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1. BEVEZETES

A human hasnyalmirigy emésztésben betoltott szerepe kiemelkedd, mivel szamos
hormont és emésztéenzimet termel és szekretal. A kronikus hasnyalmirigy-gyulladas a
hasnyalmirigy irreverzibilis gyulladasos megbetegedése, ami mind az exokrin, mind az
endokrin funkciokat érintheti. A kronikus hasnyalmirigy-gyulladas f6 rizikofaktorai az
alkohol-fiiggéség és a dohanyzas, de egyes emésztéenzimekben eléforduld mutaciok is
hozzajarulhatnak a betegség kialakulasdhoz. A genetikai rizikofaktorok tekintetében két f6
utvonalat kiilonboztethetlink meg egymastol: a tripszin-fliggé és a tripszin-fiiggetlen
utvonalat.

A huméan hasnyalmirigy harom tripszin prekurzor izoformat szekretal: a kationos, az
anionos, illetve a mezotripszinogént. A tripszin-fliggd patologias utvonal soran a tripszin
korai, hasnyalmirigyen beliili aktivacioja figyelhet6 meg, amely a szerv Onemésztéséhez
vezethet. A betegség kialakulasaért a tripszin aktivacidé elégtelen szabalyozasa tehetd
felelossé. A szabalyozéasért a szintén a hasnyalmirigyben termelddd egyik kimotripszin
izoformanak (kimotripszin C, CTRC) és egy kisméretii inhibitor fehérjének (SPINK1) van
jelentds szerepe. A CTRC a hasnyalmirigyen beliil proteolitikusan emészteni képes a kationos
¢€s anionos tripszinogéneket. A kalcium koncentracié novelése védi a tripszint a CTRC bonto
aktivitasaval szemben. A SPINKI inhibitorra jellemzd, hogy szelektiven nagy affinitassal
képes gatolni a kationos €s anionos tripszint és évja a hasnyalmirigyet a betegség ellen.

A mezotripszin egy minor tripszin izoforma, amely egyedi tulajdonsagokkal rendelkezik
egy evolicidés mutacionak koszonhetden. Jellemzdje, hogy a kationos €s anionos tripszintdl
eltéréen nem képes autoaktivaciora, illetve nem gatoljak hatékonyan a tripszin inhibitorok
(SPINK1, SBTI). Ezzel szemben a mezotripszin képes degradalni ezeket a tripszin inhibitor
fehérjéket. A mezotripszin CTRC altali szabalyozasarol szolo ismereteink hianyosak, éppen
ezért, érdeklddésiink a mezotripszin szerepére iranyult és arra, hogy a CTRC hogyan
befolyasolja az aktivitasat, ez pedig milyen hatassal van a mezotripszin funkcidjara.

Egy masik lehetséges Uitvonal a tripszin-fiiggetlen Gtvonal, amely soran egyes misszensz
okozhatjdk. Ez a folyamat maga utdn vonzza a rosszul feltekeredett fehérjék visszatartasat az
endoplazmas retikulumban (ER), ami hosszabb fennallas esetén ER stresszt indukalhat.

A kozelmultban azonositottunk négy ritka heterozigota hasnyalmirigy lipaz (PNLIP)
mutaciot (A174P, G233E, C254R, V454F) kronikus hasnyalmirigy-gyulladasos betegekben

¢s egészséges kontrollokban, amelyek nem szekretalodtak transzfektalt emlds sejtekbol.
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Kutatasunk arra iranyult, hogy részletesen megvizsgaljuk a rosszul feltekeredd6 PNLIP

variansok szerepét az ER stressz és a kronikus hasnyalmirigy-gyulladas kivaltasaban.

2. CELKITUZES

CTRC szerepének vizsgalata a mezotripszinogén inaktivalasaban

» A kalcium védi a tripszineket a proteolitikus hasitasokkal szemben, igy célunk volt, hogy
megvizsgaljuk a kalcium hatdsat a CTRC altali mezotripszin hasitas tekintetében.

« A CTRC A4ltal hasitott mezotripszin katalitikus tulajdonsagainak meghatarozasa rovid
peptid szubsztratokon, illetve nagyobb fehérje szubsztraton egyarant.

» A CTRC éltal hasitott mezotripszin inhibitor emésztd sajatossagainak vizsgalata.

Hasnvyalmirigy lipdz mutaciok szerepének vizsgalata kronikus hasnyalmirigy-gyulladasban

* Vad tipusu és mutans PNLIP expresszios plazmidok €s adenovirus vektorok létrehozasa.

* A PNLIP variansok szekréciojanak, illetve intracellularis retencidjanak vizsgalata HEK
293T, illetve AR42]J patkany hasnyalmirigy sejtekben.

» A sejtben felhalmoz6dé hasnyalmirigy lipaz variansok ER-stressz markerek (XBP1 mRNS
érés, BiP expresszi0) szintjére gyakorolt hatdsdnak vizsgilata HEK 293T és AR42]

sejtvonalon.

3. MODSZEREK

In vitro mutagenezis

A mezotripszinogén L81A, illetve a PNLIP mutéacidkat (A174P, G233E, C254R, V454F)
szekvencia specifikus mutagenezissel hoztuk 1étre, majd azokat a pTrapT7 vagy a
pcDNAS3.1(-) vektorokba klonoztuk.

Adenovirus konstruktok létrehozasa

A vad tipusti és mutans lipazt tartalmaz rekombinans adenovirus vektorokat AdenoONE
Cloning ¢és Expression kit (Sirion Biotech) segitségével hoztuk létre, majd jetPEI
transzfekcids reagenssel jutattuk be HEK 293AD sejtekbe. A sejteket ismételt fagyasztas-
olvasztas ciklusokkal tartuk fel és az adenovirusokat AdenoOne Purification kittel (Sirion
Biotech) tisztitottuk meg. A fertéz6képes adenovirus koncentraciot AdEasy Viral Titer kit
(Agilent) hasznalataval hataroztuk meg ¢s IFU/ml egységben fejeztiik ki.



Fehérje expresszio

A human hasnyéalmirigy tripszinogéneket E. coli BL21 (DE3) sejtekben expresszaltuk, majd
feltarast kovetden in vitro refoldoltuk. Szamos fehérjét expresszaltunk HEK 293T sejtekben,
polietilén-imin transzfekcids reagens alkalmazasaval. A patkany hasnyalmirigy sejteket
(AR42J) dexametazonnal differencidltuk, majd 5x10" IFU/ml lipazt tartalmazo rekombinéns

adenovirus vektorral transzduktaltuk.

Rekombinans fehérjék tisztitasa

A humén tripszinogén izoformékat ekotin affinitds kromatografiaval tisztitottuk meg Akta
Prime késziiléken. A pcDNA3.1(-) plazmidban expresszalt fehérjék His-cimkét tartalmaznak,
igy nikkel-affinitds kromatografidval tisztitottuk Akta Prime FPLC rendszeren, majd
dializaltuk.

Emésztoenzimek aktivalasa és titralasa
A tripszinogéneket human enteropeptidaz, a CTRC-t kationos tripszin hozzaadasaval

crcr

szabad tripszin, illetve CTRC aktivitasat 405 nm-en detektaltuk.

Gélelektroforézis és denzitometria

A fehérjéket redukalo SDS poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) megfuttattuk 12
vagy 15 %-0s SDS-poliakrilamid gélen. A fehérjesavokat a gélen Coomassie Brillant Blue
festés segitségével tettiik lathatova. A fehérjesdvok mennyiségi értékelését szemikvantitativ

denzitometrids analizissel végeztiik.

Mezotripszinogén hasitas és aktivalas

Az autolizis hurok hasitasanak vizsgalatdhoz az L81A-mezotripszinogént CTRC-vel
inkubaltunk 37 °C-on. Adott id6pontokban kivettiink a reakcidelegybél, majd TCA-s
kicsapast kovetden a fehérjesavokat 15 %-os redukaldé SDS-PAGE-t kovetdé Coomassie
festéssel detektaltuk. Hasitott mezotripszin eldallitasahoz az L81A-mezotripszinogént CTRC-

vel inkubaltunk 37 °C-on, majd human enteropeptidazzal aktivaltuk.



Mezotripszin aktivitasmérés
A mezotripszin aktivitismérését 0,3 mM kromogén peptid tripszin szubsztrattal mértiik,

spektrofotometriaval, 405 nm-en.

Kazein degradacié vizsgalata

A marha B-kazeint nem szulfatalt és szulfatalt, CTRC-vel hasitott és intakt L81A-
mezotripszinnel inkubdaltuk, 37 °C-on. A feltiintetett iddpontokban alikvotokat csaptunk ki
TCA-val és 15 %-os redukaldo SDS-PAGE-vel vizsgaltuk a kazein bomlasat.

SBTI emésztés vizsgalata

Az SBTI-t L81A mezotripszinnel (nem szulfatalt, szulfatalt, illetve CTRC-vel hasitott nem
szulfatalt és szulfatalt forma) inkubaltuk, 37 °C-on. A jelzett iddpontokban alikvotokat
vettiink ki a reakcioelegybdl, majd kicsaptuk TCA-val és 15 %-os redukalo SDS-PAGE-vel
vizsgaltuk a szdjabab tripszin inhibitor (SBTI) hasitasat.

SPINK1 degradaco vizsgalata
SPINK1-t inkubaltunk L81A mezotirpszinnel (nem szulfatalt; szulfatalt; CTRC hasitott
gatlasi kisérletekkel kovettiik. A tripszin aktivitasat kromogén peptid szubsztrattal detektaltuk

spektrofotometriaval 405 nm-en.

Enzim Kinetikai mérések

A mezotripszin variansok Michaelis-Menten kinetikai paramétereit kromogén révid peptid
szubsztratok segitségével hataroztuk meg. A Ky és kear értékeket szubsztrat koncentracio
fliggvényében meghatarozott reakciosebességbdl szamitottuk ki hiperbolikus illesztéssel.
Megmértiik az intakt és CTRC-vel hasitott szulfatalt L81A-mezotripszin Michaelis-Menten
paramétereit novekvé SBTI koncentracioknal, majd meghataroztuk az SBTI-re vonatkoztatott

inhibitoros alland¢ (K;) értéket.

Lipaz aktivitasmérés
A PNLIP aktivitasmérését a transzfektalt HEK 293T sejtek médiumabol végeztiik, 3 mg/ml p-
nitrofenil  palmitat  szubsztratbol képzodott szabad — p-nitrofenol  mennyiségének

spektrofotometrids meghatdrozasaval 405 nm-en.



Sejtlizatumok készitése

Fehérje sejtlizatumok készitéséhez a HEK 293T és AR42J sejteket lizaltuk, majd a mintak

crcr

Ultracentrifugalas
Az ultracentrifugdlast a transzfektalt HEK 293T sejtek lizatumdbdl végeztiik el 48 oraval a
transzfekcid utan. A célfehérje megoszlasat a feliiluszoban és a pellet frakcioban SDS-PAGE

¢s western blot analizissel vizsgaltuk.

Fehérje immunoblot

A transzfektalt HEK 293T/ transzduktalt AR42J sejtek médiumaban, illetve a
sejtlizitumokban  taldlhaté célfehérjét redukaldé SDS-PAGE-t kovetd immunoblot
alkalmazasaval detektaltuk. A PNLIP esetében egy HRP konjugalt polihisztidin elleni
antitestet, a BiP fehérje kimutatasanak érdekében nyul anti-GRP78 antitesttel inkubaltuk a
blokkolt membrant. Masodlagos antitestként nyul IgG elleni HRP-konjugalt ellenanyagot
hasznaltunk. A GAPDH fehérjét anti-GAPDH els6dleges és HRP-konjugélt anti-nyul IgG
masodlagos antitesttel detektaltuk. A fehérjesavokat WesternBright ECL HRP szubsztrat

segitségével tettlik lathatova.

RNS izolalas és reverz transzkripcio
A transzfektalt HEK 293T, illetve a transzduktalt AR42J sejtekbdl 6ssz-RNS-t izolaltunk,

majd reverz transzkripciot alkalmaztunk.

XBP1 splicing vizsgalata

Az X-box-koté fehérje-1 (XBP1) mRNS processzalas kimutatasara szemikvantitativ PCR-t
alkalmaztunk. Az éretlen és érett XBP1 mRNS meghatarozasara a PCR termékeket 2,5 %-0s
agardz gélen futtattuk meg. Az éretlen és érett XBP1 DNS savok aranyat denzitometridval

hataroztuk meg.

BiP expresszio vizsgalata
Az immunglobulin k6t6 fehérje (BiP) mRNS expressziojat qPCR-rel hataroztuk meg TagMan

primereket és TagMan Universal PCR Mastermixet alkalmazva. A génexpressziod



kvantitalasara a komparativ CT (AACT) moédszert alkalmaztuk. A kapott adatokat a 2 <"

formula alapjan szamitottuk ki.

4. EREDMENYEK

4.1. CTRC SZEREPENEK VIZSGALATA A MEZOTRIPSZINOGEN INAKTIVALASABAN

Mezotripszinogén CTRC altali hasitasa

Elsé 1épésben megvizsgaltuk, hogy a CTRC milyen hatassal van a mezotripszin
aktivitasara. Azt tapasztaltuk, hogy a CTRC novekvé koncentracioja serkentette az aktivaciod
sebességét, azonban csokkentette a végsd aktivitds mértékét. Annak érdekében, hogy fény
deriiljon a jelenség molekularis hatterére, SDS-PAGE segitségével kovettiik nyomon a
hasitdsi mintazatot, majd Edman degradacidoval azonositottuk a hasitasi termékeket. Az
eredményeink azt mutattak, hogy a mezotripszinogén négy CTRC hasitohelyet tartalmaz,
egyet az aktivacids peptidben (Phel8), egyet a kalciumkotd hurokban (Leu81), illetve kettdt
az autolizis hurokban (Leul48, Phe150). A CTRC leghatékonyabban az autolizis hurokban
talalhato hasitohelyeket emésztette. Eredményeink alapjan megallapithato, hogy a kezdeti
aktivitas novekedéséért az aktivacios peptid processzalasa felelds, mig a végsd aktivitas
csokkenése a kalciumkoto, illetve az autolizis hurok hasitasaval magyarazhatd. Annak
érdekében, hogy kizarolag a CTRC autolizis hurokra gyakorolt hatasat vizsgaljuk,
létrehoztunk egy L81A-mezotripszinogén varianst. A human tripszin izoformak
poszttranszlacidsan szulfatdlodnak a szubsztratkotd helyen. Kivancsiak voltunk, milyen
hatassal van a szulfatalas a mezotripszin miikodésére. A kisérleteink azt mutattak, hogy a
CTRC gyorsabban hasitotta a szulfatalt L81A-mezotripszinogént, mint a nem szulfatalt

megfeleldjét. Ezen kiviil eredményeink azt mutattak, hogy a kalcium kivédi a CTRC hasitasat.

Hasitott mezotripszin katalitikus tulajdonsagainak vizsgalata

Vizsgaltuk a CTRC hasitas hatadsat a mezotripszinogén aktivitasara. A CTRC hasités
lényegesen csokkentette a mezotripszin aktivitasat. Ezt kovetden meghataroztuk a
mezotripszinek katalitikus tulajdonsagait, rovid kromogén peptid szubsztratok segitségével. A
CTRC altali hasitas egy nagysagrenddel megnovelte a Ky, értékeket, mig a kes €rték nem
véltozott. Ezt kovetden nagy fehérjeszubsztraton is elvégeztiik a kisérleteket. A szulfatalt
mezotripszin gyorsabban hasitotta a kazeint, mint a nem szulfatalt. A CTRC-vel hasitott
mezotripszin nem tudta hatékonyan hasitani a szubsztratot. Osszességében elmondhaté, hogy

a CTRC altali hasitas 1ényegesen befolyasolja az enzim katalitikus tulajdonsagait.



Hasitott mezotripszin inhibitor kotésének vizsgalata

Megvizsgaltuk, hogy milyen hatdsa van a CTRC altali mezotripszin autolizis hurok
hasitasanak a kisméretli fehérje inhibitor kotddésére, a szulfatalt L81A-mezotripszin és az
SBTI kotédését tanulmanyoztuk. Meghataroztuk a SBTI K; értékét mind a CTRC-vel hasitott,
mind a hasitatlan mezotripszinogén esetében. Az elobbi értéke 1ényegesen nagyobb, mint az
utobbié. A megfigyeléseink azt mutattadk, hogy egy nagysagrenddel gyengébben kotédik az

inhibitor a mezotripszinhez a CTRC altali hasitast kovetden.

Hasitott mezotripszin inhibitor emésztésének vizsgalata
Az el6z6 eredményeink igazoltdk, hogy a mezotripszin gyengébben kotodott az
inhibitorokhoz, abban az esetben, ha a CTRC hasitotta az enzim autolizis hurok szakaszat. igy
a kovetkez0 kisérleteink arra iranyultak, hogy a gyengébb kotddés csokkent tripszin inhibitor
emésztéssel tarsul-e. A szulfatalt L81A-mezotripszin tobb, mint kétszer olyan gyorsan
hasitotta az SBTI-t, mint a nem szulfatalt L81A-mezotripszin. Miutan CTRC-vel hasitottuk a
Mind a nem szulfatdlt, mind a szulfatalt L81A-mezotripszin szinte teljesen inaktivva valt.
Végezetiil, az intakt és CTRC 4ltal hasitott L81A-mezotripszin formdkat (nem
szulfatalt és szulfatalt) human SPINK1 inhibitorral inkubaltuk. Eredményiil azt kaptuk, hogy
az intakt szulfatalt és nem szulfatalt L81A-mezotripszin degradalta a SPINK1 inhibitort. A
szulfatalt mezotripszin aktivabbnak bizonyult a nem szulfatalt formanal. Ezzel szemben, a
CTRC éltal hasitott L81A-mezotripszin nem volt képes emészteni a SPINK1-et, igy ebben az
esetben a SPINK1 gatld funkcidja csak elhanyagolhaté mértékben (szulfatalt forma), illetve

egyaltalan nem (nem szulfatalt forma) csékkent.

4.2. HASNYALMIRIGY LIPAZ MUTACIOK SZEREPENEK VIZSGALATA KRONIKUS

HASNYALMIRIGY-GYULLADASBAN

PNLIP variansok szekrécidojanak vizsgalata HEK 293T sejteken

Az Al174P, G233E, C254R ¢és VA454F lipaz variansok szekrécigjat SDS-PAGE-t
kovetd Coomassie festéssel, illetve western blot analizissel detektaltuk. A vad tipust lipazzal
ellentétben, a varidnsok nem voltak megtaldlhatéak a transzfektalt sejtek médiumaban. Ezt
kovetden arra kerestilk a valaszt, hogy minek koszonhetd a lipdz variansok hianya. Ezért
western blot analizissel vizsgaltuk a transzfektalt sejtek lizdtumat. Eredményeink azt
mutattak, hogy a variansok hasonlé mennyiségben expresszalodtak, mint a vad tipust lipaz.

Miutén igazoltuk, hogy a csokkent szekrécid nem a fehérjetermelés hibajanak tulajdonithato,
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megvizsgaltuk, hogy a rosszul feltekeredett fehérjék oldhatatlan aggregatumokat alkotnak-e a
sejten beliil. Az Osszecsapzddott fehérjék ultracentrifugéalassal elkiilonithetdek az oldatban
1évo fehérjéktdl, igy a sejtlizatumokat ultracentrifugaltuk, majd SDS-PAGE-t kovetd western
blottal vizsgaltuk a frakciok PNLIP mennyiségét. A varttal megegyezden a vad tipusu lipaz
foként az oldhato frakcidban, mig a PNLIP mutansok els6sorban az oldhatatlan csapadékban

voltak megtalalhatoak.

Endoplazmas retikulum (ER) stressz valasz HEK 293T sejtekben

Irodalmi adatok azt mutatjdk, hogy a PNLIP szekrécidos defektusa ER stresszt
indukalhat emlds sejtekben. Ennek tesztelésére a transzfektalt HEK 293T sejtekbdl 6ssz-RNS-
t izolaltunk, és CDNS-t szintetizaltunk. Kimutattuk, hogy az ER stressz marker XBP1 mRNS
érése és a BiP ER dajkafehérje expresszidja szignifikdnsan fokozddott a mutans PNLIP-et

termeld sejtekben.

PNLIP variansok szekrécioja AR42J sejtekben
Az acinus iranyba differencialt AR42J patkany hasnyalmirigy sejtek alkalmasabbak a

crer
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kovettiik. Eredményiil azt kaptuk, hogy a vad tipusu lipaz jol szekretalodott AR42J sejtekbdl,
mig a PNLIP varidnsok a sejtben rekedtek. Az eredményeink azt mutattdk, hogy a sejten
beliili G233E, C254R és V454F PNLIP variansok fehérjeszintje kozel azonos a vad tipust
lipaz mennyiségével. Ezzel ellentétben az A174P varidns mennyisége lényegesen csokkent,

valdszintileg a sejten beliili degradacionak kdszonhetden.

ER stressz markerek vizsgalata AR42J sejtekben

A PNLIP varidnsok szekrécios defektusa azt sejteti, hogy kialakulhat ER stressz a
patkany hasnyalmirigy sejtekben is. Ezért, a HEK 293T sejtvonalon végzett kisérletekkel
megegyezden, két ER stressz indikator szintjét vizsgaltunk: az XBP1 mRNS érést és a BiP
mRNS expressziot. A rosszul feltekeredett PNLIP varidnsok megkozelitéleg kétszeresére
novelték a patkdny hasnyalmirigy sejtekben az XBP1 mRNS érését. Ezen feliil a BiP mRNS
expresszios szintje is megemelkedett a PNLIP varidnsokkal transzduktalt sejtek esetében.
Leginkdbb a V454F varians fokozta a BiP mRNS expressziojat. Annak érdekében, hogy

megerdsitsiikk, hogy a mutaciot hordozo lipazok nemcsak mRNS szinten, hanem fehérje
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expresszios szinten is okoznak kiilonbségeket, megvizsgaltuk a BiP fehérje mennyiségét az
AR42]J sejtek esetében, western blot analizissel. Meglepd moédon a BiP fehérje mennyisége
kozel azonos volt a vad tipusu lipazzal, illetve az A174P, G233E ¢és C254R variansokkal
transzduktalt sejtek esetében is, kizardlag a V454F esetében volt megfigyelhetd kétszeres

fehérje mennyiség novekedés

5. OSSZEGZES

Kutatasaink a mezotripszinogén CTRC altali proteolitikus szabalyozasara iranyultak. A
mezotripszinogénben a korabbrol ismert Phel8 és Leu81 hely mellett két tovabbi hasitohelyet
1S azonositottunk az autolizis hurokban a Leul48 és a Phel50 aminosavak utan. Kimutattuk,
hogy az autolizis hurok hasitasa gyorsabb volt a Leu81 hasitdsanal. Eredményeink azt
mutattdk, hogy az autolizis hurok emésztése hatdsdra a mezotripszin katalitikus aktivitasa
jelentésen csokkent, amelyet révid peptid és fehérje szubsztrdtokon is kimutattunk.
Kisérleteink ravilagitottak, hogy az autolizis hurok hasitdsa CTRC-vel jelent6sen ndvelte a
protedz Ky, értékét, mig a ke érték nem valtozott. Ezen feliil a CTRC altal hasitott
mezotripszin gyengébben kototte az SBTI tripszin inhibitort, illetve kevésbé hatékonyan
degradalta az SBTI és a SPINKI1 tripszin inhibitorokat, mint a hasitatlan mezotripszin.
Osszegzésként elmondhatd, hogy a CTRC megdvja a hasnyilmirigy-gyulladas ellen védo
SPINK1 tripszin inhibitort a lebontastol azaltal, hogy proteolitikus hasitassal inaktivalja a
mezotripszint.

A kozelmultban két eurdpai hasnyalmirigy-gyulladasos kohorszban, fiatal betegekben
¢s kontrollokban azonositottak négy ritka heterozigéta hasnyalmirigy lipaz (PNLIP) mutéciot
(A174P, C254R, G233E, V454F), amelyek csokkent PNLIP szekréciot mutattak. Célunk volt

annak meghatdrozdsa, hogy ezek a mutaciok patogének vagy artalmatlanok. Ehhez

--------

e

hogy a PNLIP variansok felhalmozodnak a sejtekben oldhatatlan aggregatumokat alkotva. A
PNLIP mutansok expresszidja ER stressz indukcidt eredményezett, amelyet a fokozott XBP1
mRNS érés és az emelkedett ER chaperon, BiP szint jelzett HEK 293T és AR42J sejtekben. A
genetikai adatok és eredményeink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a szekrécios defektust
okozd PNLIP mutaciok heterozigdta formaban nem alkalmasak a kronikus hasnydlmirigy-
gyulladds kialakulasdhoz, de mas rizikofaktorokkal egyiitt novelhetik a betegség

kialakulasanak kockazatat.
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