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1. BEVEZETES

1.1 IRODALMI ATTEKINTES

1.1.1 Oxidativ stressz

Az emberi szervezetben folyamatosan keletkeznek és alakulnak at szabad gyokok
az oxidacios-redukcids biokémiai folyamatok soran. Oxidativ stressz akkor alakul
ki, amikor a keletkez6 reaktiv oxigén vegyiletek (ROS) koncentracidja
meghaladja a szervezet antioxidans kapacitasat. A reaktiv vegyiiletek, az oxidativ
szempontbol egyensulyban 1évd szervezetben olyan fontos feladatokat is ellatnak,
mint a sejtciklus szabalyozasa, az apoptozis, a nekrozis egyes 1épései, enzimek
aktivalasa és gatlas, stb.

Az oxidativ stressz megvaltoztatja az oxidativ egyensulyt, és szdmos betegség
patomechanizmuséaban is szerepet jatszhat [1,2,3]. A ROS kérositd szerepe ismert
olyan megbetegedésekben, mint a diabetes mellitus, az atherosclerosis, a kronikus
majbetegségek, a veseelégtelenség, a tumoros megbetegedések, a rheumatoid
arthritis, a neurodegenerativ betegségek, stb.

Fiziologias koriilmények kozott a szervezetben keletkezd ROS {6 forrasai a
mitokondrialis elektron transzport lanc, a fagocita sejtek és az enzim rendszerek.
Az enzim rendszerek koziil a nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat (NADP)
oxidaz, a peroxiszomalis citokrom P450-oxidaz, a monoamin-oxidaz valamint a
xantin oxidaz emlithetd. A leggyakrabban eléforduld ROS a hidroxil gyok (OH), a
nitrogénmonoxid gyok (-NO), a szuperoxid anion (-O2’), a lipidperoxil gyok
(-LOO) és a hidrogén peroxid (H202) [4,5].

Az oxigén speciesek képesek karositani a fehérjéket, lipideket, és a sejtek orokitd
anyagat a DNS-t. A toxikus folyamat eredményeként jelentkezhet az enzim
aktivitasok csokkenése, membran miikodési defektusok, oxidalt allapott lipidek
megjelenése és mutaciok a DNS-ben. A hosszantartdo oxidativ hatds a sejtek

oregedéséhez, kronikus betegségek és tumorok kialakulasahoz vezethet [5].
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Az emberi szervezetben a ROS altali karosodasok csokkentésére védekezo
mechanizmusok alakultak ki. A védelmi rendszer elemei a kis molekulasulyu
antioxidansok, mint példaul az aszkorbinsav, a glutation (GSH), az alfa-tokoferol,
stb. Ezek a molekulak koézvetlen reakcioban képesek metabolizalni a toxikus
agenseket. A masodik védelmi vonalat az antioxiddns enzimek a szuperoxid-
dizmutaz, glutation-peroxidaz €s a katalaz képezik, melyek a keletkez szabad
gyOkoket részben vagy teljes mértékben eliminaljak. A harmadik védelmi vonal
molekularis szinten fejti ki hatasat, amikor mar kialakult a toxicitas. Ekkor repair
enzimek, lipadzok, peptidazok, protedzok, DNS repair enzimek révén a karosodott

szakasz eltavolitasa, vagy a hiba korrigalasa torténik [6,7].

1.1.2. Hidrogén-peroxid (H202)

A hidrogén-peroxid kis molekula, a viz molekula méretét kis mértékben haladja
meg, toltéssel nem rendelkezik, diffundal a sejtben és a sejtek kozott. Fiziologias
¢s patologias folyamatok eredményeként egyarant keletkezhet [8]. A szervezetben,
nagy koncentraciéban toxikus, kis koncentraciéban tobb élettani folyamatban is
fontos szerepet tolt be [9]. Szerepe van az NFkB aktivalasaban, a jelatvitelben, a
szénhidrat metabolizmusban, az immunvalaszban, a protein kindz C és a
transzkripcios faktor aktivalasaban. Gyulladasos szovetekben aktivalt fagocitak
altal generalédhat a hidrogén-peroxid, amely szerepet jatszhat a gyulladdsos
folyamat modulaldsaban, és az adhézidos molekuldk expresszidjat segiti eld [10].
Proliferaciora, vagy aptotikus allapotba segitheti a sejtet és modulalja a
aldehid-oxidaz a citoszolban, a citokrom P450 autooxidacié az endoplazmatikus
retikulumban, a hugysav-oxidaz, a D-aminosav-oxidaz, a hidroxisav-oxidaz a
peroxiszomakban, a monoamin-oxidaz €s piridoxamin-oxidaz a

mitochondriumban, és termelik egyes mikrobak (tejsav baktériumok), valamint a



vizeletben 1évo oxidaz enzimek is. Kimutathatdo tovabba a mitochondrialis
elektrontranszport soran apoptdzisban, a xantin-oxidaz kozremiikodésével [8,9].

A patologias folyamatok koziil legismertebb az oxigén gyokbdl szuperoxid
dizmutaz hatasara keletkez6 hidrogén-peroxid, amely ischaemiaban ¢és
reperfuzidban, izomvesztéskor, immobilizacié folyaman és intenziv fizikai
megterhelés alkalmaval is generalodik, valamint mitochondrialis oxidativ
stresszben, malignus folyamatokban, diabetesben és egyéb oxidativ koriilmények
kozott is képzddnek [8,9].

A sejtek szamara 20-50 pmol/l hidrogén-peroxid koncentracid6 mérsékelten, mig
az 50 pmol/l feletti mar erdsen toxikus [8,9].

A kutatdsi eredmények megegyeznek abban, hogy a patologias folyamatok
kovetkezményeként megemelkedett koncentracioban jelen 1évé hidrogén-peroxid
képes gyorsan eliminalddni, amelyben foként a kataldz, de kisebb szereppel mas
vegyiiletek is kozremiikodnek. Napjainkban elfogadott tény, hogy a kataldz enzim
a legnagyobb jelentéségii, az eliminacios folyamatban, ezt kdvetik a glutation
peroxidaz, a peroxiredoxin2, valamint a hemoglobin peroxidatikus hatasa

[10,11,12,13].

1.1.3 A katalaz enzim (EC 1.11.1.6, hidrogén-peroxid-hidrogén-peroxid
oxidoreduktaz)

A szervezet H2O2 metabolizmusanak {6 szabalyozoja a katalaz enzim, amely a
hidrogén-peroxid vizre €és oxigénre vald bontasat végzi, igen nagy sebességgel.
Egy kataldz molekula egy perc alatt tobb mint egy milli6 hidrogén peroxid
molekula metabolizacidjat képes elvégezni.

A katalaz enzim (EC 1.11.1.6, hidrogén-peroxid-hidrogén-peroxid oxidoreduktaz)
4 egymassal szimmetrikus alegységbdl épiil fel, tetramer szerkezetli és 240 kDa
nagysagi. Az alegységek 527 aminosavbol allnak, tartalmaznak egy-egy hem

csoportot, amelynek az aktiv centruméban vas (III) ion talalhato.
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A harom csatornas szerkezet az enzim optimdlis miikodését biztositja. A
focsatorna képezi az utat a hidrogén-peroxid szubsztrdt szamara az enzim
felszinérdl az aktiv centrumig. A csatorna szlik kiképzése biztositja, hogy a
hidrogén peroxidon és viz molekulan kiviil méast nem képes atengedni. A centralis
csatornan keresztiil az oxigén molekuldk, mig a lateralis csatornan a viz tdvozik
[14].

A szubsztrat bontasi mechanizmus kiilonlegessége abban rejlik, hogy a fizioldgias
koncentracioban jelenlévé H202 esetén az enzim nem 1ép miikddésbe. Ennek egyik
oka az enzim szerkezeti felépitésében rejlik. A 3 csatornds rendszerben a
fécsatorna, amely a szubsztrat bevezetéséért felel, 31 A hosszlsagu tolcsér
alakban végzddik. A szerin198 és az argininl44 egy betiiremkedést (gate) hoznak
létre, amely megakadalyozza a hidrogén-peroxidnal nagyobb molekuldk bejutasat
az aktiv centrumba. A , kapu” nem képes kinyilni a kis koncentracioban jelenlévd

H202 molekuldk jelenlétében.

KATALAZ
H.Q, —— 2H,0+0»

Az enzimatikus reakcié kétlépéses katalitikus mechanizmus, amelynek els6
1épésében egy viz molekula és az enzim szubsztrat komplex I (Compound I) jon
létre, ez a folyamat reverzibilis.
H202+katalaz _— katalaz-O (Compound 1)+H20

A masodik katalitikus 1épés:

Katalaz-O (Compound 1)+H>0, ———katalaz+O,+H>0
A masodik 1épés soran, amely irreverzibilis, egy Gjabb hidrogén-peroxid molekula
érkezik a fOcsatornan keresztiil. A reakcio végén a keletkezd oxigén ¢és a viz
eltavozik a centralis €s lateralis csatornakon [14,15,16].

Emlds szervezetben jelenlévd katalaz és NADPH kozotti kapcsolddasrol is

beszamoltak. A NADPH feltételezett szerepe az, hogy megakadadlyozza az



enzimatikusan inaktiv komplex II (Compound II) kialakulasat, és kis mértékben
noveli az inaktiv forma eltavolitasanak sebességét is [17,18].

A human szervekben kiilonb6zd koncentracioban/aktivitassal talalhatd a katalaz
enzim. A maj (peroxiszomak, mitokondrium) megkozelitdleg 3.33x10° U/g a
vorosvértestek (citoszol) 4,67 x 10° U/g igen nagy koncentracidban, mig a sziv
kdzepes, a pancreas és az agy alacsony 0,78- és 0,722 x 10° U/g katalaz
aktivitassal rendelkezik. A legkisebb katalaz aktivitas a szérumban 0,50 x 10% U/I

«yey

s

vorosvértestek nagy katalaz tartalma révén, a kiilonb6zo patologias elvaltozasaikor
a beldliik kijuto katalaz jelentésen megndveli a szérum katalaz aktivitast [19,20].
Erdekeségként megemlithetd, hogy mangan tartalmi kataldz molekulaval
talalkozunk a mikrobiologiaban, L. plantarum ¢és a T. thermophilus
baktériumokbodl 1is izolaltdak az enzimet. Ezekben az esetekben, az aktiv
centrumban két magvi mangan komplexet taladlhatunk szemben a mar leirt hem
tipustval. A vas alapvetd szervetlen tdpanyag szdmos organizmus szamara. Ezzel
szemben a mangan tartalmu katalazt tartalmazo6 baktériumok a vastol fiiggetleniil
is képesek védelmi funkcidt ellatni. Ezek az organizmusok szerepet jatszhatnak az
emberek egészségében és megbetegedéseiben. Elényiik, hogy nagy ho stabilitassal
birnak ¢és extrém kornyezetben is képesek, aktivak maradni. A humén
szervezetben betoltott feladatukat, esetleges eldnyeiket napjainkban részletesen
vizsgaljak [21].

Bizonyos baktériumok (tejsavbaktériumok) hidrogén-peroxidot, mig masok
(staphylococcusok) katalaz enzimet termelnek. A katalaz termelés, és az enzim
jelenlétének kimutatdsa napjainkban is alkalmazott mikrobioldgiai diagnosztikai
teszt, amit alapvetden a staphylococcusok és a steptococcusok elkiilonitésére
alkalmaznak (katalaz proba). A proba soran a baktérium telepre hidrogén-peroxid

oldatot cseppentenck. Amennyiben kataldz enzimet termel a baktérium, szabad



szemmel joOl lathatd pezsgést, intenziv buborék képzddést lathatunk, amely az

oxigén keletkezését jelzi.

1.1.4 A katalaz gén

A katalaz fehérjét egyetlen gén a katalaz gén kodolja, amely a 11-es kromoszoma
rovid karjan a 13-as pozicioban talalhato. 33 114kb hosszusagu génnek 13 exonja
¢s 12 intronja van, amelyek a kromoszoman a 34 417 054 és a 34450 176
nukleotidok k6zott helyezkednek el.

A fehérje szintézise a riboszémakon torténik, a szignal protein segitségével jut el
az alegység a peroxiszomakba, és itt torténik a hemek beépiilése, valamint a
dimerizaci6 ¢€s a tetramer képzddes.

Az 1. dbran a gén vazlatos rajza lathato, a kodold (fekete allo téglalap) €s a nem
kodolo régiok (fekete vastag vonalszakaszok) feltiintetésével. Bemutatasra keriil a
13 exonalis régid, valamint a promdter, 5’-UTR ¢és 3°-UTR szakaszok és az

ezekben azonositott polimorfizmusok egy része.

§.UTR Promoter Exonl 3 4 5 6 78 9 10 1 1213 3-UR

| L

37669G/A; 38132G/A
726¢/A 1162T/C 429¢/T 1476C/T 1560G/A

S2330/T; BI220/T; 927TC/T; 10591 T/
12175G/A; 12377A/T
-B9A/T, - 262C/T, -844(/T

200/ €586-249A/T

712-1019C/T ¢1196-1110T/C; ¢1196-679T/C

1. abra A katalaz gén sematikus rajza és a legismertebb polimorfizmusok

1.1.5 A vér és a vorosvértest katalaz

A hemoglobin molekula egy vas tartalml oxigén transzporter, amely emldsdkben
a vorosvértestekben talalhatd. A keringés soran, fiziologids kornyezetben
oxidacidos ¢€s redukcids 1épéseken megy keresztil. A redox folyamatok
kovetkezményeként ROS-ok keletkezhetnek.
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A teljes hemoglobin 3%-abol naponta autoxidacio soran képzédik methemoglobin
¢s szuperoxid anion, amibdl hidrogén-peroxid keletkezik, ¢és ennek a
detoxifikalasaban a Kkatalaz jatszik szerepet. Ez magyarazhatja, hogy a
vorosvértestek funkcidjanak fenntartasdban jelentds szerep tulajdonithatdo az
antioxidans katalaz enzimnek [22,23].

A teljes vér alkotd elemei kiilonbozé koncentracidoban tartalmazzdk a kataldz
enzimet. A limfocitak, trombocitdk esetén a vérsejtekben, mig a monocitak €s a
polimorfo nuklearis sejteknél a felszinen detektalhato [24,25].

A vérkataldz 99%-a szarmazik a vorosvértestekbdl, és a vér katalaz referens atlaga
113,3 MU 1 1 vérre vonatkoztatva. Ha ezt a vorosvértestek 1 1-re vonatkoztatjuk,
akkor 251,7 MU aktivitassal kell szamolnunk. A vérkatalaz aktivitason
gyakorlatilag a vorosvértestekben mérhetd kataldz enzim aktivitast értjiik.
Feltételezhetd, hogy a vérben, nagy koncentracioban jelen 1évo katalaz, a kis
szolgalja.

Kutaté csoportunk a szubsztrat bontason alapuld megbizhaté moédszert dolgozott
ki a vér kataldz aktivitas meghatarozasara, az 1990-es évek elején [26,27]. Ezt
kovetden lehetdség nyilt széleskori klinikai célu vizsgalatok elvégzésére, amelyek
soran  meghatdrozasra  keriilt a vér kataldz  aktivitds  kiilonbozd
megbetegedésekben. Egy hdrom éves vizsgalati program kertében 28 252 beteg
vérkataldz aktivitdsanak meghatarozasat végezték el. Az eredmények koziil
emlitendd, a vér kataldz csokkenése a kovetkezd megbetegedésekben: 130
kiilonb6z0 daganatos elvaltozasban, (hematoldgiai: 30, gastrointrestinalis: 29,
tidé: 17, urogenitdlis: 14, emésztOszervi:14, emld:13, egyéb:13) és annak
kiilonb6zd fazisaiban vér kataldz aktivitast vizsgalva szignifikdns csokkenést
tapasztaltak (80,84+21,5 MU/I, p<0,001). Atherosclerosisban elséként vizsgaltak
nagyszamu (n=1670) beteget és a vér kataldz aktivitas szignifikdns csokkenését

talaltak (104,8+18,2 MU/I, p<0,001). Skizophreniaban szintén elsdként végeztek



vizsgalatot, amely eredménye a vérkataldz aktivitdsok szignifikans csokkenése
volt (105,6+20,5 MU/I, p<0,001) a referens atlaghoz képest [14,28].

A diabetes mellitus harom tipusaban (l-es tipus n=92, 2-es tipus n=60, és
gestacidos n=235) elvégzett vér kataldz aktivitas mérések soran csokkent enzim
aktivitast mértek (p<0,001) [29,30].

Vitiligo megbetegedésben a vér katalaz aktivitds csokkenését tapasztaltak
(100,2+17,7 MU/I, p<0,001) [31].

A  microciter anemia ¢és [-thalassemia, valamint a diabetes mellitus
megbetegedések és a csokkent vérkataldz aktivitdssal kapcsolatos vizsgalataink

napjainkban is folytatodnak.

1.1.6 Akatalazémia és hypokatalazémia

Az akatalazémia a kataldz enzim velesziiletett hidnya, genetikailag a mutans
homozigota allapot. A hidrogén-peroxid bontast alkalmazo kataldz aktivitas
meghatarozdsoknal a vér/szérum egyéb komponensei is fogyaszthatjdk a
szubsztratot. Ezért az akatalazémia elnevezés kissé félre vezetd, mivel az ilyen
esetekben szubsztrat meghatarozasi eljarasokkal 1-8 %-0s aktivitds mérhetd
[32,33].

Az els6 akatalazémias egyént Takahara professzor ismertette 1946-ban Japanban
[34]. A hidrogén-peroxid bontas ,teljes” hianyat tapasztalta 11 éves leany
betegénél, majd a csaldd tagjait és tovabbi két madsik csalddot is bevont a
vizsgalatokba. A harom csaladban 9 esetben igazolta a katalaz enzim ,.teljes”
hianyat a vérben. Azt tapasztalta, hogy fert6tlenitési céllal, a vérhez adott
hidrogén-peroxid hatasara oxigén buborék képzodés nem volt detektalhato.
Feltételezte, hogy a betegek vérébdl hianyzik a hidrogén-peroxid bontésért felelds
anyag, a kataldz enzim. A vér katalaz aktivitdas mérésre a permanganometrids
hidrogén-peroxid eljarast alkalmazta és 6 esetben a katalaz aktivitas teljes hianyat,

5 esetben <10%, mig 2 esetben 10%-o0s aktivitast mért [34].
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Ezt kdvetden tovabbi 12 orszagban detektaltak akatalazémias allapotot, kozottik a
legnagyobb szamban Japanban (91f6) és Svajcban (11£6) [35].

A magyarorszagi kutatisok soran a vizsgalt populacid (n=28252) alapjan
0.05/1000 az akatalazémia gyakorisaga [14]. Az els6 magyarorszagi akatalazdmiat
1989-ben  detektalta  kutatocsoportunk (4,6 MU/l).  Hypokatalazémia
vonatkozasaban ez az arany a magyarorszagi populacioban 0,18/1000 [16,36].

Az enzim csokkent aktivitasa hozzajarulhat kiilonb6zé megbetegedések korai
manifesztalddashoz (tumorok, anemiak, vitiligo, diabetes mellitus) [37,38].
Kutatocsoportunk az elmult években a kataldz enzim aktivitds csokkenésének
okaival foglalkozik részletesebben. Az enzim aktivitas csokkenés a katalaz gén
polimorfizmusaira, illetve a fehérje expresszidjanak csokkenésére is
visszavezethetd.

Dolgozatomban olyan kutatdsi eredményekrdl szamolok be, amelyek a katalaz

enzim aktivitas csokkenés okat molekuléris szinten vizsgaljak.

1.1.7 A csokkent katalaz enzim aktivitas és a diabetes mellitus kapcsolata

A diabetes mellitus az egyik legrégebben megismert betegség. Napjainkban a
megbetegedések szama egyre né. Egy 1994-es becslés szerint 600 000-700 000
diabeteses ¢l Magyarorszagon, késobbi adatok hianyaban ez a becslés ma is
alkalmazhat6 [39].

A 2-es tipust diabetes mellitus komplex betegségnek tekinthetd, kialakuldsat
kornyezeti tényezdk és genetikai faktorok egyarant befolyasoljak.

McCarty 2010-ben ismertette 6sszefoglald kdzleményét, amelyben Gsszegezte a
betegségek és a genetikai variansok, els@sorban a single nucleotid polymorphism
(SNP) kozotti osszefiiggéseket [40].

Hur és munkatarsai [41] 2010-ben szakirodalmi kutatast végeztek, hogy olyan
géneket keressenek, ¢és mutassanak ki amelyek Osszefliggésbe hozhatok a

diabetessel és a reaktiv oxigén-agensekkel. A SciMiner program alkalmazasaval
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azt talaltak, hogy a ROS és a diabetes mellitus relacioban elsé az inzulin, masodik
a szuperoxid dizmutdz, harmadik a katalaz. A szerzék ezen kovetkeztetéseiket
1154 bioldgiai és orvosi folyoiratban publikalt kdzlemények alapjan vontak le

[41].

Fuchsberger és munkatarsai [42] a Nature-ben 2016-ban megjelent cikkiikben
beszamolnak egy atfogd, tobb orszadgot érintd, Osszehasonlitd elemzésrol,
amelynek célja a 2-es tipust diabetes mellitus kialakulasat befolyasold gének/
mutaciok/ polimorfizmusok azonositasa.

A GOT2D ¢és a T2D-GENES projektek egyiittes vizsgalatat végezték el.
2657 diabeteses ¢s kontroll egyén teljes genom szekvenalasa tortént meg. (1326
beteg és 1331 kontroll). 26,7 millié6 genetikai varidnst azonositottak, 1,5 millid
rovid inserciot-deléciot €és 8876 nagyobb deléciot. A TCF7L2 (transzkipcids
faktort kddold gén a 10. kromoszémén) és az ADCYS5 (3-as kromoszéman 1évo
membranhoz kotott G-fehérje aktivatort kédold gén). Hasonloan a CCND2 (12.
kromoszéman taldlhato gén, amely CDK Kinaz regulalé fehérjét kddol) valamint
az EML4 (microtubulust asszicialo fehérjét kodolod gén), amely a 2q21 pozicidban
megtalalhato, (rs76895963 G/T csere) 0j, gén varians.

A kodold régidk részletes vizsgalatara is sor keriilt, ahol 12 940 egyénbdl (6504
beteg és 6436 kontroll) 3 synonime, 7636 missense, 250 trunkalt protein allélt
talaltak. Egyetlen ismert genom varidns felelt meg az elvardsoknak a PAX4
Argl92His, rs2233580, amely egy transzkipcids faktort kodol (paired boksz).

Az elemzés nagyon nagy munka volt, sok raforditassal, és 1ényeges, 0j eredmény
nélkiil.

Osszegezve a kdzlemény 44 414 egyén (11 645 2-es tipust diabeteses és 32 769
kontroll) mutacié vizsgalati eredményeit mutatja be. A betegek Dél Kelet
Azsiabol, USA-bol, spanyol nyelvteriiletrdl, Eurépabol szarmaztak. A

vizsgélatban résztvevd Eurdpai orszagok: Finnorszag, Svédorszag, Németorszag,
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Spanyolorszag, Franciaorszdg, Dania, Egyesiilt Kiralysag, Hollandia, ¢&s
Esztorszag.

A vizsgalatokban Magyarorszag nem szerepelt. A katalaz génben, a 2-es tipusu
diabetes mellitusban fokozottan eléfordulé mutaciok szinte kizarolagosan magyar
betegeknél fordultak eld6. Ez magyarazza, hogy a kataldz muticiok nem
szerepelnek az 0sszeallitasban [42].

Az eddigi vizsgalatok szerint nem azonosithatd 2-es tipusu diabetes mellitust
okoz6 egy vagy tobb katalaz gén varians. A velesziiletett kataldz hidnyban a
diabetes gyakoribb el6forduldsa annak tulajdonithatd, hogy a katalaz hidny révén a
hidrogén-peroxid koncentracid tartdsan novekszik, és karositd hatast fejhet ki az
oxidaciora igen érzékeny pancreas beta-Sejtekben [42,43]. 1992-ben
kutatocsoportunk 13 kataldz hidnyos magyar csaladban 63 katalaz hidnyos
csaladtagrol és 66 normokatalazamids csalddtag vizsgalatirol szamolt be. Két
akatalazémias betegbdl mindkettd 100% (2/2), a csokkent katalaz aktivitasu
egyének kozott 12,1 % (8/66) volt cukorbeteg [44].

A velesziiletett katalaz hiany és a 2-es tipusu diabetes kozotti kapcsolatrol tobb
tanulmanyban is beszamoltunk [29,30,44,45,53,58,74]. A 2-es tipusu diabetes és a
velesziiletett kataldz hiany kapcsolatdnak vizsgélata sordn 16 kiilonbozd tipusu
kataldz gén muticid azonositdsa tortént meg és valamennyi varians csokkent
vérkatalaz aktivitdst eredményez (homozigotaknal 5%, heterozigotak esetén
49,1%). Katalaz hianyos egyénekben a diabetesre vald hajlam fokozodasa egyre
inkabb bizonyossd valik. A katalaz hidny indirekt mdédon, a megnovekedett
hidrogén-peroxid koncentracion keresztiil jarulhat hozzd a megbetegedés

kialakulasahoz [45].

1.1.8. Katalaz aktivitas mikrociter anémiaban és p-thalassemiaban

Mikrociter anémidban a vorosvértestek szama és nagysaga csokken. Ennek okai

lehetnek: a vas elégtelen bevitele, csokkent felszivodasa és gyors kiliriilése a
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szervezetbdl. Ilyen esetekben a vordsvértestek kisebbek az atlagosnal és
alacsonyabb a hemoglobin tartalmuk, hipokromok. Genetikai rendellenességek is
vezethetnek kisméretli, hipokrom vordsvértestek képzodéséhez.

Genetikai eltérés okozza a thalassemidkat, amelynek két nagy csoportjat
kiilonboztetjiik meg. A 11. kromoszoma génje (két allél) a B-lancot, mig a 16.
kromoszoéma két génje (négy allél) az o-lancot kodolja. Thalassemiaban a
hemoglobin valamelyik globin lancat (a, B) kédold gén mutacidja kovetkezik be.
Az o-thalassemidban a hemoglobin a-lanc elégtelen miikodésli. A gyakoribb -
thalassemidban a B-lanc nem tolti be megfelelden szerepét, csokkent szintézise
vagy hidnya okozza a megbetegedést. Ezekben az esetekben a vordsvértestek
szintézise is csokkenhet, ami anémiat okoz. Legsulyosabb esetben mindkét f3-
lancbol kevesebb, vagy egyaltalan nem szintetizalodik, ilyenkor beszéliink B-
thalassemia major vagy Cooley anémiardl. Az egyik allél hianyakor mikrocitozis,
enyhe fokt anémia alakul ki, amikor tiinetmentességet tapasztalnak (B-thalassemia
minor). A harmadik csoportba a P-thalassemia intermedia sorolhatd, amely
stlyosabb a minor tipusnal, de kevésbé sulyos, mint a Cooley anémia. Az
[46]. Thalassemiaban tobb mint 1000 kiilonb6zé genetikai eltérés azonositasa
tortént meg. A [-thalassemia mutaciok nagymértékben mutatnak regiondlisan
eltérést. A kordbban mediterran betegségnek tartott thalassemia, egyre gyakoribb
az ¢szaki, és nyugati orszagokban. Kutatdé csoportunk 2011-ben prezentalt
tanulmanyaban 43 beteget vizsgdlva 13 kiilonb6zé gén muticidt detektalt,
amelybdl 6 esetet els6ként mutatott be. Vizsgélataikban alacsony vérkatalaz
aktivitast talaltak p-thalassemids betegeknél a kontroll csoporthoz viszonyitva
(p<0,001) [47,48].

Bertoldi és munkatarsai [49] a B-thalassemia és az oxidativ stressz kapcsolatat
vizsgaltak 2013-ban megjelent cikkiikben. Feltételezésiik szerint a sériilt, vagy
hianyz6 B-lancok miatt szabad vas molekuldk jelennek meg a vordsvértest
membranhoz kapcsolddva, amelyek oxidalddhatnak (Fenton reakcio). Az oxidacid
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soran ROS-ok keletkezhetnek (‘O27,OH). A cs6kkent vér katalaz aktivitas ezekben
a vorosvértestekben az oxidativ folyamatok fokozddasdhoz vezet. A kérosan aktiv
H20; eltavolitasa nem megoldott a vorosvértesteken beliil. A csokkent vér katalaz
aktivitasok ¢és a [-thalassémia kozotti kapcsolat vizsgalata hozzasegithet a

betegség konnyebb megértéséhez [49].

1.1.9 A katalaz gén polimorfizmusa

Az NCBI adatbazisban taldlhaté informacidkat felhaszndlva 2012-ig a katalaz
génben 245 olyan nukleotid pozicid volt azonosithatd, amely a konszenzusostol
eltérd [50,51].

A polimorfizmusok nagy része olyan benignus elvaltozast eredményez, amely
nincs hatdssal az enzim aktivitdsara, nem befolyasolja a kataldz fehérje
expressziQjat, €s nincsenek patologiai vonatkozasai, vagy azokat jelenleg nem
ismerjiik. Herbert-Schustert 6sszefoglalo kozleményében 11 kiilonbozé a katalaz
génen azonositott polimorfizmust emlit [52]. Ezeket a polimorfizmusokat
anyagcsere betegségekkel hoztdk kapcsolatba. Négy nukleotid eltérés az 5°-UTR,
egy a 3’-UTR, ketté az 1. exonban, ketté a 9. exonban, egy a 10. exonban
talalhatd. Az ismertetett betegségek nagy része a szénhidrat anyagcsere (1-es €s 2-
es tipusu diabetes mellitus) és a csontképz0 rendszer (osteoporosis)
megbetegedései koziil keriilt ki [52].

Kutatocsoportunk is tobb évtizede foglalkozik kiilonb6zd megbetegedések és a
katalaz génben fellelheté mutaciok, polimorfizmusok, SNP kapcsolataval.
Osszefiiggés volt kimutathaté a 9. exon C111T polimorfizmusa és a diabetes
mellitus betegség kozott. A T mutans allél jelenlétében a kataldz aktivitds
szignifikans csOkkenése volt detektalhato [53].

Az altalunk vizsgalt magyarorszagi populdcioban vitiligd megbetegedésben

hajlamosité tényezének taldltuk a C111T missense muticiot [54]. Hasonld

15



eredményre jutottak Gavalas és munkatarsai angliai populacié vizsgalatakor [55].
Az enzimet kodold gén exonalis és introndlis régidinak feltérképezése napjainkban
is folyamatos. A molekularis biologiai modszerek elterjedésével szamos, a
konszenzusostol eltéré nukleotidot sikeriilt azonositani a magyarorszagi
populécidban [56-58]. Csoportositasra keriiltek az azonositott mutaciok, amelyek
alapjan genetikai tipusokat lehetett kialkitani (magyarorszagi A, B, C, D, E
tipusok) [59-61].

Az akatalazémia ¢€s hypokatalazémia genetikai okainak feltardsahoz segitséget
nyujtott a kodolo régidk vizsgalata mellett a szabdlyozo régid feltérképezése. A
katalaz gén 5°-UTR, promoter szakaszain tobb polimorfizmus is azonositasra
keriilt a magyarorszadgi populdcidoban [61]. Forsberg ¢és munkatarsai [62]
kulcsfontossagunak tartottak az 5°-UTR régidban azonosithato -262C/T
polimorfizmust, amely jelent0s szerepet tolt be, mint transzkripcids pont. Svéd
populaciot vizsgalva azt talaltak, hogy a ,, T” allél jelenléte szignifikansan
magasabb katalaz aktivitast eredményezett [62].

A genetikai eltérésekre visszavezethetd katalaz enzim aktivitds csokkenés
kovetkezményeként megndvekedhet a hidrogén-peroxid koncentracio a sejtekben
¢s a szovetekben, €s az igy kialakul6 oxidativ stressz révén karosodhatnak az arra
érzékeny szervek, szovetek. Ezért a katalaz gén mutacidinak megismerése
kozelebb vezethet egyes patologias folyamatok megértéséhez, és azok esetleges

kezeléséhez.
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2. CELKITUZES

erevr

betegségekben

Egyszerlien kivitelezhetd mutacid szlirdmodszer alkalmazasaval a 9.
exonban azonositott 1s769217 polimorfizmus hatasanak vizsgalata

mikrociter anemids és B-thalassemids betegeknél.

Az 9. exonban talalhatdé rs769217 polimorfizmus és a promoter (nem
kddold) régioban talalhatd rs1001179 polimorfizmus hatdsainak vizsgélata
a vér katalaz aktivitdsra, valamint lipid €és szénhidrat biomarkerekre

(triglicerid, koleszterin, HDL, LDL, ApoA-I, ApoB, gliikoéz, HbA1c).

Kialakitani egy olyan csoportot, amelynek tagjainal csokkent (<50%) a vér
katalaz aktivitas, €s feltehetéen gyakoribbak a polimorfizmusok, mint a
normokatalazémids egyéneknél. Az igy kivalasztott egyéneknél vizsgélni a
13 exonalis és a 12 intronalis régiot, tovabbi mutaciok, polimorfizmusok,
SNP-k detektalasanak reményében. Az ujonnan azonositott DNS eltérések,

mutaciok hatasanak vizsgalata kiilonboz6 megbetegedésekben.

Célom tovabba, jelen dolgozat kereteit tul egy kontroll csoport 1étrehozasa,
olyan mintakbol amelyek vér katalaz aktivitasa referens tartomanyban van.
Ezen mintdk vizsgilata a katalaz gén Osszehasonlitd elemzéseit tenné

lehetové.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Betegek, kontrollok, vizsgalati muntak

A kisérletes munkam soran felhasznalt vizsgalati vérmintakat (EDTA-val
alvadasgatolt teljes vér) az akkori Debreceni Egyetem Orvos- ¢és
Egészségtudomanyi Centrum klinikair6l (Belgyogyaszat, Gyermekgyogyaszati,
Fiil-orr-gégészet) gyujtottiik, amelyek a Klinikai Biokémiai és Molekularis
Patoldgiai Intézetbe, ma Laboratériumi Medicina Intézetbe kiildtek laboratériumi
vizsgalati kérésekkel. A vizsgalatokban csak azon betegek adatai szerepelnek,
akiknek a vér hemoglobin koncentracidi a referens tartomanyban voltak (nék: 115-
150 g/l, férfiak: 130-165g/1).

Kontroll mintaként szolgéaltak azok a vérmintdk, amelyek a fenti intézetbe munka
alkalmassagi, egészségligyi alkalmassagi vizsgalatra érkeztek és a DE-Klinikali
Kozpont (kordbban Orvos és Egészségtudomanyi Centrum) klinikédin dolgozoktol
szarmaztak. A teljes vér katalaz aktivitasat mértiik, és ha az alabbi kritériumoknak
megfeleltek, akkor a fehérvérsejtekbdl DNS-t izolaltunk.

A kontroll csoportba azon egyéneket soroltuk, akiknek a vér katalaz aktivitas
(80,3-146,3 MU/1) és a hemoglobin koncentracié is a referens tartomanyon beliil
volt. (nok: 115-150 g/, férfiak: 130-165g/l). A referencia tartomanyok a
Debreceni Egyetem Klinikai Ko&zpont Laboratériumi Medicina Intézetben
alkalmazott referencia tartomanyoknak felelnek meg.

A konkrét kisérleteknél részletesen bemutatom a mintakra vonatkozo specialis
paramétereket, kritériumokat. A mintadk szdmbdl és betlibdl allé6 kodot kaptak, igy
biztositottuk az anonimitast.

A vizsgalataink végzéséhez etikai engedéllyel rendelkeztiink, amely az OTKA
K71902 mint megbizonal a 2734-2008 (DEOEC RKEB/IKEB) szamu.

A kiilonb6z6 vizsgalatokndl a betegek és a kontrollok adatainak részletezése a

kovetkezo részekben talalhato.
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3.1.1. Katalaz gén exon 9 (rs769217) és S’UTR (rs1001179) polimorfizmus
vizsgalat és uj akatalazémia mutacio vizsgalat, beteg és kontroll mintak

Katalaz gén exon 9 rs769217(C111T) polimorfizmus vizsgalatanal, 98 beteg
(microciter anemias és B-thalassemias) és 50 kontroll mintat vizsgaltunk.

A katalaz rs769217 és rs1001179(-262C>) polimorfizmusainak vizsgalatanal a
beteg ¢s kontroll mintak a kovetkezdek voltak.

A vérmintdkat a Debreceni Egyetem Belgyodgyaszati Klinika Diabetes
szakrendelésén 2007 és 2010 kozott megjelent betegektdl kaptuk.

Az 1l-es tipust diabetes mellitusban szenvedd 115 beteg kezelése inzulinnal
tortént. Ebben a csoportban 69 férfi (21-78 év kozotti), és 46 nd (21-70 év
kozotti) volt. A 225 nem inzulin fliggd (2. tipusu) diabeteszes beteg, kezelése
oralis antidiabetikummal (n=31), sulphonil-urea-val (n=31), inzulinnal (n=154)
tortént, mig 9 betegnél szénhidrat csokkent diétat alkalmaztak. Ebben a
csoportban 133 férfi (37-86 év kozott) és 92 nd (37-86 év kozott) volt.

Az l-es és 2-es tipusu diabetes mellitusos csoportban a terapia ellendrzésére
szérum gliikk6z és hemoglobin A lc mérések torténtek.

A kontroll csoportba olyan egyéneket valogattunk be, akik a Debreceni Egyetem
Orvos ¢és Egészségtudomanyi Centrum alkalmazottai voltak ¢s alkalmassagi
vizsgalaton vettek részt 2006 és 2010 kozott. A kontrollok hemoglobin, szénhidrat
¢s lipid paraméterei referens tartomanyban voltak. A 295 kontroll kozott 155 nd

(18-60 év kozott) és 140 férfi (18-62 év kozott) volt.

3.2.1. Csokkent katalaz aktivitasu mintak mutacio analizise

a. Az 0 akatalazémia mutéciok vizsgalatdhoz nagyszdmu beteg (n=617) és
kontroll (n=295) sziirése a vér katalaz aktivitasanak mérésével tortént.
A Dbetegek, a Debreceni Egyetem Orvos ¢és Egészségtudomanyi Centrum

szakrendelésein jelentek meg, a betegségeik a kovetkezok voltak: 1. tipusa
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diabetes mellitus (n=115), 2. tipust diabetes mellitus (n=205), gestacios diabetes
mellitus (n=60), mikrociter anemia (n=58), p-thalassemia (n=43), iddskori
hallaskarosodas (n=136).

b. A mikrociter anemias betegeknél (atlagtSD) az MCV=71+10 fl, a
vérhemoglobin =124+14 g/1, és a Mentzer index=17,3+3,3.

B-thalassemiasoknal az MCV=70+£9 fl, hemoglobin=103+9 g/l, Mentzer
index=11,6+1,8, HbF=2,8+1,3%, HbA2=5,6+0,8%. A B-thalassemias betegeknél a
diagnozis megallapitasa komplex vizsgalat eredménye volt, a Debreceni Egyetem
Laboratoriumi Medicina Intézetben alkalmazott protokoll szerint. A kivizsgalas
részei a teljes vérkép, retikulocyta analizis, Mentzer index szamitas, ,,vas panel”
vizsgalata, hemoglobin F% és A2% meghatarozasa, valamint DNS izolaldsa és a
globin gén szekvencia analizise.

C. 295 kontroll egyént is bevontunk a vizsgalatba.

d. A referencia tartomanyok a kovetkezok: MCV=89+9 fl, vérhemoglobin
=134420 g/l.

A kontroll egyének vér kataldz aktivitdsaibol szamitott referencia tartomany:
104+15 MU/L

e. A csokkent katalaz aktivitasti betegek (n=51) kozott két esetben a IVS-11-1G,
egy esetben a CD6-A(HbS) és egy esetben a CD39C>T mutacidt azonositottak.

f. Csaladfa elemzés egy, ij akatalazémias csalad esetében tortént. A Diabetologia
szakrendelésen a betegek megefeld tajékoztatas utan irasbeli hozzajarulasukat
adtak.

g. A vizsgalatba bevont (n=295) mintakbol 51 betegnél (17,3%) mértiink a
referens atlag (104 MU/1) 50 %-anal alacsonyabb (<52 MU/1) vérkatalaz aktivitast.
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3.2 Biokémiai paraméterek meghatirozasa

3.2.1. Katalaz enzim aktivitas mérés

A dolgozatomban szerepeltetett veér katalaz aktivitisok meghatarozashoz az
irodalomban széleskortien hasznalt modszert alkalmaztam [26].

A spektrofotometrias kataldz aktivitds mérési modszer az enzim altal elbontott
hidrogén-peroxid szubsztrat koncentracid csokkenését méri.

A hidrogén-peroxid szubsztrat bontdsat 60 masodperc utdn ammoOnium-
molibdenattal ledllitottuk. Az ammodnium-molibdenat az enzimatikus szubsztrat
bontas utan maradt hidrogén-peroxiddal komplexet képez és igy allitja le az
enzimatikus reakcidt. A kialakult komplex (hidrogén-peroxid €s ammonium-
molibdendt) sarga szinli, amelynek 405 nm-nél mérhetd abszorbancidja a
hidrogén-peroxid koncentracioval aranyos.

A vérben 1évd katalaz aktivitds méréshez EDTA alvadds gatloval nyert
vérmintdkat higitottuk foszfat pufferrel (60 mmol/l, pH: 7,4), 20 upl vért
belemostuk 4000 ul pufferbe. Ezt kdvetéen a vordsvértesteket 100 pl saponin
oldattal (20 g/1) hemolizaltattuk (minimum 5 percig).

Minta: a hemolizdtumbdl 30 pl-t mértiink ki €és inkubaltattuk 37°C-on 1000 pl
szubsztrattal (65 pmol/l hidrogén-peroxid foszfat-pufferben /60 mmol/l, pH: 7,4/)
pontosan 60 sec-ig. Az enzimatikus reakciot 1000 pl ammoénium-molibdenat (32,4
mmol/l) adasaval leallitottuk. Az utdbbi reagens szinképzoként is szolgal. A
keletkezett sarga szin intenzitasat 405 nm-en mértiik.

A vérkataldz aktivitas az alabbi képlettel szamolhato:

426 x [A (vaki)- A (minta)]/[A (vakz)- (A vaks)]

vaki: 1000 pl szubsztrat, 1000 pl ammonium-molibdenat, 30 ul hemolizatum

vakaz: 1000 pl szubsztrat, 1000 pl ammoénium-molibdenat, 30 pl puffer

21



vaks: 1000 ul puffer, 1000 ul ammoénium-molibdenat, 30 ul puffer

A szémitasi faktor: 65x200x30/1000x4000/4100, ahol 65 pmol/l a szubsztrat
hidrogén-peroxid koncentracidja, 200-szoros a vérminta higitasa, a méréshez 30
ul-t hasznaltunk, és a 100 pl saponin hozzaadasaval tovabb higult [26].

A vérben 1év8 nagy kataldz koncentracid miatt az aktivitast M (10%) U/l (vér)
egységben adjuk meg.

A mérési eredmények azt mutattdk, hogy a ndk vérkataldz aktivitdsa
szignifikdnsan alacsonyabb a férfiakénal, igy a kutatocsoportunk altal
meghatarozott referens tartomanyok: ndék: 107,7+14,4 MU/1, n=880,

férfiak: 117,9£16,9 MU/1, n=876 [27].

3.2.2. Lipid paraméterek és a gliikoz meghatarozasa

Lipid anygacsere paramétereinek (triglicerid, dsszkoleszterin, HDL koleszterin,
szérumbol tortént, Roche Integra tesztekkel, Roche Integra 700, Modular P800
miiszerekkel (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). A referencia
tartomanyok a kovetkezok : triglicerid <1,7 mmol/l, 6sszkoleszterin <5,2 mmol/L,
HDL koleszterin féfiaknal >1,0 mmol/l, n6knél > 1,3 mmol/l, LDL koleszterin <
3,4 mmol/l, ApoAl > 1,15 g/l, ApoB < 1,0 g/l, glikoéz 3,6-6,0 mmol/l. A
meghatarozdsokat Debreceni Egyetem Laboratériumi Medicina Intézet Kémia
részlegén végezték.

A hemoglobin Alc meghatarozas HPLC mddszerrel, Variant II (Haemoglobin
Testing System, BioRad, Hercules, CA, USA) késziilékkel tortént, a Debreceni
Egyetem Laboratoriumi Medicina Intézet Elvalasztastechnika részlegén. A HbAlc

refrens tartomanya: 4,1-6,5 %, vagy 20-42 mmol/mol.
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3.2.3. A hematolégiai paraméterek meghatarozasa

EDTA-val alvadasgatolt vérbdl a vér hemoglobin, a vorosvertestek sejt atlagos
térfogat (MCV) meghatarozasa Sysmex XE 2011D hematoldgiai automataval
(Sysmex, Japan) tortént a Debreceni Egyetem Laboratoriumi Medicina
Intézetében.

A hemoglobin A2, hemoglobin F meghatarozds HPLC modszerrel, Variant II
(Haemoglobin Testing System, BioRad, Hercules, CA, USA) késziilekkel tortént,
a Debreceni Egyetem Laboratoriumi Medicina Intézet Elvalasztastechnika
részlegén.

A vizsgalathoz a kovetkez6 referens tartomanyokat alkalmaztuk: Hgb :134+20 g/l,
MCV: 89+9 fl, HbF: >1,0%, HbA2: 3,7-6,5 %.

3.3 Molekularis biologiai vizsgalatok

3.3.1. DNS izolalas

A genomialis DNS-t EDTA-val alvadasgatolt vérbdl nyert leukocitdkban gazdag
vér frakciobol (buffy coat) QIAmp Kittel (DNA Blood Mini Kit, QIAGEN,
Hilden, Germany) izolaltuk. A DNS mintdk koncentracioja 50-70 ng/ul kozott, a
tisztasag 1,7-1,9 kozotti volt.

A betegek és kontrollok a vizsgélat eldtt 3 honapig sem vérkészitményeket sem
transzplantdciot nem kaptak. Ez alapjan feltételezhetjilk, hogy nincs mozaik
képzddés vagyis a vOrdsvértest katalazt és fehérvérsejt kataldzt ugyanazon gén

kodolta.

3.3.2. PCR
A PCR reakciohoz Wen ¢és Kishimoto altal javasolt primereket alkalmaztuk, a 2. 3.

7. 9.exonk és a promoter régid vizsgalatdhoz hasznalt primer szekvencidk az
alabbi tablazatban lathatok [63,64].

A primerek a Sigma-Aldrich termékei voltak (St. Louis, MO, USA).

Az izolalt DNS koncentracioja 50-70 ng/ul, tisztasaga 1,7-1,9 kozott.
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1. Tablazat. Katalaz gén amplifikalashoz alkalmazott primerek szekvenciai

Exon2 |forward | 5’TGCAAAGCTATGACCCGTG3’ reverse |5’ACACAGCACTTACCTGCTCC3’

Exon3 |forward | 5’GTCTGAGTAATGGTCTCATG3’ reverse |5'CCCCAAAAGGTGAAGTTGAG3’

Exon7 |forward | 5’GTAGACTGACCAGGGCATCA3’ |reverse |5'ACACTCTGAAGTGGTACCCT3'

Exon9 |forward |5'TGTTACTGCCCCTAGTCAG3' reverse |5'ATCTGCTCCACGTGCCCTCT3'
- 5'TAAGAGCTGAGAAAGCATAGCT 5'AGAGCCTCGCCCCGCCGGACCG
262C>T | forward | 3' reverse |3'

400 ng genomialis DNS ¢és 10 pmol/l primer elegybdl (primer végso
koncentracioja 0,71 umol/l), 7 ul-t denaturaltunk 95°C-on 5 percig. Ezt kovetOen
0,4 mmol/l dNTP mixet, MgClz-ot tartalmazé ReadyMix REDTaqg-ot (20 mmol/I
Tris-HCI pH: 8,3, 100 mmol/l KCI, 3 mmol/l MgCl,, 0,002% gelatin, 60 U
TagDNA) mértiink 6ssze, 14 ul végsoé térfogatot alkalmazva.

A PCR végso koncentraciok : 0,71 umol/l (10 pmol-os forward €s reverse
primerek 1:1 keverékébdl 1ul-t adtunk 14 ul végsé térfogata elegyhez).

A PCR reagensek Sigma-Aldrich termékei voltak (St. Louis, MO, USA).

Az amplifikaci6 30 cikluson keresztiil tortént 94°C, 30 masodperc, 55°C, 30
masodperc, és 72°C, 60 masodperc, az elongacié 72°C-on 5 percig tartott.

A Perkin Elmer-Cetus késziilékével (Norwalk, CT, USA), és a VWR 19732-1210-
el (VWR International, Belgium) tortént az amplifikacio.

3.3.3. Elektroforézis

A keletkezett PCR terméket 6 %-0s poliakril-amid gélben vizsgaltuk. A DNS
szakaszokat molekulatomeg markerhez hasonlitottuk.

100x110x1,5 mm iveglapok kozott 6 %-0s poliakrilamid gélben tortént a
szeparalas. A gél elkészitéséhez alkalmazott vegyszerek: akrilamid, bis-akrilamid,
ammonium-perszulfat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). A szeparalas
paraméterei: 90 V, szobahdmérséklet, mintegy 90 perc.

A DNS szakaszok vizualizalaséra eziistozési technikat alkalmaztuk.

A savok mennyiségi elemzése Gel Doc 1000 rendszerrel tortént (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA).
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A kisérletes munkank soran leggyakraban az eziistozési technikat alkalmaztuk a
DNS savok lathatova tételére. Az eljaras Iényege, hogy a szétvalasztott DNS
szakaszokat tartalmazo gélt 20% triklor-ecetsavat €s 10% metanolt tartalmazo
oldatban fixaltuk. TObbszori mosasi 1épések utdn, salétromsavval savanyitott
kalium dikromat oldattal oxidacios reakcidt végeztink a gélen. A feleslegben
alkalmazott kromat eltavolitasa utan 0,1%-o0s eziist-nitrat oldattal kezeltiik a gélt.
A pozitiv toltésii ezlist molekuldk a DNS foszfat csoportjahoz kotddtek, amelyek
formamidot tartalmazd natrium-karbonat oldattal lathatova valtak. A képeken
sargas hattérben sotét (fekete) sdvokban lathatok a DNS sdvok. Az eziist
impregnacios eljards az egy és a kétszali DNS szakaszokat egyarant képes
megjeleniteni.

Az egyszalu és duplaszalu termékek elkiilonitéséhez a detektalasi eljarasokhoz a
kovetkezo festékeket hasznaltuk: etidium-bromid, SYBR Green I és SYBR Green
I1 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

3.3.4. SSCP analizis

Az eljards soran denaturdld kozegben a dsDNS-t egyszalusitjuk, majd a 1étrejott
SSDNS-t jégben val6 gyors hiitéssel konzervaljuk.

5 ul PCR termékhez 5 pl denaturdlod oldatot adtunk (99 %-os formamid és 20
mM/l EDTA), majd 4 ul festéket (0,05% bromfenol-kék, 0,05% xilén-cianol, 20 %
glicerolban). A PCR és a denaturalo oldat keverékét 96°C-on 6 percig inkubaltuk,
majd jégen hitottiik. Ezt kovetden elektroforézissel szétvalasztottuk az egyszala

DNS szakaszokat.

3.3.5. PCR-RFLP analizis BsTXI enzimmel

Restrikcios fragmenthossz eljardst (RFLP) alkalmaztunk BsTXI restrikcios
enzimmel (Amersham Pharmacia Biotech UK, Buckinghamshire, England)

mutacio szurésre. Az enzim a CCANNNNN*NT**GG szekvenciat ismeri fel és
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hasitja a 238 bp hosszasagit PCR terméket 153bp ¢€s egy 85bp nagysagu
szakaszokra. A vad tipus C** jelenlétében a hasitas nem jon létre, 238bp
hossziusagii DNS szakasz detektalhatd. A restrikcios hasitast kovetéen kialakult
DNS fragmenteket 6%-os poliakrilamid gélben szétvalasztottuk és eziist festéssel
tettiik lathatova.

3.3.6. DNS szekvencia analizis

A szekvencia analizis tisztitott PCR termékbdl késziilt, (QIAquick PCR
purification Kit QIAGEN, Hilden, Germany) Tag Dye-Deoxy Termination Cycle
Kit alkalmazasaval, 50 pl végso térfogattal (BigDye Term v.1.1 Cycle Sequencia,
Applied Biosystems, Foster City, CA USA). A DNS szekvenalo kapillar
elektroforézist alkalmaz a fargmentek elvalasztasara (3100-Avant, Genetic
Analyzer, ABIPRISM, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A vizsgalatot
a Debreceni Egyetem Laboratoriumi Medicina Intézet Molekularis Genetika

részlegén végezték el.

3.3.7. Heteroduplex analizis

A heterozigota allapot vizsgélatira alkalmas mutici6 szlir6 modszer a
heteroduplex analizis. Az amplifikalt DNS szakaszokat SURVEYOR Mutation
Detection Kit-el (Transgenomic Ltd., Elancourt, France) vizsgaltuk.

Magas homérsékleten (96°C) a kettds szala DNS szétvalik. A keletkez6 ssDNS
lassu, fokozatos hiités hatisara ismét duplaszaluva képes alakulni. Ha mutacio,
nukleotid eltérés van jelen, az Ujonnan keletkezd dsDNS-ek kozott biztosan
létrejonek nem illeszkedd (vad-mutans) DNS parok. A nem illeszkedd szakaszok
restrikcids (nukledz) enzimmel hasithatok.

A hokezelést kovetden nukleaz enzimet adva a PCR termékekhez, az enzim a

heterozigota genotipusu dSDNS-t képes hasitani. A hasitds kovetkeztében két

26



rovidebb dsDNS szakasz jon létre, €s az igy kialakult fragmentek poliakrilamid
gélelektroforézissel azonosithatok. A kittben 1évé enhancer feladata a kettds szal
védelme.

A vizsgalat kivitelezése a kovetkezd volt. A PCR terméket 95°C-on inkubaltuk 2
percig, majd 2 °C/sec sebességgel 85 °C-ra hiitottiik. Masodik 1épésben tovabb
hiitottiik a reakeid elegyet 0,1°C/sec sebességgel 25 °C-ra.

A keletkezett termék 4 °C-on tarolhato.

20 pl hokezelt PCR termékhez 1pl surveyor nukleaz enzim keveréket (1pl
surveyor nukledz enhancer +1pul surveyor nukledz) adtunk és 20 percig 42 °C-on
inkubaltuk, majd 2 pl enzim blokkoldval leallitottuk az emésztést. Ebben a
fazisban a minta -20°C-on tarolhat6 volt.

A kezelést kovetéen a PCR terméket elektroforézissel, 6 %-0s poliakrilamid
geélben valasztottuk szét, a savokat eziist festéssel tettiik lathatova. 10 pl ,nativ”
PCR terméket és 10 pl csupan ho kezelt terméket kontrollként, vittiink fel a 10 pl

ho és enzim kezelt minta mellé.

3.4. Statisztikai analizis

A mérési eredmények kiértékeléséhez Student’s féle t-probat alkalmaztunk. A
genotipus frekvencia meghatdrozasat 3 x 2 kontingencia tablazat, az allél
frekvencidk €s az odds ratio (rata) (OR) meghatarozasahoz 2 x 2 kontingencia
tablazatot hasznaltunk.

A Hardy-Weinberg (H-W) eloszlast y2 probaval ellenériztiik, ha ez <5,991, akkor
egyensuly van.

A szignifikancia meghatarozasahoz a két mintés t probat hasznaltuk.

A p értékét 0,05 alatt tekintettiik szignifikdnsnak.
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4. EREDMENYEK

4.1 Katalaz gén polimorfizmus vizsgalata Magyarorszagi mikrociter anemia
és beta-thalassemia betegségben

Polimorfizmus analizis kezdeti 1épéseként a katalaz gén 2. 3. 7. és 9. exon PCR
termékeit vizsgaltuk poliakrilamid gélektroforézissel, és a 2. abran lathatd
mintazatokat kaptuk. A DNS szakaszokat eziistfestési technikaval tettiik lathatova,
az exon 2: 268 bp, exon 3: 222 bp, exon 7: 328 bp, exon 9: 238 bp méretii.

2. abra G¢él elektroforetikus mintazat az exon 2, 7, 3, és 9 PCR termékeibol.
bp: bazispar, ss: egyszali DNS, ds: dupla szala DNS, az 1. és a 7. helyeken
molekulatomeg marker, az egyéb helyeken a betegek mintaibol késziilt PCR
termékek elektroforetikus képe lathato

A 2., 3., és 7. exonok elektroforetikus mintazata a szokasos, azaz a 200 és 400
bazisparnak megfeleld régioban lathatok a kétszali PCR termékek, mig a 400-600
bp régioban a kisebb intenzitassal az egyszalu DNS savok fedezhetok fel (2. abra).
A 9. exon vizsgalatakor a szokasostol eltérd képet kaptunk. A duplaszali DNS
(238 bp hosszusagn) savok kisebb intenzitasuak és a 400-600 bp régidban (17-22
sav) erdsen festodok. Gél értékeld rendszer segitségével meghataroztuk az egyes
sdvok szdzalékos aranyat 74 kiilonbdz6é minta esetében, és a kovetkezd eredményt
kaptuk. A kettdszala DNS termék az amplifikdlt szakaszoknak megfeleld

mérettartomanyban 63+15%-nak, mig a 400-600 bp-nal megjelend szakaszok
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37+13%-nak adddtak.
Feltételeztiik azt, hogy a kérdéses savok egyszali DNS-ek lehetnek, és ennek

igazoléasara a kovetkezo vizsgalatokat végeztiik.

a. Kiilonb6z6 érzékenységi festési eljarasok alkalmazasa

Az eziist impregnacio mellett, amely a kettds €s az egyszalu DNS-t is detektalja,
egyszalo DNS festékkel (SYBR Green II) és kétszala DNS festékkel (SYBR
Green ) is elvégeztiikk a kimutatast. A kettds szala DNS kimutatasara specifikus
festékekkel a 200-400 bp kozotti savok jelentek meg. Az egyszala DNS-t
detektald SYBR Green II a 400-800 bp régioban detektalt DNS termékeket.

b. A kiilonb6z6 mintazati mintak DNS szekvencia analizise

A 2. ¢és a 3. abran 3 kiilonb6z0 mintazat figyelheté meg a kérdéses régioban. A 3.
abran ezek a kovetkezOk: a 2-es €s 7-es mintdknal egy sav a nagyobb (~600) bp
régidban, a 3-as mintanal egy sav a kisebb (~600) bp-nal és 4-6-os mintdknal az
elobbi két sav egyiittesen lathato.

A szekvencia a 3-as mintanal az exon +22348 pozicidjaban C nukleotidot (vad
tipus), a 2-es és a 7-es mintaknal T nukleotidot (homozigéta mutans) és a 4-6-0S

mintdknal C és T nukleotidokat (heterozigota) mutatott (3. 4bra).

3. abra. A katalaz gén 9. exon PCR termékei gél elektroforetikus képe (balra)
és nukleotid szekvenciak (jobbra). Az 1. helyen molekulatomeg marker, a 2-7
savokban a 9. exonalis szakasz kiilonb6zé mintazatot mutatd mintai lathatok, jobb
oldalon elektroferogram részleteken a +22348C/T polimorfizmus jelenik meg.
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Az elektroforetikus mintazatot és a DNS szekvencia analizist tovabbi 74 minta
esetében hasonlitottuk 6ssze. A mintak DNS szekvencia analizise megegyezett az

elektroforetikus mintazattéval.

C. A hagyomanyos SSCP eljarassal torténé osszehasonlitas

A hagyomanyos SSCP analizis soran denatural6 kozeget alkalmaztunk (formamid

/natrium-hidroxid 94°C 6 percig) a dupla szala DNS egyszalusitisahoz.

4. abra. Denaturacio mentes (balra) és denaturalt PCR termékek (jobbra)
elektroforetikus képe, az 1. és 5. helyen a molekulatomeg markerek lathatdak.

A 4. abra bal oldalan denaturaciéo nélkiili (2-4 savok), mig a jobb oldalan a
hagyomanyos denaturaci6é alkalmazéasaval (6-8 savok) késziilt PCR termékek
elektroforetikus mintdzatai lathatok. A harom minta DNS szekvencia analizise a
kovetkezd 2. és 6. CC (vad), 3. és 7. TT (homozigdéta mutdns), 4. és 8. CT
(heterozigota). A denaturacid mentes €s a denaturalt mintdk mintazata azonos {6
sdvokat mutat. A denaturicid6 mentes mintazat nem tartalmaz tovabbi

konformereket, mint azok a hagyomanyosan denaturalt mintak esetében lathatok.
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d. Nukleazos emésztése alkalmazasa (SURVEYOR Mutation Detection Kit)
heteroduplex és egyszalu DNS vizsgalatara

Tovabbi vizsgalatként egy hokezeléssel kombindlt nukledzos emésztést
alkalmaztunk, amely eljaras alkalmas a heterozigota DNS szakaszok
azonositasara.

Az alkalmazott nukledz enzim (SURVEYOR Mutation Detection Kit) felismeri a
nem illeszkedd pontokat és hasitja a dupla szalat, valamint az egyszala DNS-t. Az

igy képzodott hasitasi termékek a gél elektroforetikus képen azonosithatok. A

kisérletet mindharom genotipus esetén elvégeztiik (5. abra).

5. abra. A katalaz gén 9. exon PCR termékek mintazatai hé és nukleaz kezelés
el6tt és utan. A felso gélen 1. helyen a molekulatdmeg marker, a DNS-ek (CT,
TT, CC) a kezelés elott (2-4 sav), ezek hokezelés utan (5-7 sav) és hokezelt
mintdknukledzos emésztése utan (8-10 sav). Az alsé gélen 1. helyen
molekulatomeg marker, a 2., 4., 6. helyeken a kiilonb6zé genotipusi PCR
termékek, a 3., 5., 7. helyeken a vizsgalati mintak emésztést kovetden lathatok.

A harom genotipusu minta (5. ébra, 2-4) a hdkezelés utan (fent 5-7) az egyszalu
DNS régidban szdmos savot mutat, amelyek a nukleazos kezelés hatara
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eliminalodtak (8-10), de az enzim csak a heterozigdota mutanst vagta (8), mivel

csak ennél lathato a kisebb (154 bp) molekulatomegii vagasi termék.

e. PCR-RFLP analizis alkalmazasa

A vad tipust mintdkban C** nem hasit BstXI enzim. A keletkez6 DNS
fragmentek 6%-os poliakrilamid gél segitségével szétvalaszthatok. A vizualizalast
eziist impregnacioval végeztiik.

72 minta PCR-RFLP vizsgalatat végeztiik el. CC genotipust 33, CT genotipust 31,
TT genotipust 8 esetben azonositottunk, amely eredmények 100%-ban egyeztek a

szekvencia analizis eredményeivel.

f. A C111T (egyszerii) polimorfizmus kimutatasi modszer vizsgalata a katalaz
gén 9. exon tovabbi polimorfizmusaiban
A modszer alkalmazasanak lehetdségét megvizsgaltuk a 9. exonban megtaldlhatod

tovabbi ismert katalaz polimorfizmusok (C37T, G113A, GS5) esetén is (6. abra).

6. abra. A katalaz gén 9. exonalis szakaszaban a 4 ismert polimorfizmus
(C111T, C37T, G113A, G5A) elektroforetikus képe.
A nyilak C111T polimorfizmus mutans T savjanak helyét mutatjak
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A 6. éabra baloldalan a C111T polimorfizmus harom (mutans: TT, vad: CC, és
heterozigéta: CT) genotipus mintazata lathatd, mint viszonyitési alap.

A C37T mutacio esetén a vad (CC) tipusnal két sav, a heterozigdtanal csak egy
sav (CT) lathato.

A G113A polimorfizmusnal a mutans (AA) genotipusnal két sav lathato, a f6 sav a
C111T mutans savjaval hasonlo pzicioban.

A G5A mutacioénal a homozigdta mutans AA-nal két sav, és vad (GG) hasoldan
két sav, de eltérd intenzitassal figyelhetd meg.

A C37T, G113A és G5A mutacioknal az elektroferogramon a savok szama, azok
intenzitasa, helyzete nem teszi alkalmassa a modszert a genotipus meghatarozasra.
A C37T, GI113A és a G5A polimorfizmusok esetén a modszer nem nyujt
segitséget a genotipusok azonositdsdhoz.

Osszefoglalva az a-f kisérletek eredményeit elmondhatd, hogy a denaturacié
nélkiili egyszali DNS mintdzat jol alkalmazhaté a katalaz gén 9. exon C111T

(rs769217, +22348) polimorfizmus vizsgélatara.

4.2 A katalaz gén rs769217 (C111T) polimorfizmusanak vizsgalata
magyaroszagi mikrociter anemias, p-thalasemias betegeknél és kontroll
egyéneknél

A 4.1 fejezetben bemutatott modszert alkalmaztuk a katalaz gén 9. exonja C111T
polimorfizmusdnak vizsgélatdra, a vizsgadlatban 55 mikrociter anemids, 43 f-
thalassemias beteg ¢s 50 kontroll egyén genotipusait vizsgaltam és ezeket az
eurdpai adatokhoz hasonlitottam.

Az 2. tabldzatban a betegek ¢és kontrollok ¢életkora (atlag és tartomany)

hematologiai paraméterei €s vér katalaz aktivitasuk (4tlag+SD) lathatok.
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2. Tablazat. A kontroll és a beteg csoportok vizsgalati paraméterei

Vér
n Hemoglobin katalaz | Hemoglobin
(db) Kor (év) MCV (fl) (g/1) NG/Férfi [ (MU/I) A2 (%)
Mikrociter
anemia 55 | 40(20-57,5) |71,9+9,7 | 104,9+1,09 24/31 | 87+29* 2,611,0
B-
thalassemia | 43 | 43,5(18-45) | 70,6+8,7 | 102,918,9 18/25 | 85+23* | 5,560,84
Kontroll 50 | 40(18-62) 89+9 134+20 23/27 | 102120 2,5+1,1

* p<0,05 a magyarorszagi kontrollokhoz viszonyitva

A 3. tablazat a genotipus megoszlast, a vér katalaz aktivitast, a 4. tdblazat az allél
gyakorisagot és a 4. tdblazat az eurOpaiakkal torténd Osszehasonlitdst mutatja.
[53,54,55,56,65]

3. Tablazat. Genotipusok a 9. exon 111C>T polimorfizmus vizsgalatakor
mikrociter anemia, p-thalassemia betegségben és a  magyar kontroll

csoportban
Vizsgalt csoport n Genotipusok
CC (%) CT (%) TT (%)
Mikrociter anemia 55 26 (47) 22 (40) 7 (17)
Katalaz (MU/I) 89125° 82127° 64131
B-thalassemia 43 23 (52) 15 (36) 5(12)
Katalaz (MU/I) 92+19¢ 78+28¢ 75434
Magyar kontroll 50 24 (48) 23 (46) 3 (6)
Katalaz (MU/I) 10419 101+20 102+18

a: Magyarorszagi mikrociter anemids €s a magyarorszagi kontroll csoport
Osszehasonlitasakor p<0,025

b: Mikrociter anemids CC genotipust hasonlitva ugyanezen csoport TT genotipusu
mintaival p=0,005,

C: B-thalassemids CC genotipusu mintdk Osszehasonlitva a TT genotipusuakkal
p=0,044,

d: B-thalassemids csoport Osszehasonlitva a magyarorszagi kontroll csoporttal
p<0,01.

A magyarorszagi kontroll csoporthoz hasonlitva szignifikdnsan csokkent vér
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kataldz aktivitast taldltunk a mikrociter anemias €s P-thalasemids TT ¢s CT
genotipusu csoportok kozott (p<0,05, p<0,05).

Az Osszehasonlito elemzéseink az mutattdk, hogy mindkét betegcsoport TT
homozigéta mutans genotipusi mintdiban szignifikansan csékkent a vér katalaz
aktivitds a CC vad genotipusti mintakhoz képest.

4. tablazat. Allél gyakorisagok a 9. exon 111C>T polimorfizmus vizsgalatakor
mikrociter anemia, B-thalassemia betegségben és kontroll csoportban

Vizsgalt csoport n Allél gyakorisagok
C (%) T (%) OR Clgsy p H-W
Mikrociter anemia 55| 74 (67) 36(33) | 1,193 0,67-2,14 0,559 | 0,461
B-thalassemia 43 | 61(65) | 35(35) | 1,407 0,77-2,56 0,559 | 1,021
Mikrociter/B- 1,171 0,66-2,09
thalassemia 0,571
Magyar kontroll 50 | 71(71) 29 (29) 0,685

Megvizsgaltuk az allélok el6forduldsat a mikrociter anemids €s P-thalassemids
betegcsoportban és 0sszehasonlitdo elemzést végeztiink a magyarorszagi kontroll
csoportban eléforduld allél gyakorisagokkal. Nem taldltunk szignifikans
kiilonbséget (p>0,05).

A 5. tidblazatban egyiittesen szerepelnek a mikrociter anemids, B-thalassemids
betegcsoport, a magyarorszagi €s az eurdpai kontroll csoport genotipus és allél
megoszlasai.

5. Tablazat. A 9. exon 111C>T polimorfizmusnak az euroépai adatokkal
torténé osszehasonlitasa mikrociter anemia, p-thalassemia betegségben és a
kontroll csoportban

Vizsgalt n
csoportok Genotipusok Allél gyakorisagok
CC(%) | CT (%) | TT (%) p C (%) T(%) | OR | Closx p

Mikrociter 0,69-
anemia | 55 | 26(47) | 22(40) | 7(13) |0,0059¢ | 74(67) | 36(33) |1,081| 1,69 |0,718
B- 0,66-
thalassemia | 43 | 23(52) | 15(36) | 5(12) | 0,049° | 61(65) | 35(35) |1,171| 2,09 |0,434
Magyar 0,70-
kontroll | 50 | 24(48) | 23(46) | 3(6) | 0,83 | 71(71) | 29(29) | 1,41 | 2,85 |0,324
Eurépai 146

kontroll |226| (65) |72(32)| 8(3) 312 (80) | 140 (20)

e: PB-thalassemids ¢és mikrociter anemids csoportok genotipus gyakorisaga
Osszehasonlitva az eurdpai kontroll csoport adataival.
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A magyarorszagi kontroll csoportban (n=50), az eurdpaival kozel azonos a C vad
all¢l aranya p=0,324. Mikrociter anemiaban (67%), és beta-thalassemiaban (65%)
a vad allél gyakorisaga kozel azonos, nem mutat szignifikans eltérést az europai
kontroll csoporthoz képest p>0,265.

Megfigyelhetd a katalaz aktivitas jelentds csokkenése a TT homozigdta mutans
genotipusi mikrociter anemias ¢és beta-thalassemids mintadkban. Az allél és a

gentipus gyakorisdgokazonban nem mutatnak eltérést.

4.3. A vér katalaz rs769217 és rs1001179 polimorfizmusainak hatasa
szénhidrat és lipid biomarkerekre diabetes mellitusban

Forsberg és munkatdrsai 2001-ben publikaltak vizsgélataikat, amelyben az 5’ nem
kodolo régidra fokuszaltak, ezen beliil is a -262. pozicidra (rs1001179) [62]. Ezt
egy lehetséges transzkripcidés helynek vélték, amely hatassal lehet az enzim
aktivitasra. 54 fOs populacion végezték vizsgalataikat.

Kutatasaink sordn mi nagyobb szamu beteg (n=340) és kontroll (n=295) esetén
vizsgaltuk a C111T polimorfizmust, és egy kisebb vizsgalati csoportban (n=162
kontroll, n=155 1-es és 2-es tipusu diabetes mellitus) a -262C>T (rs1001179)
polimorfizmust.

Lehetdségiink adddott, hogy egy nagyszamu populdcioban (kontroll és diabetes
mellitus 1-es és 2-es tipusban) részletesen elemezhessiik a vérkatalaz aktivitasok,
az 15769217, rs1001179 polimorfizmusok, valamint a szénhidrat metabolizmus
néhany markerének (gliikkéz, HgbAlc), és a lipid (triglicerid, koleszterin, HDL,
LDL, Apo-Al, ApoB) metabolizmus néhany markerének kapcsolatat.

36



6. Tablazat. Vér katalaz aktivitasok, 111C>T (rs769217, exon 9) genotipus és
allél gyakorisagok az 1-es és 2-es tipusu diabetes mellitus és kontroll
csoportokban

Genotipusok
Vizsgalt
csoportok CcC CcT T osszes
Vérkatalaz Vérkatalaz Vérkatalaz Vérkatalaz
(MU/1) n (%) (MU/I) n (%) (MU/I) n (%) (MU/1) n:
1.tipus 104+26 | 55 (48) 97+23 46 (40) | 101+25 | 14(12)>* | 101+24 | 115
2. tipus 91+24*° | 120 (53) 901242 85 (38) 95+11 20 (9) 914223t | 225
Kontroll 10825 | 157 (53) 104424 114 (38) | 10223 24 (9) 10415 | 295
Allélok
C(n/%) | T(n/%) Osszes H-W OR 95%Cl p
1. tipus 156 (68) | 74 (32) 230 0,801 1,25 0,90-1,75 0,18
2. tipus 325(72) | 125(28) 450 0,769 1,02 0,77-1,34 0,92°
Kontroll 428 (72) | 162 (28) 590 0,064
1. /2. tipus 1,23 0,87-1,74 0,23°

a: kontrollokhoz torténd viszonyitas,
b: 1-es tipusu diabetes mellitus csoporhoz torténd viszonyitas

A vér katalaz aktivitasok csokkentek (p<0,001) 2-es tipusu diabetes mellitusban
(91£22MU/1), az 1-es tipusban (101+24MU/I) a kontroll csoporthoz képest
(104x£15MUN).

A genotipusokat vizsgalva a 2-es tipust diabeteses betegeknél a CC (91+24 MU/I)
¢s a CT (90+£24 MU/1) genotipustiaknal a kontroll CC (108£25 MU/1), CT (104+24
MU/1) csoportokhoz képest enzim aktivitds csokkenés lathato (p<0,04). Hasonldéan
az 1-es tipusu CC (104+26 MU/I, p <0,002) genotipusdhoz hasonlitva is csokkenés
mutatkozott a 2-es tipusu csoportban.

A TT genotipus el6fodulasa az 1-es tipusti diabetesben magasabb (12%), mint a
2-es tipusban (9%, p <0,02), valamint a kontroll csoportban (9%, p <0,02).

Az allélok aranyat vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a C allél gyakoribb, mint a T
allél mindhdrom vizsgalati csoportban. Az eléfordulasi gyakorisdgok eltérése

azonban nem szignifikans (p> 0,18) kiilonbség.

37



7. Tablazat. A C111T (rs769217) polimorfizmus genotipusai, vér Kkatalaz
aktivitasok, szénhidrat és lipid paraméterek 1l-es tipusu, 2-es tipusu diabetes

mellitusos betegeknél és kontrolloknal

1. tipusu diabetes mellitus (93)

CC (55) CT (46) 1T (14) Referens tartomany
Vér katalaz (Mu/1) 104126 97123 101125 81-146
Kor (év) 45+13 39+14*2 36110
Gliikéz (mmol/1) 10,1+4,6 10,1+5,7 8,8+2,9 3,6-6,0
HbAlc (%) 8,211,6 8,2+1,8 8,9+0,8 4,0-6,1
Triglicerid median 1,0 1,0 1,7 <1,7
Tartomany (mmol/l) 0,4-6,1 0,4-8,5 0,6-2,3
Koleszterin (mmol/l) 5,0+1,1 4,7+0,8 4,2+1,1 <5,2
HDL (mmol/l) 1,64+0,57 1,48+0,50 1,40+0,59 >1,1
LDL (mmol/l) 2,88+0,90 2,721+0,18 2,18%1,14 <3,4
ApoA-| (g/1) 1,72+0,36 | 1,56+0,38 1,52+0,31 >1,15
ApoB (g/1) 0,82+0,23 0,78+0,22 0,57+0,29 <1,0

2. tipusu diabetes mellitus (215)

CC (120) CT (85) TT (20) Referens tartomany
Vér katalaz (MU/1) 91+24*de 90+24*d 95+11 81-146
Kor (év) 55+12 54,7412 52+12
Gliikéz (mmol/l) | 10,2¢4,5 10,14,4 12,3+5,6%¢ 3,6-6,0
HbA1lc (%) 7,8+1,7 8,2+1,6 9,0+1,7*> 4,0-6,1
Triglicerid median 2,3 1,8 1,6 <1,7
Tartomany (mmol/1) 0,7-25,3 0,8-18,2 0,9-5,4
Koleszterin (mmol/l) 5,0%+1,2 5,2#1,5 5,211,5 <5,2
HDL (mmol/1) 1,26+0,49 1,22+0,36 1,14+0,47 >1,1
LDL (mmol/1) 2,99+1,18 2,84+1,01 3,17+1,09 <3,4
ApoA-| (g/1) 1,4610,25 | 1,52+0,27 1,51+0,34 >1,15
ApoB (g/1) 0,95+0,26 0,9210,24 1,16+0,50*b< <1,0

a: CC ¢és CT genotipusok dsszehasonlitdsa

b: CC és TT genotipusok 0sszehasonlitasa

c: CT és TT genotipusok 0sszehasonlitasa

d: jeloli azokat az eseteket, amikor a kontrollal

e: amikor az 1l-es tipusu diabeteses mintak eredményeivel tortént az
Osszehasonlitas.

*p<0,05.
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Az 1l-es tipusu diabetes csoportban az ¢letkor €s a genotipusok tekintetében
szignifikans eltérést talaltunk (CC:45+13 év, CT:39+14 év, p <0,04), mig a lipid
¢s sz€nhidrat paraméterek esetén, 0sszehasonlitva nem adodott szignifikans eltérés
(p>0,08).

A 2-es tipust diabetes mellitusos csoport genotipus szerinti elemzésekor azt
talaltuk, hogy az atlagos gliikkoz koncentracio (TT: 12,3+5,6 mmol/l vs CT:
10,1+4,4 mmol/l, p<0,02), a HbAlc (TT: 9,0+1,7 % vs CT: 8,2+1,6 %, p<0,03) és
az ApoB (TT:1,16+0,50 g/l, vs CT:0,94+0,24 g/1, p<0,04) a TT genotipustaknal

szignifikdnsan magasabb, a CT genotipustiakéhoz hasonlitva.

8. Tablazat. -262C>T (rs1001179) polimorfizmus genotipus, allél és vér
katalaz az 1-es tipusu, 2-es tipusu diabetes mellitusos betegeknél és
kontrolloknal

Genotipusok

Vizsgalt
csoportok cc CcT T Osszes
Vér Vér Vér Vér
katalaz katalaz katalaz katalaz
(MU/1) n (%) (MU/I) n (%) (MU/I) n (%) (MU/1) n:
1. tipus 96+26* | 15(30) | 94+30* | 21(42) | 97+18 | 14(0,20) | 95i25* 50
2. tipus 981+30* | 44 (41) | 88+34* | 39(36) | 84+23* 23 (23) 91+20* 105
Kontroll 109+25 | 58(36) 10216 | 76 (47) 103+17 28 (17) 105+17 162
Allélok
C T osszes H-W OR Closs p
1. tipus 51 (51) | 49 (49) 100 1,27 1,39 0,89-2,19 | 0,144
2.tipus | 128 (60) | 86 (40) 214 5,81 1,00 0,71-1,43 1,00
132
Kontroll | 192 (59) (41) 324 1,13
1./2.
tipus 1,4 0,71-2,26 | 0,233

*p<0.05 a kontrollokhoz viszonyitva
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A vér katalaz aktivitasok vizsgalata a kovetkez6 eredményeket (a-¢) szolgaltatta.

a. A vér katalaz aktivitas 2-es tipusa (91+20 MU/I, p<0,001) és l-es tipusu
diabetesben (95+25 MU/I, p<0,001) alacsonyabb, mint a kontroll csoportban
(10517 MUI).

b. Az l-es tipus CC genotipusu csoportban (9626 MU/, p<0,04) és a CT
genotipusu csoportban (94+30 MU/I, p<0,03) alacsonyabb a vér katalaz aktivitas,
mint a kontroll csoportban (CC 109+25 MU/I, CT 10216 MU/).

C. Az 1-es ¢és a 2-es tipusu csoportok Osszehasonlitdo vizsgalatakor nem talaltunk
szignifikans eltérést (p <0,2).

d. A harom kiilonbozé genotipus Gsszehasonlitasakor a katalaz aktivitasban (CC
96+26 MU/l, CT 94+£30 MU/, TT 9718 MU/I) nem talaltunk szignifikans
(p>0,6) kiilonbséget 1-es tipusu diabetes csoportban.

e. A katalaz aktivitasban a 2. tipust diabetes mellitus kiilonb6z6 genotipusainak
(CC: 98+30 MU/, CT: 88+£34 MU/I, TT: 84+23 MU/l) 0Osszehasonlitasakor
szignifikans kiilonbséget talaltunk (p<0,05) a kontroll csoporthoz képest (CC:
109425 MU/L, CT: 102+16 MU/1, TT: 10317 MU/I).

Az allélok és genotipusok vizsgalatakor sem a genotipusok (p> 0,1), sem az
allélok frekvenciajaban (p>0,1) nem talaltunk kiilonbséget az 1-es és 2-es tipusu

diabetes ¢és a kontroll csoportban.
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9. Tablazat. A -262C>T (rs1001179) polimorfizmus genotipusainak
osszehasonlito elemzése 1-es tipusu, 2-es tipusu diabetes mellitusos betegek és
a kontrollok, vér katalaz aktivitasai, szénhidrat és lipid paraméterei esetén

1. tipus (50)
CC (15) CT (21) TT (14) Referens tartomany
Vér katalaz (Mmu/1) | 96x26*¢ | 94x30* 97+18 81-146
Kor (év) 4714 50+15 52#13
Gliikéz (mmol/l) | 10,3%4,4 | 11,715,4 9,6%3,8 3,6-6,0
HbAlc (%) 8,41+2,3 8,0%1,7 8,7+2,4 4,0-6,1
Triglicerid median 1,27 0,9 1,06 <1,7
Tartomany (mmol/l)| 0,37-2,21 0,6-8,5 0,54-1,29
Koleszterin (mmol/l) | 4,62%1,55 | 4,91+1,03 5,1+0,65 <5,2
HDL (mmol/l) | 1,3710,55 | 1,54+0,51 | 1,48%0,52 >1,1
LDL (mmol/l) | 2,91#1,23 | 2,80+0,93 ( 2,91+0,86 <3,4
ApoA-I (g/1) |1,44%0,53|1,59+0,38 | 1,50%0,50 >1,15
ApoB (glL) |0,74%0,23|0,81%0,28 | 0,9210,11 <1,0
2. tipus (106)
CC (44) CT (39) TT (23) Referens tartomany
Vér katalaz (Mmu/1) | 98+30*¢ | 8834*¢ [ 84123* 81-146
Kor (év) 6210 58+14%2 5419%*°
Gliik6z (mmol/1)| 8,1%#3,4 | 6,4%¥4,4 | 10,6%3,5*C 3,6-6,0
HbA1lc (%) 6,1+1,4 7,514 7,6+1,8*¢ 4,0-6,1
Triglicerid median 2,2 1,7 2,2 <1,7
Tartomany (mmol/1)| 0,7-10,2 | 0,7-25,3 1,1-18,2
Koleszterin (mmol/l)| 5,7#1,1 | 5,9+1,5%* | 6,0+1,2*° <5,2
HDL (mmol/l) | 1,68+0,63 | 1,3040,62 | 1,37+0,22*° >1,1
LDL (mmol/l) | 3,4320,82 | 3,6+0,81 3,8+1,01 <3,4
ApoA-I (g/1) |1,46%0,25|1,5210,27 | 1,510,34 >1,15
ApoB (gll) | 0,95%0,26 | 0,9240,24 |1,160,50*"¢ <1,0
a:CCvsCT
b: CCvsTT
C.CTvsTTA

d: viszonyitva a kontrollokhoz

e: viszonyitva az 1-es tipusu diabetesekhez

b<0.05
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A -262C>T polimorfizmust vizsgalva, az 1-es tipusu diabetes mellitus és kontroll
csoportban szignifikans kiilonbséget nem talaltunk sem a szénhidrat (p>0,34) sem
a lipid (p>0,1) paraméterek vizsgalatakor.

2-¢s tipust diabetes mellitusban szignifikans kiilonbség van az életkor esetében a
TT és CC genotipusok kozott (p=0,006), és a gliikoz a HbAlc koncentraciok
Osszehasonlitasakor (p<0,05), a koleszterin, HDL, ApoB koncentraciokban
(p<0,05).

A genotipusok kozott szignifikans kiilonbség (p>0,1) nem talalhato.

Tovébbi eredményeink is hasonlé eredményt mutattak. Nics szgnifikans eltérés a
betegség manifesztalodasaban (CC: 43+9 ¢év, CT. 4448,6 év, TT: 469 ¢év,
p>0,1), a betegség idétartamaban (CC: 8,6+4,2 év, CT: 9,1+5,0 év, TT: 9,8£5,6
¢v, p>0,3), a genotipusok frekvenciajaban (p=0,82), és az allélok frekvenciajaban
(p>0,8).

Vizsgaltuk a 2-es tipusu diabeteseseknél a genotipus és a terapia kapcsolatat, az
eredmények a 10. tdblazatban lathatok.

10. tablazat. A -262 C>T polimorfizmus (rs
genotipusainak és terapiaknak a kapcsolata

100179) CC ¢és TT

Terapia Diéta Inzulin érzékenyit6é | Sulfonilurea Inzulin n
TT genotipus (n/%) 2(9) 4 (18) 2(9) 15 (64) 23
CC genotipus (n/%) 3(7) 12 (27) 10 (23) 19 (43) 44
OR 1,54 1,78 6,18 2,46
0,95CI 0,67-3,50 0,78-4,04 2,39-15,9 0,87-7,01
p 0,30 0,16 <0,001 0,09
TT genotipus (n/%) 2(9) 4 (18) 2(9) 15 (64) 23
2. tipusu diabetes
(n/%) 9 (4) 31 (14) 31 (14) 154 (68) 225
OR 0,261 1,32 3,36 1,191
0,95CI 0,84-6,06 0,56-3,09 1,61-7,03 0,48-2,94
p 0,09 0,53 <0,001 0,71

A kiilonb6z6 terapiaban részesiild 2-es tipusu diabeteses betegeknél a mutans TT
genotipus a legkisebb gyakorisagu, ha a CC genotipushoz hasonlitunk (p<0.001,
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OR:6.18) ¢és ha az Gssszes 2-es tipust beteghez torténik aviszonyitas (p<0.001,
OR:3,36).

4.4. Uj akatalazémia mutaciok magyarorszagi diabetes mellitus és mikrociter
anemia betegségben.

A polimorfizmus kutatas kovetkezd lépéseként a rendelkezésiinkre allo korabban
mar részletesen vizsgalt 617 beteg mintajabol valasztottuk ki a csokkent katalaz
aktivitasuakat. Kialakitottunk egy csoportot, amelyben a vérkatalaz aktivitas a
referencia atlag 50%-a alatti (<52 MU/I). 51 minta (8,3%) felelt meg ennek a
kritériumnak. A csoport nem ¢és kor szerinti megoszlas a kovetkezo: 19 férfi
(54+20 év; 8-77 év), 32 nd (47+18 év; 5-85 év). A betegség szerinti csoportok: 6
(11,8%) 1-es tipusu, 14 (27,4%) 2-es tipusu, 3 (5,9%) gesztacios diabeteses, 14
(27,4%) mikrociter anemias, 4 (7,8%) PB-thalassemias és 10 (19.7%) iddskori
hallaskarosodasban szenved6. Nagy gyakorisagu volt a mikrociter anemias
(24,1%) csoport. A kontroll csoportra jellemzé volt, hogy a vér katalaz aktivitasok
magasabbak voltak, mint a 75MU/L (atlag-2SD: 104-30).

11. tablazat. Vér katalaz aktivitasok, akatalazémia mutaciék, OR,
betegségek, ha a katalaz aktivitas kisebb, mint a referens atlag 50%-a

Betegségek Vér katalaz Vér katalaz <50%Vér katalaz (akatalazémia)
(Mu/1) (<50%MU/I) aktivitasu betegek
atlagtSD (n) atlagtSD,n(%) n (%) OR (95%Cl) p
1. tipusa diabetes | 01151 (115) 48+3,6 (5,2) 0(0)
mellitus
2.tipusu diabetes
mellitus 90+24*(205) 42+9,9 (4,4) 3(33,3) | 144,8(21,5-974,1) | <0,0001
Gesztaciés diabetes 74+14*(60) 39+10,3 (5,0) 1(33,3) | 144,8 (10,2-2059,6) | 0,0002
Microciter anemia 90+31*(58) 41+5,1 (24,1) 3(21,4) | 93,1(14,4-601,4) |<0,0001
B-thalassemia 85+13%(43) 38+10,4 (9,3) 0(0)
Presbycusis 78+31%(136) 38+7,1(7,3) 0(0)
Osszes beteg 88+23*(617) 41+7,5 (8,3) 7(13,7) | 59,6 (12,1-294,4) |<0,0001
Kontroll 10415 (295) 0(0) 0(0)

* p<0,0, a kontrollhoz viszonyitva
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A 51 mintabol PCR-SSCP és PCR heteroduplex analizist végeztiink mutacio
szlirés céljabol, és a kataldz gén mind a 13 exonjara Kkiterjesztettik a
vizsgalatainkat.

A polimorfizmus azonositasra DNS szekvencia analizist végeztiink (n:51).

Nem talaltunk nukleotid eltéréseket az 1-es tipust diabetes mellitus (n=6), a
hallaskarosodasos (n=10) és a B-thalassemias (n=4) betegcsoportokban.

39 esetben nem talaltunk a nukleotid szekvencidban eltérést.

A szekvencia elemzéseket kovetden kilenc ismert polimorfizmust azonositottunk,
a promoter régioban talalhatdé rs1049982 5 betegnél, a 9. exonban az rs769212
pedig négy betegnél volt kimutatahato.

4 korabban még nem publikalt kataldz polimorfizmusokat azonositottunk. A négy
Uj mutaciot 7 csokkent kataldz aktivitdsu beteg mintdjdban taldltuk. Harom minta
mikrociter anemias, tovabbi harom 2-es tipusu diabetes mellitus, és egy minta
gesztacids diabeteses betegtdl szarmazott.

A hét betegnél az 1) mutaciok heterozigdta formaban voltak jelen.

Az altalunk els6ként azonositott polimorfizmusok a 12. tablazatban lathatok.

12. tablazat. Uj akatalazémia mutaciék a katalaz gén 2. és 4. exonjaban

Exon Nulleotid Aminosav csere Betegség Kor (év) Nem Magy:j\rorszagl
csere tipus

2 |c.106_107insC| p.Gly34Alaafs*5 mikrociter 73 férfi Gl
anemia

2 |c106_107insC| p.Gly3aAlaafs*s | MiKrociter 5 né G1
anemia
2. tipus

2 |c.106_107insC| p.Gly34Alaafs*s - tipusd 68 né G1
diabetes

4 c.379C>T p-Argl27Tyr m|krou.ter 35 né H1
anemia
gesztacios "

. Argl2 1

4 c.379C>T p.Argl27Tyr diabetes 35 no H
2. tipus

4 €.390T>C p.Arg129Leu - Hpust 50 férfi H2
diabetes
2. tipus

4 c.431A>T p.Asp143Val - bpust 27 férfi H3
diabetes
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A 2. exonban jelenlévd C insercio (c.106 _107incC) egy frameshift mutacio,
amelynek eredményeként Gly35 poziciotol egy STOP kodon jon létre a 70.
aminosav pozicioban (p.G36Afs*5). Ezt a mutaciot 2 mikrociter anemias (egy no,
egy férfi), és egy 2-es tipusu diabeteses férfi beteg mintajaban azonositottuk ¢és a
magyar G1 tipus nevet kapta.

A 4. exonban talalt 3 mutaciot talaltunk.

A ¢.379C>T missense mutacid kovetkeztében CGG tripletb6l TGG lesz
(p.R127Y), amely aminosav cserét eredményez (p.Argl27Tyr). Ez amutacio egy
mikrociter anemias és egy gesztacios diabetes mellitusos ndbetegnél volt
azonosithat6, és a Magyar H1 tipusnak neveztiik el.

A missense ¢.390T>C mutacié (nukleotid csere CGT-bél CGC) eredménye a
p.Argl29Leu (p.R129L), amelyet egy 2-es tipusu diabeteses férfi betegben
azonositottunk, €¢s a Magyar H2 tipusnak neveztiik el.

A c.431A>T missense mutacido (GAT-bol GTT) eredménye a p.Aspld3Val
(pN143V). Ezt a mutaciot egy 2-es tipusu diabetes mellitusos férfi beteg
mintajaban azonositottam, és a Magyar H3 elnevezést kapta. A vizsgalt személy
csaladjaban az apanal ¢és két fianal volt csokkent a vérkataldz aktivitds €s ez a

mutacid heterozigdta formaban.
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5. MEGBESZELES

5.1 Katalaz gén exon 9 (rs769217) polimorfizmus vizsgalata egy egyszeri
médszerrel, magyarorszagi mikrociter anemia és beta-thalassemia
betegségben

5.1.1. Katalaz gén rs769217 polimorfizmus vizsgalé6 modszere [65]

A kataldz gén exonjainak vizsgalata soran, az ezilistozési festési technika
alkalmazasakor azt talaltuk, hogy a vart duplaszalu termék mellett (200-400 bp)
tovabbi savok is megjelentek a gélen (400-850 bp). A katalaz exonok koziil a
szabalyosan ismétl6d0 mintdzat, 0j jelenségként a 9. exonndl volt a
legmarkéansabb.

Az 1j mintazat értékelésénél (n=74) a relevans savok (kettds szala DNS) aranya
63+15 %, mig a nagyobb molekula tomegnél megjelend sdvok 37+13 %-ot
képviseltek. Ezen sdvok azonositdsa céljabol a kovetkezd vizsgalatokat végeztiik.
a. A kiilonbozo festési eljarasok koziil az egyszali DNS-t detektalo eziistozes, és
Sybr Green II alkalmazasaval, a kérdéses savok detektalhatok. Ezzel szemben csak
a kétszali DNS-t festé Sybr Green l-el és etidium-bromiddal a kérdéses savok
nem voltak detektalhatok.

b. A harom kiilonboz6 sebességgel (dupla szalu és a két kérdéses) vandorld savok
DNS nukleotid szekvencia analizisekor a kérdéses savok mintazata az rs769217
polimorfizmus harom genotipusdt mutatta. CI111T polimorfizmus esetén
(Asp389Asp), a lassabban vandorlé DNS a CC vad, a gyorsabban vandorl6 a TT
mutans, mindkettd megjelenése pedig a heterozigdta genotipusra egyértelmiien
utald kép. A nukleotid szekvencia analizis €s az 0j eljarasunk azonos genotipust
(CC:28, CT:15, TT:17) mutatott (n=60).

C. A hagyomdnyos SSCP-vel torténd Osszehasonlitds azonos mintdzatot, de
hatékonnyabb felodast mutatott.

d. Az egyszala DNS-t emészt6 nukleazos kezelés utan a C111T polimorfizmusra

utalo savok mar nem voltak detektalhatok.
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e. PCR-RFLP vizsgalatot végeztiink BstXI emésztd enzimmel. Az elektroforetikus
mintdzatok eredményei és az PCR-RFLP eredményei azonosak voltak 72 minta
vizsgalatakor.

A vizsgélataink alapjan feltételeztiik, hogy a PCR reakcioban képzddott termékek
mintegy harmadanal a spontan, tobbszords belsdé hurok (internal loop) képzddés
miatt nem tud kialakulni a kétszala DNS, és ezek az egyszalu DNS-ek lassabban
vandorolnak, mint a kétszaltak. Vizsgalati eredményeink tobb oldalrol is a
kérdéses DNS-ek egyszalu voltara engednek kovetkeztetni, mint ezt a 4. és az 5.
abran bemutattam.

A tovéabbiakban a 9. exon ismert mutacioit (G113A, C37T, G5A) vizsgaltuk meg
ezzel a mddszerrel. Ezeknél a mutacioknal a mdédszer nem volt olyan érzékeny,
mint a C111T polimorfizmus esetén, de sziirési mddszerként alkalmazhat6 az
eljaras az ismert mutaciok esetén is.

Az egyszerli, gyors ¢és nem koltséges modszeriink alkalmas a CI11IT
polimorfizmus kiilonb6z6 genotipusainak azonositasara, koltséges nukleotid

szekvencia analizis alkalmazasa nélkil.

5.1.2 A katalaz gén rs769217 polimorfizmusanak vizsgalata magyaroszagi
mikrociter anemias, f-thalasemias betegeknél és kontroll egyéneknél

A CI111T polimorfizmust a katalaz gén 9. exonjaban els6ként Wen és munkatarsai
[63] azonositottak, és a késObbiekben, tobb populacidban és megbetegedésben
vizsgaltak [54,55,66,67,68].

Mi els6ként vizsgaltuk mikrociter anemias ¢és B-thalasemias betegeknél és kontroll
egyéneknél(n=50) Magyarorszagon, az 1j, egyszerii modszeriinkkel, és az eurdpai
kontroll csoportokhoz torténd 6sszehasonlitassal [70].

A C vad allél (71%) kozel azonos aranyban jelent meg a magyar kontroll
csoportban, mint az eurdpaiban (80%). Az NCBI adatbazisban megtalalhatod

tovabbi populacidk (kanadai, angol, koreai, indiai) szekvenaldsi adataival
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Osszehasonlitva a C vad allél el6forduldsat, nem talaltunk jelentds eltérést (58-
87%, p>0,327).

Nem talaltunk szignifikans eltérést a C allélok gyakorisdgaban mikrociter
anemiaban (67%, p=0,559) és P-thalassemiaban (65%, p=0,265), ha az eurdpai
kontroll csoporthoz tortént a hasonlitas.

JelentOs kiilonbség adodik, ha az allél gyakorisagokat hasonlitjuk 6ssze az eurdpai,
amerikai, afrikai, afro-amerikai populacio (C:70-80%, T:20-30%) és Japan
valamint Kina kiilonb6z6 teriileteirdl szarmazd (C:46-52%, T:42-54%)
szekvenalasi adatokkal.

Az eurdpai kontroll csoportban eléforduld genotipus megoszlasok szignifikdns
eltérést mutattak a hazai mikrociter anemias (p=0,0059) és a [-thalassemids

(p=0,049) csoporthoz hasonlitva.
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7. abra Az NCBI adatbazisban kontrolloknal [71] megtalalhato 9. exon
C111T polimorfizmus genotipusai europai, Japan populaciéban, és
Magyarorszagi beta-thalassemias, mikrociter anemias betegeknél és
kontrolloknal

A téblazatban bemutatott orszagokban a genotipus megoszlasokat dsszehasonlitva
az altalunk vizsgalt (hazai) kontrollokkal nincs szignifikéns kiilonbség az angol,

spanyol, olasz populacidkban (p>0,05), de kiilonség adodott a finn és japan
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populécio genotipus eloszlasaban (p<0,05).

A vér kataldz aktivitas adatok elemzése sordn a kovetkezd szignifikans eltéréseket
talaltuk a vizsgalt beteg ¢s kontroll csoportokban.

a. A mikrociter anemids csoport vérkatalaz aktivitasa alacsonyabb, mint a
magyarorszagi kontroll csoporté (p<0,025), hasonléan a B-thalassemids csoport és
a kontroll csoport katalaz aktivitas adatainak 6sszehasonlitasakor (p<0,016).

b. A mikrociter anemias CC genotipusu betegek kataldz aktivitas eredményeit
Osszehasonlitva a csoport TT genotipusti mintaival szignifikans kiilonbség adodott
(p=0,005), a TT genotipust mintdkban csokkent a kataldz aktivitas.

Cc. A Dbeta-thalassemias CC genotipusi mintakat Osszehasonlitva a TT
genotipusuakkal, szignifikdns cs6kkenést detektaltunk (p=0,044).

Az altalunk vizsgalt polimorfizmus és a katalaz enzim aktivitds csokkenés kozotti
kapcsolatot mi vizsgaltuk eléként.

Szamos tovabbi szerzo [54,55,63,66,67,68] vizsgalta a polimorfizmust vitiligoban,
csontritkulasban. Ezekben a tanulmanyokban azonban nem taldlhatok meg a
kataldz enzim aktivitds eredmények.

Gavallas ¢és munkatarsai [55] angol vitiligds (n=166) ¢és kontroll (n=169)
egyéneket vizsgaltak. A genotipus elemzések eredményeként szignifikéns
kiilonbséget taladltak a kontroll és betegcsoport kozott (p=0,030). A
betegcsoportban (39,8%) nagy aranyban jelent meg a CT genotipus a kontroll
(26,6%) csoporthoz képest. A T mutans allél a betegcsoportban szignifikdnsan
magasabb aranyban volt jelen, mint a kontrollokban (p=0,02).

Casp ¢és munkatarsai [66] dél-kelet amerikai és kanadai vitiligos betegeket (n=235)
¢s kontroll egyének (n=177) mintdit vizsgaltdk. Azt tapasztaltdk, hogy a
genotipusok ¢és allél megoszlasok nem térnek el szignifikdnsan a kontroll és a
betegcsoportban (p=0,54). A betegek mintaiban, nagyobb aranyban (p=0,0024),
fordult el a heterozigota genotipus (37,9%), mint a kontroll csoportban (26%).
Park és munkatarsai [67] koreai populaciot vizsgaltak vitiligd betegségben
(n=118), és kontroll egyéneknél (n=200). Sem a genotipusok, sem az allélok
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megoszlasanak vizsgalata nem mutatott szignifikans eltérést.
Egy masik tanulményban, szintén koreai postmenopausa allapotdban 1évé ndi

betegek vizsgalatat végezték [68]. A katalaz génben jelenlévé SNP-ket (n=18)

kapcsolatban megallapitottdk, hogy a TT homozigbta mutans genotipus
megjelenése, a lumbalis gerinc és femurnyak BMD (bone mineral density) —
értékel €s a szérum oszteokalcin kozott Osszefiiggés van. Haplotipus elemzés
eredménye azt mutatta, hogy ez a polimorfizmus magasabb BMD ¢és alacsonyabb
oszteokalcin koncentraciokkal parosul.

Kutatocsoportunk kdzremiikodésével Vitai és munkatérsai [69] magyar populaciot
elemeztek, ahol az rs769217 polimorfizmus hatdsat vizsgaltdk a csont denzitdsara
¢s az inzulinérzékenységre. A magyarorszagi populacid vizsgalatdnak eredménye
eltért a koreai ndk vizsgalati eredményeitdl. Az inzulinérzékenység tekintetében,
TT homozigdta mutans genotipusi nék esetében jobb teljestest-gliikozfelhasznalas
volt mérhet6 (13,23+£1,6 mg/kg/min, p<0,05), mint CC homozigdta vad
tipustiaknal (9,43+4,46 mg/kg/min).

A 9. exonban a CI111T, (rs769217,+22348) polimorfizmus esetén elséként
mutattuk be, magyarorszagi mikrociter anemias ¢s P-thalassemias betegeknél,
hogy a TT genotipus esetén a vér katalaz aktivitas alacsonyabb, mint a CC
genotipustakban. A C nukleotid T-re torténd valtozasa (GAC-GAT) nem okoz
aminosav cserét (Asp389Asp). A mutans allél jelenléte azonban lassithatja a
transzkripciot, ami a vér kataldz aktivitds csokkenését eredményezheti. Irodalmi
adatok szerint [72,73] egyes csendes mutdciok is hatast gyakorolhatnak a

splicingra vagy a mRNS stabilitasara.
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5.2 A vér katalaz rs769217 és rs1001179 polimorfizmusainak hatasa
szénhidrat és lipid biomarkerekre diabetes mellitusban

5.2.1. rs769217 (9. exon C111T/+22348C>T) polimorfizmus

A magyarorszagi diabetes mellitusos, €s kontroll csoportban a C vad allél
eléfordulasa (68%-72%) nagyobb aranyu, mint a T mutans allélé (28%-32%).
Mas polulacidkban az alabbi szerzok a C allél gyakorisagat magasabbnak talaltak.
Gavallas és munkatéarsai angliai populdciot vizsgaltak (n=169), ahol a kontroll
csoportban a C alleél 83,1% a T allel 16,9 %-ban volt jelen [55]. Caps és
munkatarsai amerikai kontroll csoportban (n=177) a C allélt 82 %-ban, a T allét 18
%-ban azonositottak [66]. Park és kutatdcsoportja koreai kontroll csoportban a C
allelt 95 %-nak, a T allélt 46 %-nak talalta [67].
Az 1-es tipust diabetes mellitusos csoportban nagyobb aranyban azonositottuk a
TT homozigoéta mutans genotipust (12%), mint a 2-es tipusnal (9%, p<0,02),
valamint a kontroll csoportban (9%, p<0,02). Ennek ellenére a katalaz enzim
aktivitdsok nem mutattak szignifikans csokkenést.
A kiilonboz6 genotipust egyének vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy a mutans CT
¢s TT jelenlétével az életkor szignifikans csokken (CC: 45+13 év, CT: 39+14 év,
TT: 3610 év, p<0,04).
A genotipusokat és a lipid, illetve szénhidrat paramétereket 6sszehasonlitva nem
talaltunk jelentds kiilonbséget az 1-es tipust diabetesben (p>0,08).
A 2-es tipust diabetes mellitusban szignifikans csokkenést értékeltiink (p<0,001) a
kataladz aktivitasok elemzésekor a CC ¢és CT genotipusi mintdkban, a kontroll és
az 1-es tipusu diabetes mellitushoz viszonyitva.
Hasonlé eredményre jutott kutatocsoportunk egy korabbi tanulményban, ahol a
katalaz enzim aktivitasok alakulasat vizsgaltuk a diabetes mellitus kiilonb6z6
tipusaiban. A kontroll csoporthoz képest (104+18,5 MU/I) szignifikdnsan
alacsonyabb aktivitast mértek 2-es tipusti diabetes mellitusban (71,2+14,6 MU/,
p<0,001) és gesztacios diabeteszben (68+12,2 MU/I, p<0,001). Az l-es tipust
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diabetes mellitusban kisebb mértéki volt a katalaz aktivitds csokkenés
(102,5426,9 MU/L, p>0,063) [74].

A 2-es tipust diabetes mellitusban a TT mutans (rs769217) genotipust mintdkban
emelkedettnek talaltuk az atlagos gliikoz koncentraciot (p<0,02) a CT
genotipushoz képest, a hemoglobin Alc-t (p<0,03) a CC genotipushoz, valamint
az ApoB koncentraciot CC és a CT genotipusokhoz képest (p<0,05) [84].

5.2.2rs1001179 (5°’UTR régio6 -262C/T) polimorfizmus

Az irodalomban csak néhany olyan koézlemény van, amely foglalkozik az
rs1001179 polimorfizmus €s a vér katalaz aktivitas kapcsolataval [62].

Az altalunk végzett részletes elemzés eredménye alapjan vér katalaz aktivitas
csOkkenést talaltunk 2-es tipusu (91+20 MU/I, p<0,001) és 1-es tipusu diabetes
mellitusban (95+20 MU/I, p<0,048) a kontroll csoporthoz képest (105+17 MU/I).
Ezek az eredmények egyezést mutatnak a korabban vizsgalt magyar populacid
eredményeivel [29,30,74], az indiai vizsgalatok eredményeivel [75], de eltérnek
egy cseh tanulmanyban foglaltaktol [76].

A kataldz gén mutacidja révén az enzim inaktivva valhat, amely a reaktiv oxigén
molekulak, és a hidrogén peroxid koncentraci6é novekedéseéhez vezethet.

A fenti eredményeink Osszhangban vannak Hurt és munkatarsainak [41]
eredményeivel, amelyben hangsulyozzdk az egyes gének, ¢s a ROS szerepét
diabetesben. Minni és munkatarsai [77] pedig a hidrogén peroxid koncentracio
emelkedésérdl is szamoltak be acut hypergliikkémiaban.

Az 1l-es tipusu diabetes mellitusban a genotipus szerinti elemzés soran a vér
katalaz aktivitasok CC (96+26 MU/I) és CT (94+30 MU/I) csoportokban a
kontrollhoz képest (CC:109+25 MU/I, CT:102+16 MU/I, p<0,05) szignifikans
eltérést mutattak.

A 2-es tipusndl mindhdrom genotipus vizsgalata soran (CC:98+30 MU/,
CT:88+£34 MU/L, TT:84+23 MU/I) szignifikdns csokkenést (p<0,05) talaltunk, a

kontroll csoporthoz képest (105+17 MU/I). Az enzim aktivitas csokkenés a
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legnagyobb mértékii az eltérés a TT genotipusi csoportban volt (p<0,03), a
kontroll csoporthoz képes

A T allél hatasat az enzim aktivitasra egy svéd kutatocsoport vizsgalta [62]. A CC
¢s TT genotipusi katalaz promoter szakaszokat alkalmaztak és  kiilonb6zé
sejtvonalakon tesztelték a transzkripcios faktor aktivitasat Vizsgalataik soran azt
tapasztaltak, hogy a T allél jelenléte fokozott transzkripciot eredményez.

Eltéré eredményekrél mas kutatok is beszamoltak mas populécidk, betegségek
esetén.

Amerikai kutatd csoport emlé tumoros nébetegek vizsgalatakor (CT: n=9), CC:
n=7, TT: n=2) a CC genotipustakndl szignifikansan (p=0,028) magasabb vér
katalaz aktivitast mért [78]. EgQy Dbostoni kutatocsoport [79] hospitalizalt
nephrologiai betegeknél végzett vizsgalatokat, amelyek kiterjedtek tobbek kozott a
kataladz gén -262C/T polimorfizmus vizsgalatara is. 200 beteg vizsgalata soran 112
esetben CC, 74 esetben CT, 14 esetben TT genotipust azonositottak. CC
genotipusi mintdkban magasabb kataldz aktivitdst mértek, mint CT ¢és TT
genotipusban (p<0,01) [79].

A mi vizsgalataink szerint a vér katalaz aktivitas és a -262C/T polimorfizmus
vonatkozasaban a T allél jelenlétében szignifikansan alacsonyabb aktivitas
detektalhat6. Ezen eredményiinkhéz hasonlokrol a fenti kutatok is beszamoltak
[78,79].

Az altalunk vizsgalt csoportban sem a genotipusok, sem az allé¢lok frekvencidja
tekintetében nem taldltunk szignifikdns eltérést (p>0.1) az 1-es és 2-es tipusu
diabetes mellitus és a kontroll csoport kozott. Hasonld eredményrdl szamoltak be
cseh [76] és brazil szerzok [80].

A szénhidrat markerek vizsgélata soran a 2-es tipusu diabetes mellitus csoportban
(glikoz: CC és TT, p<0,02, HbAlc: CC és TT, p<0,05) szignifikdns kiilonbséget
detektaltunk. A lipid paraméterek (koleszterin: CC és TT, p<0,01, HDL: CC és
TT, p<0,05, ApoB: CC ¢és TT, p<0,05) koncentracidi, vizsgalataink szerint fliiggnek
a -262C>T polimorfizmus genotipusaitol.
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Korabban dél-nyugat magyarorszagi diabetes mellitus populacidt vizsgaltak
(koleszterin, HDL) ahol az altalunk tapasztaltaktol eltéré eredményt kaptak [81].
Gordg populacidban is vizsgaltak dyslipidémias ¢€s (p>0,03) normolipidémids
csoportokat (p>0,05) és kontroll csoporttal tortént a koleszterin, LDL, HDL
Osszehasonlitas [82]. Szlovén kutatok 2-es tipusu diabetes mellitusban végeztek
elemzések elemzéseket gliikoz/koleszterin vonatkozasaban €s egyik esetben sem
talaltak Osszefliggést a mért paraméterek és a polimorfizmus kozott (p>0,2) [83].

Mi elsdként végeztiink olyan atfogd elemzést, amelyben a kataldz gén két ismert
polimorfizmusdnak hatdsat vizsgaltuk. Vizsgélatainkat 1-es tipusu, 2-es tipusu
diabetes mellitusos betegek mintaiban és kontroll csoportban 10 diagnosztikai

szempontbol meghataroz6 paraméter figyelembevételével végeztiik.

5.3 Uj akatalazémia muticié magyarorszagi diabetes mellitus és mikrocyter
anemias betegségben

617 beteg mintajanak vizsgalata soran 51 esetben regisztraltunk a referens atlagos
katalaz enzim aktivitas 50%-a alatti aktivitasokat, 18 esetben (35%) diabetes
mellitus, 14 esetben (27%) mikrociter anemia, 10 esetben (19,7 %) presbycusis, 4
esetben 7.8 % beta-thalassemia megbetegedésben.

Az 1) muticiokat a dibeteses és mikrociter anemias betegek vizsgdlata soran

talaltuk.

5.3.1. Diabetes mellitus csoport vizsgalata
Kutatocsoportunk tobb kozleményben is beszamolt a kataldz enzim aktivitas

csOkkenésérdl 1-es tipust, 2-es tipusu, és gesztacios diabetesben [44,84,85,86]. A
tanulmanyunkban bemutatott 7 (1j mutacidénak tobb mint a fele (57%, n=4) tartozik
a diabetes csoportba. A 4 betegbdl harom a 2-es tipusu, és 1 a gesztacids diabetes
csoportba tartozik. Feltételezhetd, hogy a csokkent enzim aktivitas kdvetkeztében

megné a hidrogén-peroxid koncentracio, amely karositja az oxidaciora érzékeny
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hasnyalmirigy B-sejteket [87]. Erre utalnak azon korabbi kézleményeink, amelyek
a diabetes fokozott el6fordulasarol szamoltak be az akatalazémias egyének kozott
[44, 84,85]. Ezt tamasztja ald az 0jabb akatalazémia mutacidok eléfordulasa
diabeteses egyénekben. Ezek alapjan mondhtad, hogy a velesziiletett katalaz
deficiencia riziké faktorként lehet a 2-es tipusu diabetes mellitus kialakulasaban
[44,85,86]. Silwinska-Kowalska ¢€s munkatarsai egy ujabb 0sszefoglald
kozleménylikben mas tényezok mellett, a kataldz enzim hianyat nevezik meg, mint

a diabetes egyik lehetséges rizikofaktora [88].

5.3.2 A mikrociter anemias csoport vizsgalata
Ebbe a csoportba 14 beteg tartozott, akiknél a csokkent katalaz aktivitas mellett

csokkent MCV-t (71+10 fl, referens 89+9 fl, p<0,0001), és nem szignifikans
értékll vér hemoglobin koncentracié csokkenést detektaltunk (129+14 g/1, referens
134+20 g/l, p>0,05). A betegek DNS mintaiban 3, eddig még nem azonositott
katalaz gén mutaciot talaltunk. Két beteg esetében a Gl tipust (c.106_107insC,
pG36Afs*S), egy esetben pedig misszensz muticiét a 4. exondlis régidban
(magyar H1 tipus, ¢.3379C>T, p.R127Y).

A kutatdcsoportunk kordbban mar beszdmolt kiilonb6z6 anemiak vizsgélata soran
tapasztalt vér kataldz enzim aktivitas csokkenésrdl. Egy nagyszabdsu vizsgalatban
28 252 hospitalizalt beteg vizsgalata tortént meg, egy 3 éves program keretében. 2
884 kiilonbozd tipust anemids beteg kataldz enzim aktivitasat mérték, amelyek
szignifikans csokkenést mutattak (83,7+16,4 MU/I) a kontroll csoporthoz képest
(113,3 MU/I) [28], de ezeket nem kdvette molekularis biologiai elemzés.

A kozremiikodésemmel végzett munkaban egy jol ismert polimorfizmus a katalaz
gén 9. exonjanak vizsgalata tortént meg mikrociter anemids és P-thalassemias
magyarorszagi betegeknél. Ezen vizsgéalatok részletes eredményeit az 5.2.1
fejezetben mar korabban bemutattam [65].

A katalaz gén mutaciok révén a csokkent katalaz aktivitds az oxidativ stress elleni

védelem gyengitését jelentheti. A velesziiletett kataldz hidnyos betegek igy
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nagyobb érzékenységet tanusithatnak a megemelkedett hidrogén-peroxid
koncentracioval szemben. Ezek  a katalaz hidnyos sejtek, kiillindsen a
vorosvértestek €s igy az oxidativ stressz folyamataira fokozottan érzékenyek.

Tanulmanyunkban elsOként mutatunk ra a katalaz gén 2. exon, 4. exon mutaciok

lehetséges hatasara mikrociter anemidban.

5.3.3 Az 1j akatalazémia muticiok
Tanulmanyunkban négy 1) kataldz mutdcidét mutattunk be, amelyeket 7 betegnél

azonositottunk. Az 1) akatalazémia mutaciok megvaltoztathatjadk az enzim
strukturdjat, igy csokkenthetik az aktivitast. Az akatalazémidk el6fordulasa
gesztacios ¢és 2-es tipusu diabetes mellitusban valamint mikrociter anemiaban
szignifikdnsan csokkent vérkataldz aktivitast eredményezett.

Ezzel a magyarorszagi akatalazémia mutaciok szama 11-r6l 15-re nétt, és az
yjonnan felderitett mutaciok Magyarorszagi akatalazémia G1, H1, H2 ¢és H3 tipusa
nevet kaptak.

G1 tipus. Az ) G1 tipus egy C inszerci6 a 2. exonban (c.106_107insC), aminek
eredményeként a 35. aminosav valtozik (35Gly) és TGA stop kodon jon létre. Az
igy kialakult trunkalt katalaz fehérje nem képes ellatni a feladatat

A tovabbi tipusok és lehetséges hatasaik a katalaz fehérjére és az enzim
mitkddésére.

A katalaz fehérje struktrdjaban a legfontosabb az a harom csatorna, amelybdl egy
felelés a hidrogén-peroxid bejutasaért az aktiv centrumhoz, majd két tovabbi,
amely a szubsztrat bontas soran keletkezett viz és az oxigén elvezetését biztositja.
A csatornak felépitésében résztvevd aminosavak kozott vannak, amelyek kulcs
szerepet tOltenek be a csatorna miikddése szempontjabol. A kataldz mutaciok
befolyéasolhatjak a csatorna mitkddését, elégtelen enzim aktivitast eredményezve.
A His90-Ala354 aminosavak alkotjak a nyolc antiparalel béta szalat és az egy
lapot, amely a hem zseb része. Az Arg 127 és Arg 129 a hem csatorna kulcs

aminosavai. A hem propionsava s6 hidat képez a konzervalt aminosav az Arg89
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a2, Argl29 B2, és az Arg386 a9 kozott. A His92 katalitikus konformaciojanak
stabilitasat az Argl29 biztositja, amely egy hidrogén hid kotést kapcsol a
szubsztrathoz és a Tyr132-hoz. [89,90,91]

H1 tipus. Az Argl27Tyr szubsztitucio (Magyar H1 tipus) csokkentheti a katalaz
aktivitdsat azaltal, hogy megvaltoztatja a csatorna alakjat és csokkentheti a
szubsztrat hozzaférését az aktiv centrumhoz. Ezt a misense ¢.379C>T mutaciot
detektaltuk  egy mikrociter anemids ndbetegnél, és egy masik gesztacids
diabeteses nObetegnél

H2 tipus. A ¢.390T>C missense mutacié révén a 129 arginin valtozik leucinna. A
129 Arg. szintén a csatorna alakjat valtoztatva csokkenti az enzim aktivitast.

A H3 tipus. A Ser198 és Argl44 aminosavak egyfajta kapu szerepet toltenek be a
focsatornaban. Az Argll4 szomszédos aminosava az Aspl43. Az Aspl43-nak
valinna vald szubsztitucidja a ,.kapu” megvaltozasahoz vezet, ami csokkentheti a
katalaz aktivitasat [89,90,91].Ez a magyar H3 tipus (c.431A>T ), amelyet egy
hipokatalazémias, 2-es tipust diabetes mellitusos férfi betegnél azonositottunk.
megvizsgalva a sziil6ket, valamint a két fiutestvért is.

A csaladfa kutatds soran az apdnal és a két fiandl azonosithaté volt a mutacio.
Anyai 4gon nem volt azonosithatd gén eltérés és naluk a kataldz enzim referens
tartomanyu aktivitdsat mértiik.

Csokkent katalaz aktivitasokat mértiink 51 beteg mintdjaban. Ezeknél 13,5%-ban
mutattunk ki valamilyen mutaciot, polimorfizmust, de a mintak 86,5%-ban nem
tudtunk exondlis mutdciot azonositani. Feltételezésiink az, hogy eléfordulhatnak
polimorfizmusok az introndlis régioban az 5’UTR ¢és 3’UTR régioban, amelyek
tovabbi molekularis genetikai vizsgalatokat igényelnek. Ilyen vizsgalatok lehetnek
az epigenetikai vizsgalatok (mRNS, metilaltsag vizsgalat) valamint a regulacios
mechanizmusok részletes vizsgalata, amelyek segitségével kiderithetd lenne a

csokkent aktivitast oka.
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6. OSSZEFOGLALAS

6.1. Uj eljaras a 9.exon C111T polimorfizmus vizsgilatara

A katalaz gén 9. exon PCR termékek poliakrilamid gélelektroforézis vizsgélata
soran extra savo(k)at azonositottunk a 400-800 bazispar kozotti régidban.
Vizsgalataink soran alkalmazott PCR-SSCP denaturacidval, és specifikus festési
eljarassal (SybrGreen II) igazoltuk, hogy a kérdéses savok egyszalit DNS lehetnek.
Ezek a 400-800 bp kozott megjelend savok alkalmazhatok a 9. exon
polimorfizmusok vizsgalatara. A  legnagyobb érzékenységet a CI111T
polimorfizmus (rs769217) vizsgalatakor tapasztaltuk.

Az altalunk leirt moddszer egyszerili, gyors, koltséghatékony modon képes a

genotipus meghatarozasara.

6.2. A C111T polimorfizmus vizsgalata mikrociter anemiaban és -
thalassemidban, diabetes mellitusban

A CI11IT polimorfizmust detektdldo modszeriinkkel mikrociter anemias ¢és -
thalassemids betegeknél csokkent vér kataldz aktivitast talaltunk a CI111T
polimorfizmus TT genotipusanal.

A CI11T polimorfizmus TT genotipust nagy frekvencidval (12%) azonositottuk 1-
es tipusu diabetes mellitusban, de szignifikans valtozast nem tapasztaltunk a vér
katalaz aktivitasokban, sem a gliikoz, a hemoglobin Alc, a triglicerid, a
koleszterin, a HDL, az LDL, az ApoA-I és az ApoB koncentraciokban.

Ettél eltéréen a 2-es tipusu diabetes mellitusban szignifikansan csokkent vér
katalaz aktivitast mértiink a CC és CT genotipusii mintdknal valamint emelkedett

gliikéz, hemoglobin Alc és ApoB koncentraciokat.
6.3. A-262C>T polimorfizmus vizsgalata

Vizsgaltuk az 5’ régié -262C>T nukleotid polimorfizmusat (rs1001179) amely a

transzlripcid szabdlyozasban jatszhat szerepet. Csokkent vér katalaz aktivitdst
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talaltunk 1-es tipust diabetes mellitusban a CC és CT genotipusoknal, valamint 2-
es tipusu diabetes mellitusban a CC, CT, TT genotipusoknal.

A 2-es tipusu diabetes mellitusban a -262C>T polimorfizmus esetén
szignifikansan csokken a vér katalaz aktivitas, életkor, HDL és emelkedik a a

gliikoz, hemoglobin A lc, koleszterin, ApoB koncentracio.

6.4. Uj akatalazémia mutaciék

Kialakitottunk egy 51 mintabol allo6 beteg csoportot, amelyben a betegek vér
katalaz aktivitasa a referens atlag 50%-a alatti volt.

Négy 1) akatalazémia muticidt azonositottunk, amelyekkel az eddigi 11
akatalazémias eset 15-re emelkedett Magyarorszagon.

A 7 betegnél négy 1j mutaciot mutattunk ki, amelyeket négy 2-es tipusu diabetes
mellitus és harom mikrociter anemias betegnél talaltunk.

Ezek az 1) eredmények 1jabb bizonyitékot szolgaltatnak arra, hogy az
akatalazémia egy kockazati faktor lehet bizonyos ¢életkorral is 0Osszefliggd

rendellenességekben.

59



7. SUMMARY

7.1A new procedure for examining 9.exon C111T polymorphism
Examination of PCR products of catalase exon 9 with polyacrylamide gel

electrophoresis revealed extra band(s) in the 400-800 bp range. The use of PCR-
SSCP denaturation and specific staining technique with SybrGreen II, and
nucleotide sequencing confirmed that the bands in question may be single-
stranded DNAs. These bands located in the 400-800 bp range can be used to
examine exon 9 polymorphisms. The highest level of sensitivity was detectable for
the C111T polymorphism of exon 9 (rs769217). The method described by us is a
simple, fast and cost-effective technique for genotype determination of C111T

polymorphism in exon 9.

7.2 Investigation of C111T polymorphism in microcytic anemia and f-
thalassemia, diabetes mellitus
This method was used to examine the genotypes of C111T polymorphism in

microcytic anemia and beta-thalassemia patients.

Decreased blood catalase activity was observed in the case of the TT genotype of
C111T polymorphism.

The TT genotype of polymorphism C111T could be frequently detected (12%) in
type 1 diabetes. However, no significant changes were detected in blood catalase
activity, glucose, hemoglobin Alc, triglyceride, cholesterol, HDL, LDL, ApoA-I
and APOB concentrations.

On the other hand, in type 2 diabetes significantly decreased blood catalase was
measured in the samples of CC and CT genotypes, accompanied by increased

glucose, hemoglobin Alc and ApoB concentrations.

7.3 Research of -262C>T polymorphism
We examined the nucleotide polymorphism -262C>T (rs1001179) in the 5’ region

which may play a role in regulatory processes. Decreased blood catalase activity

could be detected in type 1 diabetics with CC and CT genotypes, as well as in type
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2 diabetics with CC, CT, TT genotypes. The samples of type 2 diabetics with this
polymorphism showed significant decreases when blood catalase activity, age and
HDL concentration were measured. Furthermore, they showed an increase in

glucose, hemoglobin Alc, cholesterol, and ApoB concentrations.

7.4 New acatalasemia mutations
We set up a cohort comprising 51 patient samples for which patients’ blood

catalase activity was below 50% of the reference mean.

Four novel acatalasemia mutations were detected, which increased the number of
so-far known types of Hungarian acatalasemia from 11 to 15. Seven out of the 51
samples revealed four novel mutations belonging to samples in the type 2 diabetes
and microcytic anemia cohorts. These results provide a new evidence for

acatalasemia being a potential risk factor in several age-related diseases.
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8. AZ UJ EREDMENYEIM

1. A katalaz gén 9. exon elektroforetikus mintazat értékel6 modszer részletes
clemzését készitettiik el. Mutacio szlir6 modszerek (PCR-SSCP, egy és
kétszala DNS festés, nukleazos emésztés, PCR-RFLP) segitségével
egyértelmilen igazoltuk, hogy konformaci6 valtozas kovetkezteében
egyszali DNS szakaszok keletkeznek, amelyek az elektroforetikus képen,

400-800 bp helyeken detektalhatok.

2. Az clektroforetogramon a savok a katalaz gén 9. exon polimorfizmus
azonositdsara alkalmasak. Ezzel a mddszerrel egyszerlien, gyorsan és
koltséghatékonyan, szekvencia analizis nélkiil hatarozhatok meg

polimorfizmusok.

3. Modszerink a CIl11IT (rs769217) polimorfizmus azonositasara, a

genotipusok meghatirozasara nagy hatékonysaggal alkalmazhato.

4. A tovabbi 9. exon polimorfizmusok (C37T, G113A, G5A) szintén
azonosithatok az  altalunk alkalmazott modszerrel, de  kisebb
hatékonysaggal. Ezen nukleotid eltérések esetén a genotipusok nem

hatarozhatok meg egyértelmiien.

5. Elséként alkalmaztuk az altalunk leirt modszert magyarorszagi mikrociter
anemias, P-thalassemids és magyarorszagi kontroll csoport vizsgalatara.
Mikrociter anémia ¢és [-thalassemia megbetegedésben egyarant a TT
homozigota mutans genotipusit mintdkban szignifikansan alacsonyabb vér
katalaz aktivitast talaltunk.

6. A microciter anemia és [f-thalassemia betegcsoportban kapott
eredményeket a magyar kontrollokon tul eurdpai kutatasi eredmények
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adataival ¢és az NCBI nemzetkozi adatbazis adataival is 0sszehasonlitottuk.
Csokkent vér katalaz aktivitast detektaltunk mindkét betegcsoportban a
kontroll csoporthoz képest.

7. Mi vizsgaltuk elészor a C111T polimorfizmus és a csokkent vérkatalaz

kozotti kapcesolatot.

8. Elséként végeztiink atfogd elemzést, amelyben két ismert kataldz gén
polimorfizmus (rs769217 és rs1001179) hatasat vizsgaltuk 1-es és 2-es

tipusu diabetes mellitus betegcsoportban.

9. Részletes 0sszehasonlito elemzést készitettiink az rs769217 és a rs1001179
polimorfizmus hatasardl magyarorszagi kontroll csoportban és 1-es, 2-es

tipusu diabetes mellitusban.

10. A 10 diagnosztikailag fontos paraméter (életkor, vér kataldz, gliikoz,
HgbAlc, triglicerid, koleszterin, HDL, LDL, ApoA-l, ApoB)
koncentraciok valtozasat kovettiik nyomon 1-es és 2-es tipusu diabetes és
kontroll csoportban. A mutans (rs1001179 TT) genotipusu betegek
mintaiban csokkent vérkatalaz aktivitast, emelkedett gliikoz, HbAlc
koleszterin, HDL és ApoB koncentracidkat kaptunk.

Osszefiiggést mutattunk ki 2-es tipusu diabetes mellitus és a rs1001179

polimorfizmus TT mutans genotipusa kdzott.
11.Els6ként hoztunk létre olyan csoportot, 617 beteg mintdjabol, amelyben

csokkent vérkataldz aktivitdst (referens atlag 50%-a alatti) betegektdl

szarmaz6 DNS mintdkat gytijtottiink 6ssze (n=51).
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12. Az altalunk Ilétrehozott csokkent katalaz aktivitdsu betegcsoportban
vizsgaltuk a katalaz enzimet kodoldo gén teljes kodoldo 13 exonalis

szakaszat.

13. Négy 1) akatalazémia mutaciot 7 betegnél azonositottunk.
Ezek a kovetkezok:
2. exonban egy mikrociter anemias férfi, egy mikrociter anemias kislany
¢és egy 2-es tipusu diabetes mellitusos nébetegnél a ¢.106_107insC
polimorfizmust detektaltunk, 4. exonban egy mikrociter anemias né €s egy
gesztacios diabeteses ndbetegnél a ¢.379C>T nukleotid cserét, valamint két
2-es tipusu diabetes mellitusos férfi beteg esetében a c.390T>C, és a

c.431A>T 1j mutaciokat taldltuk.

14. Ezzekkel az uUjonnan kimutatott akatalazémia mutaciokkal az ismert

magyarorszagi akatalazémia mutaciok szamat 11-rél 15-re noveltiik.

15.Harom mikrociter anémids betegben a 2. ¢és a 4. exondlis régidoban
regisztraltunk 0 akatalazémia mutacidkat, ezzel els6ként mutattunk ra, a

katalaz gén mutaciok lehetséges hatasara mikrociter anémidaban.

16. A négy diabeteses betegnél detektalt 3 kiilonb6z0 mutdcid tovabbi
bizonyiték lehet, hogy a 2-es tipusu diabetes mellitusban nem a mutacio
tipusa a meghatdrozo. Feltehetden a mutacidé eredményként az egész életen
at hatd, csokkent katalaz aktivitas révén megnodvekedett hidrogén-peroxid
koncentracié hatdsa az oxidaciora érzékeny pankreasz P—sejtekre jatszhat

szerepet a 2—es tipusu diabetes mellitus patomechanizmusaban.
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10. TARGYSZAVAK ES ROVIDITESEK JEGYZEKE

Targyszavak:
hidrogén peroxid, oxidativ stressz, katalaz enzim, akatalazémia, hipokatalazémia,
mikrociter anemia, B-thalassemia, diabetes mellitus, mutacio, polimorfizmus,

Hydrogen peroxide, oxidative stress, catalase enzyme, acatalazemia,
hypocatalazemia, microcytic anemia, [-thalassemia, diabetes mellitus, mutation,
polymorphism

Roviditések:

ApOoA : apolipoprotein A

ApoB : apolipoprotein B

DNS : dezoxiribonukleinsav

dNTP : deoxinukleozid trifoszfat

ds : dupla szal

EDTA : etilén-diamin-tetra-ecetsav

H20:> : hidrogén peroxid

HPLC : nagy nyomasu folyadék kromatgrafia
HDL : magas stirliségili koleszterin

kb : kilobazis

KClI : kalium klorid

LDL : alacsony stirtiségii koleszterin

MCYV : mean cellular volume

MgCIl2 : magnézium klorid

NADPH : nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
NF«B : B sejt aktivalo nukleaz kappa-konnyti-lanc

PCR : polimeraz lancreakciod
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ROS : reaktiv oxigén species

RFLP : restriction fragment length polymorphism
SNP : single nucleotid polimorphisms

SSCP : Single-strand conformation polymorphism

ss : szimpla(egy) szalu
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viselték, hogy Anya folyton tanul valamit.
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