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1 Roviditések

A: adenin

ACP: alkoholos kronikus pankreatitisz

C: citozin

CELA: kimotripszinszeri elasztaz

CFTR: cisztés fibrozis transzmembran konduktancia regulator
CI: konfidencia intervallum

CO2: szén-dioxid

CP: kronikus pankreatitisz

CPAT1: karboxipeptidaz A1l

CTRB: kimotripszin B

CT: computer tomografia

CTRC: kimotripszin C

CTRL1: kimotripszinszerii proteaz

DNS: dezoxiribonukleinsav

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
ELISA: enzimmel kotott immunszorbens modszer
ERCP: endoszkopos retrograd kolangiopankreatografia
G: guanin

HCI: hidroklorsav

ICP: idiopatias kronikus pankreatitisz

MRCP: magneses rezonancia kolangiopankreatografia
min: perc

NHLBI: National Heart, Lung, and Blood Institute (USA)
OR: esélyhanyados

PCR: polimeraz lancreakcio

PNGase f: Peptide:N-glycosidase F

PRSS1: szerin proteaz 1, kationos tripszinogén
SPINK: szerin protedz inhibitor- Kazal type 1

SDS: natrium-dodecil-szulfat

T: timin

UV: ultraviola

9 His: 9-hisztidin
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2 Bevezetés

2.1 Exokrin pankreasz elégtelenség

Bizonyos hasnyalmirigybetegségek a hasnyalmirigyenzimek termelédésének csokkenéséhez vezetnek,
emésztési-, felszivodasi  zavarokat okozva. Felndtt korban leggyakrabban  kronikus
hasnyalmirigygyulladas, pankreaszrak és pankreasz rezekcid utani allapotok okozhatnak exokrin
pankreasz elégtelenséget. Gyermekkorban a cisztas fibrozis, a stlyos protein-energia hianyt okozo
betegségek okoznak hasnyalmirigy elégtelenséget. Egyéb ritka megbetegedések, szindromak is
szerepelhetnek koroki tényezéként (Swachmann-Diamond szindréma, Johanson-Blizzard szindroma,
velesziiletett tripszinogén-, enteropeptiddz-, alfa-lantitripszin-, amilaz és lipaz enzimhianyok). Az
exokrin pankredsz elégtelenség o tlinete a hasi fajdalom, hasi diszkomfortérzés, fogyas, puffadas,
hasmenés, zsirszékelés és a felszivodasi zavarok kdvetkeztében kialakult hidnyallapotok lehetnek. A
tiinetek viszonylag késon jelennek meg, példaul a zsirszékelés kialakulasakor mar a mirigyszovet 80-
90%-a karosodott. A pankredsz elégtelenség megitélésére és diagnosztikajara tobbféle laboratoriumi
modszert dolgoztak ki, melyek koziil az egyik legelterjedtebb a pankredsz elasztdz enzim kimutatasa a

székletbol.

2.2 Pankreasz elasztazok

A kimotripszinszerl pankredsz elasztazok (CELA enzimek) a szerin protedzok csalddjaba tartoznak. A
kationos jellegli CELA1 enzim a negativ toltésii elasztin rostokhoz kotddik és az alanin-alanin-,
alanin-glicin aminosavak kozotti peptidkotéseket képes elhasitani. A human CELA1 gén elméletileg
funkcioképes lenne, de a CELA1 enzim nem fejezddik ki a pankredszszovetben az evoldcid soran a
bonto képességiik alapjan azonositottak, azonban a CELA2 enzimek a szubsztra tspecificitasuk alapjan
nem a CELA1 enzimre, hanem a kimotripszin enzimekre hasonlitanak, aromas (tirozin, fenilalanin) és
alifas (leucin, metionin) aminosavak utan hasitjak el a peptidkdtéseket. A human pankredszban az
evolucid soran a CELA2 gén duplikalodott, CELA2A és CELA2B fehérjéket kodold gének alakultak
ki. Messenger RNS szinten mind a két géntermék kimutathatd, de csak a CELA2A fehérje miikddik
emésztéenzimként, a pankredsznedvben talalhaté proteinek kb. 10%-at adja. A CELA2B enzim
kifejez6dik a human pankreaszban, de inaktivalé6 mutaciok miatt a fehérjének nincsen emésztéenzim
funkcidja. A CELA3 izoforméak a legvitatottabbak a hasnyalmirigy elasztazok csoportjaban. A
CELA2 génekhez hasonléoan a CELA3 izoforma is duplikalt formaban talalhato meg a human
pankreaszban, ezaltal 2 ,rokon” fehérje, a CELA3A és CELA3B enzimek termelédnek. Mindkét
CELA3 izoforma szubsztrat specificitaisa a CELA1 fehérjéhez hasonlé (alifas lancokat hasitjak P1
pozicioban). A CELA3B fehérje megfelel a korabban protedz E, elasztaz 1, koleszterin-kotd pankreasz



fehérjének. A CELA3B enzim a pankredsznedvben talalhatd proteinek 4-6%-a. A CELA3B az
intesztinalis tranzit soran nem degradalodik, a fehérje a székletbdl kimutathato; ez a tulajdonsaga,

amely alapjan hasznalni lehet a pankreasz funkcié megitélésére a klinikai diagnosztikus tesztekben.
2.3 Az elasztiazok kimutatisan alapul6 hasnyalmirigy funkcios tesztek

A hasnyalmirigyfunkci6 meghatarozasara hasznalt széklet elasztaz kimutatds egy relativ egyszer,
praktikus és megbizhatd klinikumban elterjedt vizsgalomodszer. Az elsé ,,szendvics-ELISA”
modszeren alapuld diagnosztikus tesztet Sziegoleit munkacsoportja fejlesztette ki 1989-ben. A
kereskedelmi forgalomban kétféle tipusu klinikai teszt terjedt el, az egyik a ,,Schebo Pancreatic
Elastase-1” teszt, mely monoklondlis ellenanyag modszeren-, a masik teszt a ,,BioServ Diagnostics
Elastase-1” teszt, ami poliklonalis ellenanyag modszeren alapul. Mindkét teszt egyforman megbizhato,
hasonlo specificitassal és szenzitivitidssal képesek kimutatni a normalis pankredsz funkciot és a
kozepesen sulyos-, stlyos exokrin hasnyalmirigy elégtelenséget. Annak ellenére, hogy a ScheBo
Biotech altal kifejlesztett diagnosztikus teszt széles korben elterjedt (foként Németorszagban és az
Egyesiilt Allamokban), nem egyértelmii, hogy a CELA3B enzimen kiviil méas pankreasz elasztazok és
mas pankreasz protedzok (tripszin, kimotripszinek) modosithatjak-e a teszt eredményét. A CELA3

fehérjevariansok teszteredményt befolyasolo hatasa sem volt tisztazott.
2.4 Az elasztazok lehetséges szerepe a kronikus pankreatitiszben

Exokrin hasnyalmirigy elégtelenség gyakran alakul ki krénikus pankreatitisz miatt. A kronikus
pankreatitisz a hasnyalmirigy progrediald, gyulladasos megbetegedése, tobb esetben genetikai
tényezOk is hozzajarulnak a betegség kialakulasahoz. A leginkabb karakterizalt rizikofaktort a PRSS1
(kationos tripszinogén), SPINK1 (szerin proteaz inhibitor), CRTC (kimotripszin C) géneket érintd
mutaciok jelentik. A karboxipeptidaz A fehérjét kodolo CPA1 gént érintd funkciovesztést okozd
variansok szintén fokozzak a kronikus pankreatitisz kialakuldsanak rizikojat. A legtobb CPA1 mutacid
hibas fehérjeszerkezetet (misfoldingot) okoz. Ezeket a sériilt térszerkezetii fehérjéket a sejt nem képes
szekretalni, kovetkezményes intracellularis stresszt okozva. Az egér pankredszban a
prokarboxipeptidaz A (proCPA) fehérje gyakran képez komplexeket proelasztazokkal. Ennek
kovetkeztében a CPA1 mennyiségének valtozdsa befolyasolhatja a proelasztazok mennyiségét,
ektopias elasztaz aktivaciot okozva, ami feltételezésiink szerint a hasnyalmirigyszovet sériiléséhez
vezethetne. A CELA2A és CELA3B fehérjék kotddnek a proCPA1 fehérjéhez, mig a CELA3B a
proCPA2 enzimmel is képes komplexet alkotni. Bar a CELA3A ¢és CELA3B fehérjelanca 92%-ban
azonos, a CELA3A nem kotddik sem a proCPA1, sem a proCPA2 fehérjéhez. A komplex kialakulasat,
a két fehérje Osszekapcsolodasat CELA3 enzimek fehérjelancaban a 241. pozicidban talalhatd
aminosav hatarozza meg (ez glicin a CELA3A-ban, alanin a CELA3B enzim esetében). A CELA3A
p-G241A (glicin-alanin) mutacié fokozza a komplexképzést, mig a CELA3B p.A241G (alanin-glicin)

5



mutaciéo csokkenti a komplex képzdédést. Ezen pozicidt érintdé mutacid polimorf varidns mindkét

CELA3 izoformaban, megkdzelitbleg 2 %-ban fordul el6 a varians tipus az eurdpai populacidban.

3 Célkitiizések

3.1 Az elasztazok kimutatasat vizsgalé tanulmany

Ezen vizsgalatban a célunk volt annak kimutatasa, hogy:

L. a ,,ScheBo Pancreatic Elastase 17 diagnosztikus széklet teszt pontosan melyik
pankreasz elasztaz izoformara specifikus,

1L a populacioban gyakrabban el6forduld elasztdz enzimvariansok moédositjak-e a

diagnosztikus teszt eredményét.

3.2 A komplexképzodést befolyasolo elasztaz variansok genetikai vizsgalata

A tanulmanyban célunk volt annak kimutatasa, hogy:

L. a komplexképzésért felelos CELA3A és CELA3B variansok befolyasoljak-e a
kronikus hasnyalmirigygyulladas kialakulasanak rizikojat,

1. eddig ismeretlen elasztdz mutaciok felfedezése és szerepiik azonositasa a

hasnyalmirigy betegségekben.

4 Modszerek

4.1 Rekombinins humain pankreasz enzimek eléallitasa

A human elasztazokhoz (CELA2A, CELA3A, CELA3B) ¢és kimotripszinekhez (CTRB1, CTRB2,
CTRC and CTRL1) expresszios plazmidként pcDNA3.1 (-) vektort, mig a human tripszinek (PRSS1,
PRSS2 and PRSS3) expresszidjahoz pTrapT7 vektort hasznaltunk. A felhasznalt tripszinogéneket
rekombinans modon allitottuk elé Escherichia coli baktériumban. A baktériumban termelt
tripszinogéneket a zarvanytest frakciobol allitottuk eld, majd ecotin affinitds kromatografiaval
megtisztitottuk. A human elasztazokat és kimotripszinogéneket transzfektalt HEK 293T sejtekben
termeltiik, majd a poli-hisztidinnel ("His-tag") jelolt fehérjéket nikkel oszlopon végzett folyadék-

kromatografia segitségével tisztitottuk meg.

CELA3A ¢s CELA3B mutansok készitése atfedd primer extenzion alapulé PCR reakciokon alapult.



4.2 Az expresszalt elasztiazok aktivitis mérése és gélelektroforézise

A termelt CELA3A ¢és CELA3B enzimek enzimaktivitdsdinak meghatdrozdsa 100 nM tripszin
enzimmel (PRSS1) Suc-Ala-Ala-Pro-Ala-p-nitroanilid szubsztrat felhasznaldsaval tortént pH=8
kornyezeben, 0,1 M Ca jelenlétében. Az enzimaktivitds meghatirozdsa soran az
abszorbanciandvekedést 5 percig mértik, 405 nm hulldmhosszon, szobahdmérsékleten. A

fehérjeexpresszio kimutatasara szolgalo gélelektroforézis SDS-poliakrilamid gélkisérletekkel tortént.

4.3 ELISA kisérletek a ScheBo Pancreatic Elastase 1 teszttel

A ScheBo Pancreatic Elastase 1 diagnosztikus teszt a gyartd cégtol keriilt beszerzésre. A rekombinans
pankreasz elasztazok detektalasa a gyarto altal meghagyott utasitasok alapjan tortént a ,,ready-to-use”
reagenseket felhasznalva. A detekcid szendvics-ELISA modszeren alapult, minden reakciot

duplikatumban végeztiink el.

4.4  Genetikai vizsgalat

4.4.1 Vizsgalati alanyok

A Hungarian Pancreatic Study Group pankredsz regiszterébdl szarmazé DNS mintakat hasznaltuk fel
(etikai engedély: TUKEB 22254-1/2012/EKU, biobank engedély: 1F702-19/2012). A kisérletben 225
kronikus pankreatitiszes beteg mintajat hasonlitottuk (120 f6 alkoholos pankredtitisz, 105 f6 idiopatias

pankreatitisz beteg) 6ssze 300 kontroll személlyel.

4.4.2 DNS szekvenalas Sanger-modszerrel

A kisérletben a CELA3A és CELA3B gének 7. exon szakasza és az exon kozelében talalhato
intronikus régiok felsokszorozasa tortént PCR reakcioval, a kapott termékeket 2% agar6z
gélelektroforézissel mutattuk ki. A PCR termékeket FastAP termoszenzitiv alkalikus foszfataz
jelenlétében exonukledz 1. enzimmel tisztitottuk meg, majd Sanger-szekvenalast végezve azonositottuk

az elasztaz génvariansokat.

5 Eredmények
5.1 Elasztazok detekcidja
5.1.1 A ScheBo Pancreatic Elastase 1 székletteszt csak a CELA3A és CELA3B elasztaz
izoformakat detektalta
CELA3A ¢és CELA3B elasztazokat 100 pM koncentracidban, mig mas pankreasz protedzokat 1 nM

koncentracioban detektaltunk a ScheBo teszt reagenseivel. Detekcios szignal csak a CELA3A és
CELA3B fehérjék esetében volt mérhetd.



5.1.2 A zimogén, aktiv elasztiz és autolitikus elasztaz formakat a teszt ugyantigy detektalta,
mint a vad tipust. A CELA3B esetében a detekcios jel négyszer nagyobb a CELA3A
enzimhez képest

A CELA3A és CELA3B detekcidjanak karakterizalasahoz higitasi sort készitettiink 20-200 pM
koncentraci6 tartomanyban. A CELA3B esetében 4,3-szor erdsebb detekcios jelet mértiink a CELA3A
enzimhez képest. A proelasztaz, aktiv elasztaz és autolitikus elasztdz formakat ugyanugy mutatta ki a

teszt, mint a vad tipusu elasztazokat.

5.1.3 CELA3A és CELA3B genetikai variansok hatasa a klinikai tesztre

Az NHLBI (Nemzeti Sziv, Tiid6 és Vér Intézet, USA), Exom Szekvenald Projekt ,,Varians Szerver”
adatbazisabol szarmazoé adatok alapjan 1% feletti allél frekvencia gyakorisaggal egy CELA3A varianst
(CELA3A G241A), és 6t CELA3B varianst (CELA3B W79R-, Q134L-, I1209V-, R210H és A241G)
azonositottunk. Fehérjetisztitdas utan megmértiik, hogy a ,,Schebo-teszt” eredményét befolyasolja-e
valamelyik varians. A variansok koziil a CELA3B W79R fehérjét 1,4-szer er6sebben detektalta a teszt,
a tobbi varians kimutatasaban nem volt kiilonbség a vad tipushoz képest. Mivel ez az allél varians
heterozigota formaban szerepel, igy valdjaban nem befolydsolja Iényegesen a klinikai teszt

eredményét.

5.1.4 A CELA3B fehérjelanc 154. pozicioban szerepld glutaminsavnak fontos szerepe van a
CELA3B izoforma kimutatisban

A CELA3A és CELA3B fehérje aminosav szerkezete 92%-ban azonos, azonban a diagnosztikus teszt
hasznalata soran a CELA3B fehérje 4-szer erésebb jelt adott. A kimutatasbeli kiilonbség megértése
miatt CELA3B mutansokat készitettiink, melyekben a megfeleld aminosav poziciokban (- ott, ahol
kiilonbség van a két fehérje szerkezetében) a CELA3A-nak megfelelé aminosav talalhat6. A CELA3B
mutans fehérjékkel is elvégeztiik az ELISA reakcidkat. (Kvalitativ ,,screening” vizsgalat). A vizsgalt
fehérje mutansok koziil a CELA3B E154K fehérje esetében egyaltalan nem volt mérhetd detekcios
szignal (abszorbancia). A mutaciok alternalhatnak a fehérjék expresszidjaval és aktivitdsaval is, emiatt
SDS gélkisérletek és enzimaktivitds meghatarozas is tortént. Az dsszes expresszalt CELA3B mutans
fehérjének (beleértve az E154K varianst is) az enzimaktivitasa megfelelt, vagy magasabb, mint a vad
tipusi CELA3B enzimaktivitasa. A CELA3B S77R,S78D,W79L tripla mutans és a dupla mutans
CELA3B D89N,RI0L fehérjéket a HEK293T sejtek jobban szekretaltak, (ez a gélkisérleteken is
kimutathatd), és emiatt a magasabb koncentracié miatt az ELISA szignal is er6sebb volt, a vartnak
megfeleléen. A CELA3B A241G mutans esetében is a szekrécidbeli kiilonbség kimutathatd volt. A
tisztitott fehérjékkel végzett kisérlet is hasonld eredményt adott, nem volt mérheté jel a CELA3B
E154K mutans esetében. Annak elkiilonitésére, hogy ez a pozicid a primer antitesthez vald
kikotddésben vagy a szekunder antitest altali detektalasban jatszik szerepet, a mutans fehérjét
(CELA3B E154K) nikkel ionokal boritott lemezhez kotottiik ki, majd az ELISA kisérletet a ,,Schebo
teszt” reagenseivel folytattuk, melynek soran a mutans E154K fehérje hasonlo jelet adott, mint a vad

tipus, tehat a 154. pozicio a a kikdtddésben jatszik szerepet. Ennek megfelel a szerkezeti modell is,
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amely szerint a 154. pozicidoban szerepld glutaminsav a fehérje felszinén talalhato, tavol a fehérje

katalitikus helyétol.

5.1.5 Lizin 154. és a kozeli Arginin 179. mutici6 javitottdk a CELA3A enzim detekcidjat

Meglepé méddon a ,reciprok” mutaci6 (CELA3A K154E) a CELA3A enzimben nem javitotta az
enzim kimutatdsaz, nem ,,hozta vissza” a CELA3B-nek megfelelé négyszeres abszorbancia jelet. (A
fehérjét ugyanigy gyengébben detektalta a teszt.) A strukturalis modell szerint, a 154. pozicidhoz
kozel talalhaté 179. aminosav pozicid is befolyasolhatja a kotddést. A CELA3A KI154E-R179L
mutans fehérje esetében a detekcios jel 2,5-szeresére nott, hasonlova valt a CELA3B esetében mért

értékhez.

5.2  Genetikai vizsgalat

5.2.1 A human CELA3A és CELA3B DNS szekvencia analizise (7. exon)

A vizsgalattal ki szerettiik volna mutatni, hogy a proelasztazok és prokarboxipeptidazok kozotti
komplexképzésben bekovetkezett esetleges valtozds novelheti-e a kronikus pankredtitiszre vald
hajlamot. A kisérletben a ¢.722G>C (p.G241A) CELA3A és a ¢.722C>G (p.A241G) CELA3B
variansok el6fordulasat hataroztuk meg 225 f6 kronikus pankredtitiszes beteg és 300 f6 kontrol
mintaban. A CELA3A esetében Gsszesen 8 varianst fedeztiink fel, ezek k6zo6tt volt 4 intronikus, 3
szinonim és 1 misszensz tipusu varians. A ¢.750C>T (p.P250=) és c.753G>A (p.T251=) variansok
kapcsoltan 6roklédnek. A CELA3B fehérjében 13 varidnst mutattunk ki a szekvenaldsok soran,
melybdl 6 intronikus varians, 2 szinonim varians, 3 misszensz varians volt, tovabbi 1 génkonverzio
igazolodott. A ¢.699T>C (p.H233=) and ¢.702C>T (p.G234=) variansok alkoholos pankreatitiszes
betegekben voltak kimutathatoak.

Csak a ¢.643-7G>T intronikus mutacidé esetében volt kimutathatd szignifikans kiilonbség a beteg
(16%) és a kontroll (21,3%) csoport kdzott, az utobbi javara (OR = 0.7; 95% CI 0.51-0.97; p = 0.03).
A szubcsoport analizis eredménye alapjan az eloszlasbeli kiilonbség az alkoholos pankreatitiszes
betegek csoportbol szarmaztathato, ahol ez a varians jelentésen ritkabban fordult elé (OR = 0.59, 95%
CI = 0.39-0.89, p = 0.01). Erdekes médon a komplex képzédést befolyasolé variansok (CELA3A
G241A és CELA3B A241) eloszlasa kozott nem volt 1ényeges kiilonbség a beteg és a kontroll kdzott,
bar a vart tendencia megfigyelhetd volt. Egy tjonnan felfedezett heterozigbta misszensz mutans (a
CELA3B ¢.694G>C p.V232L) volt kimutathaté egy betegben az ACP csoportban és egy kontroll
egyénben, mig egy kontroll mintdban heterozigéta formadban CELA3B ¢.740G>C (p.R247P) varians
igazolodott. Mindkét személybdl, aki a p.V232L varianst hordozta, heterozigbta formaban c.643-
7G>T CELA3B varians szintén kimutathatd volt, mig a p.R247P varians egyénben a heterozigdta
€.643-26C>T CELA3B varians is detektalhatd volt. Egy ICP esetben heterozigota génkonverzi6 volt
kimutathaté a CELA3B génben: a ¢.736 és c.742 poziciokban a CELA3A-nak megfelelé 5 nukleotid



csere (¢.736A>T, c.737C>T ¢.739C>A, ¢.740G>T, c.742A>T) tortént, amely harom aminosav
cserével jart (p. T246F, p.R2471, p.R248W) a CELA3B fehérjében.

Genotipus elemzések soran a dominans modellben (GT + TT genotipus eloszlas betegekben
Osszehasonlitva kontroll személyekkel) a ¢.643-7G>T varians az ACP csoportban alulreprezentalt
(OR = 0.6, 95% CI 0.37-0.96, p = 0.03), de az Osszefliggés az ICP csoportban nem igazolodott.
Recessziv modellt hasznalva (TT genotipus eloszlas betegekben Osszehasonlitva kontroll
személyekkel) a kiilonbség még szembetlin6bb az ACP csoportban 1.7% a varians eléfordulasa a

betegekben, mig 5,8% a kontroll csoportban. Az ICP csoportban 3,8%.

5.2.2 A misszensz mutaciok és a génkonverzié funkcionalis analizise

A kisérletek soran a HEK293T sejtekben termeltetett elasztaz varidnsok aktivitdsmérése ¢és
gélelektroforézise tortént. A CELA3B V232L varians megkozelitdleg 20%-kal jobban szekretalodott.
Az aktivitdsmérés soran nem volt 1ényeges kiilonség a variansok és a vad tipusi CELA3B kozott. A
jobban szekretalt CELA3B V232L varians aktivitasa ennek megfeleléen kissé emelkedettebb volt, mig
a génkonverzio (p.T246F, p.R2471, p.R248W) 1,4-szer csokkentette az aktivitas értékét. CELA3A
p-G241A varidns esetében az aktivitds 1.8-szor nagyobb volt, mig a CELA3B p.A241G varians

esetében az aktivitas 2,2-szer alacsonyabb volt a vad tipushoz képest.

6 Diszkusszio

6.1 Az elasztazok kimutatasat vizsgalo tanulmany

A kisérleteinkben meghataroztuk a klinikai diagnosztikai gyakorlatban hasznalt teszt izoforma
specificitasat, a teszt pontos molekularis miikodési mechanizmusat és, hogy a populacioban eldforduld
gyakoribb elasztaz variansok befolyasoljak-e a teszt eredményét. A vizsgalataink megerdsitették, hogy
a teszt els6dlegesen a CELA3B izoformara specifikus, de érdekességképp a CELA3A izoformat is
detektalta, bar 4-szer gyengébben a masik izoformahoz képest. A CELA2A enzim, kimotripszinek
(CTRBI1, CTRB2, CTRC, CTRL1) és tripszinek (PRSS1, PRSS2, PRSS3) esetében nem volt mérhetd
detekcios ELISA szignal. A CELA3B enzim kiilonb6z6é (autolitikus, proenzim) molekularis tipusok
kimutatdsa soran nem volt kiilonbség a vad tipushoz képest. A gyakrabban el6forduld elasztaz
variansok koziil csak a CELA3B W79R fehérje esetében mértiink 1,4-szer magasabb detekcios jelet,
de feltehetden ez a kiilonség a heterozigota hordozokban a klinikai interpretalas szempontjabol nem
jelentds. Teljességgel nem kizarhatd, hogy bizonyos nagyon ritka elasztdz genetikai varians talan

interferalhat a teszt eredményével, de ennek a valdsziniisége nagyon kicsi.

A CELA3B mennyisége a pankreasznedv teljes protein tartalmanak 4-6%-at adja. Tanulmanyok
szerint a CELA3A és CELA3B mRNS és expresszalt protein mennyisége nagyjabol megegyezik.
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Arrol egyeldre nincs irodalmi adat, hogy a két izoforma expresszidja és az expresszid aranya hogyan
valtozik fiziologias és patoldgias koriilmények kozott. Ennek alapjan az izoformak kifejez6désének
megvaltozasa, vagy az egyéni variaciok elméletileg befolyasolhatjak a teszt eredményét. A jovOben
egy kizarolag a CELA3B izoformara specifikus (kereszt-reaktivitast a CELA3A-val nem ad6) klinikai
teszt kifejlesztése a fentebb kifejtett indokok alapjan indokolt lehet.

6.2 Genetikai vizsgalat

Kisérleteink soran azon hipotézist teszteltiik, hogy a human proelasztazok és prokarboxipeptidazok
kozotti komplexképzédés és annak megvaltozasa befolyasolhatja-e a kronikus pankreatitisz rizikojat.
Feltételezziik, hogy az enzimek szabad (komplexkdtésben nem levd) formaja hajlamosabb az
aktivaciora. A komplex formaldsban kritikus aminosav (p.241) polimorf varidns az eurdpai
populaciéban mind a két CELA3 izoforma esetében. Eredetileg a CELA3A a 241. pozicidban talalhato
glicin aminosav miatt nem képes komplex képzodésre, mig a CELA3B, ami ugyanitt alanint tartalmaz,
képes kotddni a prokarboxipeptiddzokhoz. Ezek alapjan feltételeztiik, hogy a CELA3A G241A
mutacié alulreprezentalt, vagy a CELA3B A241G mutacié gyakoribb a kronikus pankreatitisz
csoportban. Bar eredményeinkben megfigyelhetd volt az eldzetesen feltételezett tendencia, nem volt
szignifikans kiilonbség ezen mutaciot illetden a beteg és kontroll csoport kdzott, ami alapjan az a
kovetkeztetés vonhatd le, hogy a komplexképz6dést érintd valtozadsok nem befolyasoljak jelentdsen a

kronikus pankreatitisz rizikojat.

A 241. pozicidban talalhaté variansok elemzése mellett a szekvenalasok soran azonositottunk tovabbi
6 szinonim-, 2 misszensz varianst, 1 génkonverziot és 10 intronikus régioban talalhatdo mutéciot.
Kozottik csak a 6. intronban taldlhaté CELA3B ¢.643-7G>T mutacié volt szignifikansan
alulreprezentalt az ACP csoportban, ami azt sugallja, hogy ez a varidns protektiv, csokkentve a
kronikus alkoholos pankreatitisz rizikojat. A varians relativ kozel helyezkedik a pre-mRNS splice-site-
hoz; nem kizart, hogy befolyasolja a splicing folyamatat, végeredményben csokkentve a CELA3B
expressziot. Ennek alapjan a késObbiekben érdemes lehet a varidns vizsgéalata egy késébbi

tanulmanyban.

A funkcionalis vizsgalatok (expresszios kisérletek, gélelektroforézis és aktivitdsmérés) soran nem volt

szignifikans a talalt mutans fehérjék és a vad tipusi enzimek kozott.

Egy ritka génkonverzié volt kimutathatd egy személyben az ICP csoportban a 7. exonban a CELA3A
és CELA3B génben. A génkonverzié nem-reciprok, homolég DNS szakaszok kozott kicserélddés, a
mismatch-repair soran keletkezhet. A génkonverzid altal létrehozott DNS csere tobb betegség
patomechanizmusaban jatszik szerepet, beleértve a kronikus pankreatitiszt. Példaul a PRSS1 és PRSS2
kozotti vagy a PRSS1 és PRSS3P2 pszeudogén kozotti génkonverzid altal létrehozott patogén

allélvarians szerepet jatszik kronikus pankreatitisz kialakulasaban. Ezen kiviil a karboxil észter lipaz
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gén (CEL) és a génnel rokon pszeudogén (CELP) rekombinacidos allélje is egy mostanaban leirt
genetikai rizikéfaktora a kronikus pankredtitisznek. A tanulmanyunkban leirt génkonverzio altal
létrehozott varians a funkcionalis kisérletek soran nem mutatott szekrécid vagy aktivacidbeli

kiilonbséget, igy feltételezhetden nincs patogén szerepe a kronikus pankreatitiszben.

7 Osszefoglalas és 1j eredmények

Munkank soran az elasztdzok szerepét vizsgaltuk a pankredsz betegségekben.

L. Meghataroztuk, hogy a diagnosztikdban hasznalt ,,ScheBo Pancreatic Elastase 17 teszt
molekularis célpontja a CELA3B, de ezen kivill a teszt kereszt-reagal a CELA3A
izoformaval is.

1L Megallapitottuk, hogy mas pankreasz proteazok és a gyakoribb elasztaz varidnsok nem
befolyasoljak a teszt eredményét.

III. Kimutattuk. hogy a CELA3A ¢és CELA3B komplexképzésben fontos 241 aminosav
pozicié nem befolyasolja szignifikansan a kronikus hasnyalmirigy gyulladas rizikojat.

Iv. A CELA3B ¢.643-7G>T intronikus varians szignifikansan alulreprezentalt volt az ACP
csoportban, amely alapjan a varians protektiv hatasa feltételezheté a kronikus alkoholos

pankreatitisszel szemben.

12



8 Koszonetnyilvanitas

Ezaton szeretnék kdszonetet mondani és kifejezni Oszinte halamat témavezetdimnek: Dr. Hegyi Péter
Professzor Urnak és Dr. Sahin-Téth Miklés Professzor Urnak az irantam tanusitott tiirelmiikért és
tamogatasukért. Az O szakértelmiik és batoritasuk nélkiil ez a PhD munka nem jéhetett volna létre.
Soha nem felejtem el azt, hogy biztak bennem. Ok adtak meg a lehetéséget, hogy az Egyesiilt
Allamokban tanulmanytton vehessek részt, életreszold tapasztalatokat szerezve. Mindkettdjiiket

inspiralo, kivalé szakembernek tartom.

Halaval tartozom Dr. Bereczki Csaba Tanar Urnak a timogatasaért, személyes segitségéért és, hogy
engedélyezte szamomra, hogy a klinikai gyermekgydgyasz rezidens munkdm mellett a PhD

teriiletemen dolgozhassak.

Ezen munka nem késziilhetett volna el Dr. Parniczky Andrea, Dr. Hegyi Eszter és Dr. Szabé
Andras tanacsai és segitsége nélkiil, ezaton szeretnék kodszonetet mondani az irdntam tanusitott
tiirelmiikért és az Osszes segitségiikért, amit a kisérletek megtervezése, kivitelezése és az eredmények
értékelése soran nyujtottak. Halasan koszondm Dr. Geisz Andrea, Dr. Németh Balazs, Dr.
Mosztbacher Dora, Dr. Zsoldos Fanni, Dr. Sziics Akos, Dr. Vince Aron, Dr. Izbéki Ferenc, Dr.
Berki Dorottya, Dr. Demcsak Alexandra, Dr. Baliazs Anita, Dr. Szentesi Andrea és a Magyar

Hasnyalmirigy Munkacsoport tagjainak kozremikodését és segitségét a munkaban.

Oszinte hélaval tartozom Dr. Bari Ferenc Professzor Urnak és Dr. Forczek Erzsébetnek, akik az
orvosi egyetemi tanulmanyaim alatt a TDK témavezetdim voltak, tdmogattak, a jovomet nagyban

meghatarozé tmutatast adtak.

Szeretnék koszonetet mondani Dr. Neparaczki Endrének a PhD disszertiacio megszerkesztése soran

nyUjtott segitségéért és tiirelméért.

Végiil, de nem utols6 sorban héalaval tartozom Sziileimnek és Nagysziileimnek, akik mellettem alltak

és mindig feltétel nélkiil timogattak eddigi életem soran.

13



9 Anyagi forrasok

Ezen munkahoz pénziigyi forrasul szolgalt:
NIH grant RO1DK 095753, R0O1DK082412, RO1DK058088 (to MST)

Momentum Grant - Magyar Tudomanyos Akadémia LP2014-10/2014.

14



