil nem lehet felelés semmilyen emberi
korkép kialakulasaért. Elképzelhetd azonban, hogy a fehérje lipazfunkciojanak elvesztése
mégis hatdssal van az emberek egészségiigyi allapotara, pl. befolydsolja a taplalek
hasznositasanak a hatékonysagat és ezaltal a novekedést. Felmeriil annak a lehetdsége is, hogy
a p.W358X varidns emberekben egy teljesen joindulatu funkcidvesztéssel jard genetikai

elvaltozas, aminek hatasat mas lipazok teljes mértékben kompenzaljak.
A dabigatran preklinikai vizsgalata kronikus hasnyalmirigy-gyulladdasban

Tanulmanyunk egyik f6 célja volt a tripszin gatlasanak lehetséges terapias vagy prevencios
szerepét feltarni kronikus pancreatitisben. Foként azon hipotézisiinket szerettiik volna
vizsgalni, mely szerint a dabigatran etexilat nemrégiben publikalt terapias hatékonysaga
transzgén egerekben I1étrehozott kisérletes pancreatitis esetén a gyogyszer tripszingatlo

hatdsanak volt koszonhetd. El6szor, a dabigatran molekula tripszinhez valo kotddését
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modelleztiik homologia-alapi dokkolassal és igazoltuk a dabigatran kotddését a tripszin
szubsztratkotd zsebéhez. Kisérletesen megerdsitettiik, hogy a dabigatran az Osszes altalunk
vizsgalt tripszin izoformat hasonloképpen és mértékben gatolja, illetve, hogy tébbszazszorosan
er6sebb kompetitiv inhibitor, mint kiindulasi vegyiilete, a benzamidin. Kisérleteink
megmutattak, hogy az olyan benzamidin szarmazékokkal, mint a dabigatran, igen erds
tripszingatlohatast lehet elérni és ezek a vegyliletek hatasosak a kiilonboz6 tripszinfajtak ellen.
Egérkisérletekkel bizonyitottuk, hogy a dabigatran etexilat szdjon at térténd adagolasa olyan
mértékii plazmakoncentraciot eredményez, amely teljesen gatolhatja a tripszint a pancreasban.
Ezzel a gyogyszerelési modszerrel azonban a dabigatran szint a vérben viszonylag gyorsan
csokkent és a gyogyszer par oran beliil szinte teljesen eliminalodott a plazmabol. Amikor a
dabigatran etexilatot szilard tapba keverve (10 mg/g) adagoltuk az egereknek, alacsonyabb, de
egyenletesebb plazmaszintet tudtunk elérni (~300-400 ng/mL), amely még mindig 10-szer

magasabb volt, mint a tripszin izoformakkal mért K; értékek.

Azért, hogy jellemezziik a dabigatran-etexilat hatdsat tripszin-fliggd pancreatitisben, két, a
Sahin-Toth laboratorium altal nemrégiben kifejlesztett egérmodellt hasznaltunk, a homozigdta
T7K24R egereket és a heterozigota T7D23A egereket. A T7TK24R egereken végzett kisérleteink
eredményei megerdsitették a dabigatran etexilat korabban publikalt hatdsossagat cerulein altal
kivaltott, progressziv kronikus hasnyalmirigy-gyulladdsban. Megallapitottuk, hogy egyetlen, az
utols6 cerulein injekcio utan nem sokkal adott dabigatran etexilat gavage elegendé volt a
terapias hatas eléréséhez. Erdekes modon némi variabilitas volt lathatd a terapias hatésra
vonatkozéan. Ugy sejtjiik, hogy a tripszin teljes mértékii gatlasahoz a pancreasban nem mindig
elegend6 a dabigatran plazmaszintje, amit egyrészrol befolyasolhat a gavage sikeressége,
masrészrol pedig a béltraktusbol torténd felszivodds mértéke. A plazma dabigatran
koncentracioja egy adag gavage beadasa utan 1 6ra mulva érte el csucsat, amely szintén azt a
nézépontunkat erdsiti, hogy a gyodgyszerfelszivodas €és a vérkoncentracio kritikus pontjai a
terapias hatékonysag mértékének.

Mas kisérletekben a spontan, gyorslefolyasu kronikus pancreatitisben szenvedé T7D23A
egereket vizsgaltuk. A dabigatran etexilat hatasat korai életkorban, a pancreatitis kezdetén
teszteltiik 1 és 2 hetes gyogyszerdozirozasi sémakat alkalmazva. Az egereket naponta
Kivitelezett gavage-zsal kezeltiik, vagy gyogyszert tartalmazo szilard tappal etettilk. Meglep6
modon egyik modszer sem bizonyult hatasosnak. Ugy véljiik, hogy a T7D23A egerek vérében
elért dabigatran koncentracid nem volt elegendd a terapids tripszingatlas kivaltasahoz.

Feltehetden a gavage altal elért, rovid ideig fenndlld csticskoncentracié lehetett volna elégséges
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ehhez, de a gyogyszeres tappal csak ennél jelentésen alacsonyabb szintet tudtunk a vérben
elérni. Megjegyezziik, hogy a T7TK24R egerekhez képest a T/TD23A egerek egy sokkal erdésebb
hatast kivaltd, ezaltal agresszivebb fenotipusos megjelenést okozd tripszinogén mutéaciot
hordoznak. Ebbdl kifolydlag feltételezhetd, hogy a T7D23A egerek sokkal magasabb
dabigatran  vérkoncentraciot igényelnek a tripszinaktivitas sikeres gatlasahoz a
hasnyalmirigyben. A dozis fliiggés mellett sz6l az a megfigyelésiink is, hogy a legnagyobb

hatast a napi kétszer adott gavage-nal figyeltiik meg.

Kisérleteink célja annak igazolasa volt, hogy a dabigatran etexilat alkalmazasa a dabigatran
tripszingatlo hatasa révén fejt ki terapias hatast pancreatitisben. Bar az eredményeink nagy
része tamogatja ezt a hipotézist, itt kell megemliteniink, hogy a dabigatran mas élettani
folyamatokat is befolyasol, amelyek hatassal lehetnek a pancreas gyulladasanak mértékére vagy
gyogyszer véralvadasgatld hatasa lehet felelds vagy legalabbis hozzajarul a pozitiv terdpias
hatashoz. Figyelemre méltd azonban, hogy kisérleteik soran a tripszingatld hatassal nem
rendelkez6 Xa faktort gatld apixaban (100 mg/kg) nem befolyasolta a pancreatitis sulyossagat.
Ezzel ellentétben, amikor apixabant és a szerin proteaz gatlo camostatot (200 mg/kg) egyszerre
alkalmaztak kezelés gyanant, igen kedvezd hatést értek el, mig kizarolag camostat adasaval
csak részleges hatds volt megfigyelhetd. Ennek Ilehetséges magyarazata az, hogy a
véralvadasgatlo apixaban elGsegiti a tripszingatldo camostatnak a bejutasat a pancreas szovetbe,
ezzel novelve annak terapias hatasossagat. Korabbi ragcsalokon végzett, illetve klinikai
kohorsz tanulmanyok is kimutattdk, hogy az antikoagulans terapia elényds lehet
pancreatitisben, mert feltehetden a fibrindepozitumok eltadvolitdsa révén javitja a szoveti

mikrokeringést és ezaltal az oxigénellatast.

Kisérletes eredményeinket 0sszefoglalva, ugy érezziik, hogy bizonyitottuk a koncepcionkat,
miszerint a tripszinaktivitas gatlasa pancreatitisben terapias jelenetdséggel birhat. Kimutattuk,
hogy a benzamidin szarmazékok, mint pl. a dabigatran, hatékony tripszingatlok és ezaltal egy
igéretes terapias lehetdséget jelentenek a hasnyalmirigy-gyulladas kezelésében. Ezen
preklinikai eredmények alapjan a jovébeni humdan klinikai vizsgélatok tervezése a kronikus
hasnyalmirigy-gyulladas olyan formaira kell fokuszaljon, amiben a tripszin kiemelkedd

szerepet jatszik, mint pl. a tripszinogén mutaciok altal okozott 6rokletes pancreatitis.
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OSSZEGZES ES UJ MEGFIGYELESEK

A PNLIPRP? gén c.1074G>A (p.W358X) variansdnak vizsgdlata kronikus hasnyalmirigy-
gyulladdasban

1. A genetikai asszocidcios eset-kontroll vizsgéalatunk soran nem talaltunk Osszefiiggést a

PNLIPRP2 gén p.W358X variansa ¢és a kronikus pancreatitis kdzott.

2. Megallapitottuk, hogy a PNLIPRP2 gén p.W358X alléljanak mRNS expresszidja nem
kimutathaté a human hasnyalmirigyben a teljes hosszusagu, vad tipusu PNLIPRP2 allé¢lhoz
viszonyitva, amelybdl arra kovetkeztetiink, hogy a varians mRNS lebomlik a nonszensz

mutacio miatt.

A dabigatran preklinikai vizsgalata kronikus hasnydlmirigy-gyulladdsban

1. Bizonyitottuk, hogy a véralvadasgatlo dabigatran gatolta mind a human, mind az egér tripszin

izoformdak aktivitasat.

2. lgazoltuk, hogy a dabigatran etexilat oralis alkalmazasa gavage modszerével vagy szilard

tapba keverve potencialisan terapias dabigatran koncentraciot eredményezett a vérben.

3. Kimutattuk, hogy egy tripszin-fiiggd pancreatitis egérmodell, a T7K24R torzs esetében
egyetlen adag dabigatran etexilat elenged6 a ceruleinnel kivaltott akut hasnyalmirigy-gyulladas

progresszidjanak a megeldzéséhez és a szovettanilag igazolt pancreas gydgyulashoz.

4. Megallapitottuk, hogy a spontén, tripszin-fliggd kronikus pancreatitis kialakuldsara T7D23A
egerekben nincs hatassal a hosszantart6d, szijon at torténd dabigatran etexilat kezelés. A
hatastalansag oka feltételezhetben az egerek erds gyulladasos fenotipusa, illetve az elégtelen

dabigatran koncentracid a hasnyalmirigyben.
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Szeretném halamat kifejezni témavezetdimnek ¢és mentoraimnak, Prof. Dr. Sahin-To6th
Miklosnak és Dr. Hegyi Eszternek, akik lehetdséget teremtettek szamomra, hogy dolgozzak,
tanuljak és fejlddjek doktoranduszi éveim alatt. Oszinte szivvel értékelem és tisztelem a
végtelen tamogatasukat és a nélkiilozhetetlen szakértelmiiket, amely vezetett ezen évek alatt és

lehetévé tette a kutatoi munkam elvégzését.
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Szeretném kifejezni kiilon kdszonetemet Dr. Németh Balazsnak, aki mindig instruélt, batoritott
és feltétel nélkiil tdamogatott mind egyetemi tanulmanyaim, mind doktoranduszi éveim soran,
bevezetett a kutatds alapveté modszereinek elsajatitasaba és megtanitotta szamomra

tudoményos hozzaallas fontossagat.

Szeretném megkoszonni Dr. Janzsd Zsanettnek ¢€s Dr. Demcsdk Alexandrdnak az értékes
kozremukodésiiket, tanacsaikat és segitségiiket, amelyet munkam soran nytjtottak az Egyestilt

Allamokban.

Szeretnék koszonetet mondani Prof. Dr. Hegyi Péternek és a Magyar Hasnyalmirigy

Munkacsoport Munkatarsainak, akik tdmogatdsara és segitségnyujtasara mindig szamithattam.

Ezen dolgozatot a csodalatos csalddomnak ¢s barataimnak ajanlom, foként sziileimnek,
Horvath Beatrixnak és Pesei Zsolt Laszlonak, illetve névéremnek, Pesei Fruzsina Beatrixnak,

akik a hittek bennem ¢és arra tanitottak, hogy soha ne adjam fel.



