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1. BEVEZETES

A kataldz enzim (ECI1.11.1.6, hidrogénperoxid-hidrogénperoxid oxidoreduktdz) egyike a
legkorabban ismert és vizsgalt enzimeknek, és szamos kiilonleges tulajdonsagarol
beszamoltak. Ezek kozott jelentds szdmban vannak olyanok, amelyeket csak a
késobbiekben, a legijabb kori tudomanyos modszerekkel tudtak igazolni, megmagyarazni.
A 90’-es években robbanasszerlien meginduldé molekularis bioldgiai kutatdsok, majd a
2000-ben megvalosuld teljes genom szekvenalas, a katalaz enzimmel kapcsolatos
kutatasoknak is 0j lendiiletet adott.

A kataldz gén teljes szekvencidjanak megismerése nagymértékben segitette a kutatokat,
koztilk a Mi kutatocsoportunkat. Lehet6ség nyilt a kdédold €s nem kodold szakaszok
feltérképezésére a magyarorszdgi populaciokban, azonosithatovd valtak mutaciok,
polimorfizmusok, SNP-k a katalaz génben és ezek vizsgalata kiillonboz6 betegségekben.
Témavezetdém ¢és munkatérsai a kataldz enzim aktivitas csokkenésének okait kutattak. A
kutatasok egyik irdnya a kiilonboz0 megbetegedésekben detektalhaté enzim aktivitas
csokkenés ¢és a genetikai eltérések kapcsolata volt. En ehhez a témahoz kapcsolodtam
2008-ban.

A kovetkezd betegségekben szenveddOknél (1-es, 2-es és gesztacids diabetes, vitiligo,
id6skori hallaskarosodas, mikrociter anemia, beta-thalassemia) mértiikk a katalaz enzim
aktivitasokat. A csokkent aktivitdsi mintdkat molekularis biologiai méodszerekkel (PCR-
SSCP, RFLP, heteroduplex analizis, szekvencia analizis) vizsgaltuk tovabb, keresve a
csOkkenés genetikai okait. Szamos érdekes és értékes eredmény sziiletett, amelyek
kezdetben hallgatoi diplomadolgozatok, TDK dolgozatok, konferencidk keretein beliil
kertiltek bemutatdsra, mig az {ij eredményeink nemzetkozi folyodiratokban is publikalasra
keriiltek.

A kataldz enzimet kodold gén polimorfizmusainak azonositasaval, a csokkent enzim
aktivitds okainak feltdrasaval foglalkozom mind a mai napig. A 2008-6ta elért
eredményeim Osszefoglalasaként sziiletett meg értekezésem.

2. A KATALAZ ENZIM

Az emberi szervezetben folyamatosan keletkeznek ¢és alakulnak &t szabadgyokok az
oxidacios-redukcios biokémiai folyamatok soran. Az oxidativ stressz akkor alakul ki,
amikor a keletkez0 reaktiv oxigén vegyiiletek (ROS) koncentracidja meghaladja a
szervezet antioxidans kapacitdsit. A ROS  karositdé szerepe ismert olyan
megbetegedésekben, mint a diabetes mellitus, atherosclerosis, kronikus majbetegségek,
veseelégtelenség, tumoros megbetegedések, rheumatoid arthritis és a neurodegenerativ
betegségek.

A reaktiv oxigén speciesek képesek karositani a fehérjéket, lipideket, és a sejtek orokitd
anyagat a DNS-t. A karosit6 folyamat eredményeként jelentkezhet az enzim aktivitasok
csokkenése, membran miikodési defektusok, oxidalt allapota lipidek megjelenése, és
mutaciok a DNS-ben. A hosszantarté oxidativ hatas a sejtek Oregedéséhez, kronikus
betegségek megjelenéséhez, tumorhoz vezethet.

A karosito agensekkel, koztiik a hidrogén peroxiddal szemben, a masodik védelmi vonalat
az antioxidans enzimek a szuperoxid-dizmutaz, glutation-peroxidaz és a katalaz képezik,
melyek a keletkez0 szabad gyokoket részben vagy teljes mértékben eliminaljak.



Napjainkban elfogadott, hogy a katalaz enzim a legnagyobb jelentdséggel bir, a hidrogén-
peroxid eliminacios folyamataban.

A katalaz enzim (EC 1.11.1.6, hidrogén-peroxid-hidrogén-peroxid oxidoreduktaz) 4
egymassal szimmetrikus alegységbdl felépiilé tetramer szerkezeti 240 kDa nagysagu
molekula. A szubsztrat bontdsi mechanizmus kiilonlegessége abban rejlik, hogy a
fiziologias koncentracioban jelenlévé H2O2 esetén az enzim nem 1ép miikodésbe.

A hidrogén-peroxid bontasi reakcio két 1épéses folyamat, amelynél az elsé 1épésként enzim
szubsztrat komplex I (Compound I) jon létre, ez a folyamat reverzibilis.

A masodik katalitikus 1épésben a komplex I egy ujabb hidrogén peroxid molekuldval 1ép
kolcsonhatasba és oxigén és viz molekula képzodik.

A teljes vér alkoto elemei kiilonb6z6 koncentracioban tartalmazzak a katalaz enzimet.
A vérkatalaz aktivitas gyakorlatilag a vorosvértestekben mérhet6 katalaz enzim aktivitast
jelenti, mivel a vérkatalaz 99%-a a vorosvértestekb6l szarmazik. A vérkatalaz referens
atlaga 113,3 MU/1 1 vérre vonatkoztatva. Ha ezt a vorosvértestek 1 1-re vonatkoztatjuk,
akkor 251,7 MU aktivitassal kell szamolnunk.

Feltételezhet6, hogy a vérben, nagykoncentracioban jelen 1évé katalaz a kis katalaz
Az enzim csokkent aktivitdsa hozzajarulhat kiilonb6zé6 megbetegedések korai
manifesztalodashoz (tumorok, anemiak, vitiligo, diabetes mellitus).

Az akatalazémia a katalaz enzim velesziiletett hidnya, genetikailag a mutans homozigota
allapot. Ilyen esetekben is mérhetd a szubsztrat meghatarozasi eljardsokkal 1-8 % katalaz-
szerll aktivitas.

Az enzim aktivitds csokkenés a katalaz gén polimorfizmusaira illetve a fehérje
expresszidjanak csokkenésére is visszavezetheto.

Az elsd akatalazémids egyént Takahara professzor ismertette 1946-ban Japanban. A
hidrogén-peroxid bontas kozel teljes hidnyat tapasztalta egy 11 éves ledny betegénél. A
vérkataldz aktivitds mérésre a permanganometrias hidrogén-peroxid eljarast alkalmazta és
6 esetben a katalaz aktivitas ,,teljes” hianyat, 5 esetben <10%, mig 2 esetben 10%-0s
aktivitast mért. Takahara professzor felfedezését kovetden tovabbi 12 orszédgban
detektaltak akatalazémids allapotot, kozottik a legnagyobb szamba Japanban (91) és
Svéjcban (11). A Magyarorszagi kutatdsok soran a vizsgalt populacié (n=28 252) alapjan
0.05/1000 az akatalazémia gyakorisaga. Az elsé magyarorszagi két akatalazémiast 1989-
ben detektalta kutatocsoportunk. Hypokatalazémia vonatkozasdban ez az arany a
magyarorszagi populacidban 0,18/1000.

A 2-es tipusi diabetes mellitus komplex betegségnek tekinthetd. Kialakulasat
kornyezeti tényezok és genetikai faktorok egyarant befolyasoljak. A katalaz enzim hianya
¢s a diabetes kozotti kapcsolat vizsgalata szamos kutatocsoport munkdjaban megjelenik.
Magyarorszagon a Mi kutatdcsoportunk végzett széleskorii vizsgélatokat ebben a témaban.
Az eddigi vizsgalatok alapjan mondhatd, hogy egy vagy tobb kataldz gén mutaciod
kataldz hianyban a diabetes gyakoribb eléforduldsa annak tulajdonithat6, hogy a katalaz
hiany révén a hidrogén-peroxid koncentraci6 tartosan megnovekszik és karositd hatast fejt
ki az oxidaciora igen érzékeny pancreas beta-sejtekben.

Mikrociter anémidban a vorosvértestek szdma €s nagysaga csokken. A vordsvértestek
kisebbek az atlagosnal és alacsonyabb a hemoglobin tartalmuk, hipokromok. Genetikai
rendellenességek is vezethetnek kisméretli, hipokrom vorosvértestek képzdodéséhez.
Genetikai eltérés okozza a thalassemidkat, amelynek két nagy csoportjat kiilonboztetjiik
meg. Az o-thalassemidban a hemoglobin a-lanc elégtelen miikodésti. A gyakoribb f-
thalassemidban a B-lanc nem t6lti be megfelelden szerepét, mivel csokkent szintézise vagy
hianya okozza a megbetegedést. A csokkent vérkataldz aktivitds ezekben a



vorosvértestekben az oxidativ folyamatok fokozodasdhoz vezet. A karosan aktiv H2O»
eltdvolitdsa nem biztositott a vorosvértestekben. A csokkent vérkatalaz aktivitasok és a -
thalassemia kozotti kapcsolat vizsgalata hozzasegithet a betegség patologidjanak
megértés¢hez.

A katalaz fehérjét egyetlen gén a katalaz gén kodolja, amely a 11-es kromoszoma révid
karjan a 13-as pozicioban talalhatd. 33 114kb hosszisagu génnek 13 exonja és 12 intronja
van, amelyek a kromoszéman a 34417 054 és a 34450 176 nukleotidok kozott
helyezkednek el. Az NCBI adatbazisban talalhaté informaciokat felhasznalva 2012-ig a
kataldz génben 245 olyan nukleotid pozicid volt azonosithatd, amely a konszenzusostol
eltérd. A polimorfizmusok nagy része olyan benignus elvaltozast eredményez, amely nincs
hatassal az enzim aktivitdsara, nem befolyasolja a kataldz fehérje expresszidjat, és
nincsenek patoldgiai vonatkozésai, vagy azokat jelenleg nem ismerjiik.

Kutatdcsoportunk is tobb évtizede foglalkozik kiilonb6zé megbetegedések és a katalaz
génben fellelheté mutaciok, polimorfizmusok, SNP kapcsolataval. Osszefiiggés volt
kimutathat6 a 9. exon CI111T polimorfizmusa és a diabetes mellitus kozott. A T mutdns
allél jelenlétében a katalaz aktivitds szignifikans csokkenése volt detektalhato, és az
altalunk vizsgélt populacioban vitiligo megbetegedésben hajlamositod tényezdnek talaltuk a
CI111T missense mutaciot.

Az enzimet kodold gén exondlis és introndlis régidinak feltérképezése napjainkban is
folyamatoson torténik. A molekularis bioldgiai modszerek elterjedésével szamos, a
konszenzusostdl eltérd nukleotidot sikeriilt azonositani a magyarorszagi populacioban.
Csoportositasra keriiltek az azonositott, az akatalazémiaért felelds mutaciok, amelyek
alapjan genetikai csoportokat lehetett kialakitani, ezek a magyarorszagi A, B, C, D, E
tipusok.

Az akatalazémia és hypokatalazémia okainak féltardsa segitséget nyudjthat az enzim
miikodést befolyasold genetikai, epigenetikai tényezOk megismerésében. Genetikai
eltérésekre visszavezethetd katalaz enzim aktivitds csokkenés kovetkezményeként
megnovekedett hidrogén-peroxid koncentracioval szamolhatunk a sejtekben €s
szovetekben. A fokozottan oxidativ kdrnyezet hatasara oxidativ stressz alakulhat ki, amely
karosithatja az arra érzékeny szerveket, szoveteket. A kataldz gén mutéacidinak
megismerése kozelebb vezet a patologias folyamatok megértéséhez, és azok esetleges
kezeléséhez.



3. CELKITUZESEIM

ere s

cimi értekezésben a kovetkezdk a célkitiizéseim:

1. Egyszerien kivitelezheté mutacio/polimorfizmus sziirdmodszer kialakitasa és
alkalmazasaval a 9. exonban az ismert rs769217 polimorfizmus hatasanak vizsgalata a
katalaz enzim aktivitasra mikrociter anemias és beta-thalassemias betegeknél.

2. Az 9. exonban talalhat6 rs769217 polimorfizmus és a promoter (nem kodold) régidban
talalhato rs1001179 polimorfizmus hatasainak vizsgalata a vérkataldz aktivitasra, valamint
lipid és szénhidrat biomarkerekre (triglicerid, koleszterin, HDL, LDL, ApoA-l, ApoB,
gliikoz, HbAlc).

3. Kialakitani egy olyan csoportot, amelynek tagjainal Kisebb, mint 50% a vér katalaz
aktivitas, és feltehetéen gyakoribbak polimorfizmusok, mint a normokatalazémids
egyéneknél. Az igy kivalasztott egyéneknél vizsgdlni a 13 exondlis és a 12 intronalis
régiot, tovabbi mutacidk, polimorfizmusok, SNP-k detektalasinak reményében. Az
Ujonnan azonositott DNS eltérések mutaciok hatdsanak vizsgalata kiilonbozd
megbetegedésekben.

4. Célom tovabba, jelen dolgozat kereteit tul egy kontroll csoport létrehozasa, olyan
betegek mintaibol akiknél a vérkatalaz aktivitasa referens tartomanyban van. Ezen mintak
vizsgalata a katalaz gén sszehasonlito elemzéseit teszi lehetové.



4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Vizsgalati mintak

A kisérletes munkam soran felhasznalt vizsgalati vérmintakat (EDTA-val alvadasgatolt
teljes vér) az akkori Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum klinikairol
(Belgyogyaszat, Gyermekklinika, Fiil-orr-gégészet) gytjtottiik, amelyeket a Klinikai
Biokémiai és Molekularis Patologiai Intézetbe, ma Laboratoriumi Medicina Intézetbe
kiildtek laboratoériumi vizsgalati kérésekkel. A vizsgalatokban csak azon betegek adatai
szerepelnek, akiknek a vér hemoglobin koncentracidja referens tartoméanyban (120 g/L
folotti) volt.

4.2. Betegek és kontrollok

Katalaz gén exon 9: 1s769217 polimorfizmus vizsgalatanal, 98 beteg (microciter anemias
¢s beta-thalassemias) és 50 kontroll mintat vizsgaltunk

A katalaz rs769217 és rs1001179 polimorfizmusainak vizsgalatanal a beteg és kontroll
mintak a Debreceni Egyetem Belgyogyaszati Klinika Diabetes szakrendelésén 2007 és
2010 kozott megjelent betegektol kaptuk.

Az 1j akatalazémia mutacidok vizsgdlatdhoz nagyszamu beteg (617) és kontroll (295)
szlirése a vér katalaz aktivitdsdnak mérésével tortént.

Kontroll mintaként szolgéltak azok a vérmintdk, amelyek a fenti intézetbe munka
alkalmassagi, egészségiigyi alkalmassagi vizsgalatra érkeztek és a Debreni Egyetem
Klinikai K6zpont (korabban Orvos és Egészségtudomanyi Centrum) klinikain dolgozoktol
szarmaztak.

A kontroll csoportba azon egyéneket soroltuk, akiknek a vérkatalaz aktivitasa (80,3-146,3
MU/) és a hemoglobin koncentracidja (120-180 g/l) is a referens tartomanyon beliili volt.
A mintdk szambol és betlibdl alldé kodot kaptak, igy biztositottuk az anonimitést.
Kutatasainkhoz etikai engedéllyel rendelkeztiink, az engedély szama: 2734-2008.

4.3. Katalaz enzim aktivitas mérés

A spektrofotometrias katalaz aktivitds mérési modszer az enzim altal elbontott hidrogén-
peroxid szubsztrat koncentraci6 csokkenését méri.

A hidrogén-peroxid szubsztrat bontast 60 sec utdn ammonium-molibdenattal leéllitottuk.
Az ammoénium-molibdenat leallitja az enzimatikus reakciot, mivel a hidrogén-peroxiddal
komplexet képez. A kialakult komplex (hidrogén-peroxid és ammonium-molibdenat) sarga
szinli, amelynek 405 nm-nél mérhetd abszorbancidja a hidrogén-peroxid koncentracidval
aranyos.

4.4. Lipid paraméterek és a gliikoz meghatarozasa

A lipid anygacsere paramétereinek (triglicerid, &sszkoleszterin, HDL koleszterin, LDL
Roche Integra tesztekkel, Roche Integra 700, Modular P800 miiszerekkel (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany).

4.5. A hematologiai paraméterek meghatarozasa

Az EDTA-val alvadasgatolt vérbdl a vér hemoglobin, a vordsvértestek sejt atlagos térfogat
(MCV) meghatarozasa Sysmex XE 2011D hematologiai automataval (Sysmex, Japan) a
hemoglobin A2, hemoglobin F meghatdrozds HPLC modszerrel, Variant II késziilékkel
(Haemoglobin Testing System, BioRad, Hercules, CA, USA) tortént. A vizsgalatokat a



Debreceni Egyetem Laboratoriumi Medicina Intézet Hematologia és Elvalasztastechnika
részlegein végezték.

4.6. Molekularis biologiai modszerek

DNS izolalas

A genomialis DNS-t EDTA-val alvadasgatolt vérbdl nyert buffy coat-bol (leukocitakban
gazdag vér frakcido) QIAmp Kittel (DNA Blood Mini Kit, QIAGEN, Hilden, Germany)
izolaltuk.

PCR

A PCR reakcidhoz Wen és Kishimoto altal javasolt primereket és 1épéseket alkalmaztuk,
az exonalis szakaszok amplifikalasakor.

Elektroforézis

A keletkezett PCR terméket 6 %-0s poliakril-amid gélben szeparaltuk, eziistozési
technikaval tettilk lathatova és a DNS szakaszokat a molekulatomeg markerekhez
viszonyitottuk.

SSCP analizis

Denatural6 kozegben a dsDNS-t egyszalusitjuk, majd a 1étrejott ssDNS-t jégben vald gyors
hiitéssel konzervaltuk.

PCR-RFLP analizis BsTXI enzimmel

Restrikcios fragmenthossz eljarast (RFLP) alkalmaztunk BsTXI restrikcidos enzimmel
(Amersham Pharmacia Biotech UK, Buckinghamshire, England) mutacié sziirésre. Az
enzim a CCANNNNN*NT**GG szekvenciat ismeri fel és hasitja a 238 bp
hossziisagi PCR terméket 153 bp és egy 85 bp nagysagu szakaszokra.

DNS szekvencia analizis

A szekvencia analizis tisztitott PCR termékbdl késziilt, (QIAquick PCR Purification Kit
QAGEN, Hilden, Germany) Taq Dye-Deoxy Termination Cycle Kit alkalmazasaval, 50 ul
végso térfogattal (BigDye Term v.1.1 Cycle Sequencia, Applied Biosystems, Foster City,
CA USA). A DNS szekvenald kapillar elektroforézist alkalmaz (3100-Avant, Genetic
Analyzer, ABIPRISM, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A vizsgalatot a
Debreceni Egyetem Laboratériumi Medicina Intézet Molekularis Genetika részlegén
végeztek.

Heteroduplex analizis

A heteroduplex analizis a heterozigota allapot vizsgalatara alkalmas mutacid sziird
modszer. Az amplifikalt DNS szakaszokat vagy SURVEYOR Mutation Detection Kit-el
(Transgenomic Ltd., Elancourt, France) vagy a hagyomanyos eljarassal vizsgaltuk. A
SURVEYOR nukledz enzim hasitja az egyszald DNS-t is, amelynek termékei
detektalhatok elektroforézissel. A hagyoméanyos heteroduplex eljarasnal a magas
hémérsékleten (96°C) a kettds szali DNS szétvalik. A keletkezd ssDNS lassu, fokozatos
hités hatasara képes hetero (vad ¢€és mutans) duplaszaluva alakulni, amely az
elektroforetikus mintazatban a homo (vad és vad, valamint mutans és mutans) duplaszala
PCR terméknél lassabban vandorol.

4.7. Statisztikai analizis

A mérési eredmények kiértékeléséhez Student’s féle t-tesztet alkalmaztunk. A genotipus
frekvencia meghatarozasat 3 x 2 kontingencia tablazat, az allél frekvencidk és az odds ratio
(rata) (OR) meghatirozasdhoz 2 x 2 kontingencia tibldzatot hasznaltunk. A Hardy-
Weinberg (H-W) closzlast ¥2 probaval ellenériztiik. A p értékét 0,05 alatt tekintettiik
szignifikansnak.



5. EREDMENYEK

5.1. Katalaz gén polimorfizmus vizsgaléo modszer

A mutaci6 analizis kezdeti 1épéseként a katalaz gén 2. 3. 7. és 9. exon PCR termékeit
vizsgaltuk poliakril-amid gélelektroforézissel, és eziistdzési vizualizacioval. A 2.3. és 7.
exonok elektroforetikus mintazata a szokasos, azaz a 200 és 400 bazisparnak megfeleld
régioban lathatok a kétszala PCR termékek, mig a 400-600 bp régioban a sokkal kisebb
intenzitasu egyszali DNS savok fedezhetdk fel.

A 9. exon vizsgalatakor a szokdsostol eltérd képet kaptunk. A duplaszala DNS 238 bp -
hosszlisagu savok gyengébb intenzitastiak és a 400-600 bp régidban erdsen festddd egy
vagy egymastol jol elkiiloniilt két sav figyelhetd meg.

Feltételeztiik azt, hogy a kérdéses savok egyszali DNS-ek lehetnek. Ennek igazoldsara a
kovetkezd vizsgalatokat végeztiik.

1.

2.

4.

Kiilonboz6 DNS festési eljarasokat (eziist impregnacio, SYBR Green II, SYBR
Green 1) alkalmaztunk. A 400-600bp régioban megjelend savokat csak az egyszali
DNS-t fest6 (SYBR Green II) moddszerrel tudtuk lathatovd tenni. Az eziist
impregnaci6é mindkét teriiletet detektalta.
Ezutan elvégeztiik a kiilonb6zd mintdzati mintdk DNS szekvencia analizisét A
mintak DNS szekvencia analizise 0sszhangban volt az elektroforetikus mintazattal.
A 400-600bp régioban a gyorsabban vandorld sav a TT homozigdta mutans, a
lassabban vandorl6 a CC homozigota vad, amennyiben pedig mind két sav
egyszerre jelenik meg a CT heterozigota genotipus azonosithato.
A feltételezés megerdsitésére az elektroforetikus mintazat és a DNS szekvencia
analizist, tovabbi 74 minta esetében hasonlitottuk 6ssze és azonos eredményeket
kaptunk.
A hagyomanyos SSCP eljarassal torténd 0sszehasonlitas soran denaturalo kozeget
alkalmaztunk (formamid /natrium hidroxid, 94°C 6 percig) a dupla szalii DNS
egyszalusitdsdhoz. Denaturdcio mentes €s a denaturalt mintadk mintdzata azonos o
savokat mutatott. A denaturdci6 mentes mintdzat nem tartalmaz tovabbi
konformereket, mint a denaturalt mintakeé.
Nukleazos emésztés soran (SURVEYOR Mutation Detection Kit)
a heteroduplex ¢és az egyszali DNSemésztodik. Az alkalmazott nukleaz enzim
(SURVEYOR Mutation Detection Kit) képes felismerni nem illeszkedd pontokat és
hasitja a dupla szalat, valamint az egyszalit DNS-t. Az enzim a heterozigéta
mutanst (CT genotipus) €és az ssDNS-t vagta, mivel csak ennél lathato a
kisebb(154 bp) molekulatomegl vagasi termék.
PCR-RFLP analizist is alkalmaztunk az 6sszehasonlito vizsgalatok soraban. A PCR
termékeket BstXI (Amersham Pharmacia Biotech UK, Buckinghamsshire, England)
restrikcids enzimmel emésztettiik. Az enzim a CCANNNNN*NT**GG szekvenciat
képes felismerni, amely nukleotid sorrend megtalalhat6 az altalunk vizsgalt exon9
régidban. A vizsgalatba bevont 72 minta esetében a két modszer azonos
genotipusokat eredményezett.

Az C111T (egyszeril) polimorfizmus kimutatdsi modszer alkalmazhatdsagat vizsgaltam a
katalaz gén 9. exon tovabbi, ismert polimorfizmusai C37T, G113A, G5 esetén is. A C37T,
G113A ¢és a GSA polimorfizmusok esettében a modszer nem nyujt segitséget a
genotipusok azonositdsdhoz.



Osszefoglalva az 1-6 kisérletek eredményeit elmondhatod, hogy a denaturacié nélkiili
spontan kialakul6d egyszali DNS mintdzat jol alkalmazhato a kataldz gén 9. exon CI111T
(rs769217, +22348) polimorfizmusanak vizsgalatara.

5.2. A katalaz gén rs769217 polimorfizmusanak vizsgalata Magyaroszagi

mikrociter anemias, beta-thalasemias betegeknél és kontroll egyéneknél

Az 5.1. fejezetben bemutatott moddszert alkalmaztuk a kataldz gén 9. exonja CI111T
polimorfizmusanak vizsgdlatara. A vizsgalatban 55 microciter anemias, 43 beta-
thalassemias beteg és 50 kontroll egyén genotipusait vizsgaltuk és ezeket az Eurdpai
populacié adataihoz hasonlitottam. A C vad allél (71 %) kozel azonos aranyban jelent meg
a magyar kontroll csoportban, mint az eurdpaiban (80 %). Nem talaltunk szignifikans
eltérést a C allélok gyakorisdgaban mikrociter anemidban (67%, p=0,559) és beta-
thalassemiaban (65%, p=0,265), ha az Eurdpai kontroll csoporthoz tortént a hasonlitas. Az
europai kontroll csoportban eléforduld genotipus megoszladsok szignifikans eltérést
mutattak a hazai mikrociter anemids (p=0,0059) és a beta-thalassemias (p=0,049)
csoporthoz hasonlitva. A mikrociter anemids csoport vérkataldz aktivitasa alacsonyabb,
mint a magyarorszagi kontroll csoporté (p <0,025). Ugyan ez mondhat6 el a beta-
thalassemias csoport €s a kontroll csoport katalaz aktivitas adatainak Osszehasonlitasakor
(p <0,016).

A mikrociter anemids CC genotipusu betegek katalaz aktivitas eredményeit (89+25 MU/I)
Osszevetve a csoport TT genotipusi mintaival (64+£31 MU/I) szignifikans csokkenés
tapasztalhato (p=0,005). A beta-thalassemias CC genotipusu mintakat (92+19 MU/I)
Osszehasonlitva a TT genotipustiakkal (7543 MU/I) szintén szignifikans a csokkenés
(p=0,044).

5.3. A katalaz gén rs769217 és rs1001179 polimorfizmusainak hatasa a
szénhidrat és lipid biomarkerekre diabetes mellitusban

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

A magyarorszagi diabeteses, és kontroll csoportban a C vad allél eléfordulasa (68% és
72%) nagyobb aranyl, mint a T mutans allélé (28% és 32%).

Az 1-es tipust diabeteses csoportban nagyobb aranyban azonositottuk a TT homozigdta
mutans genotipust (12%), mint a 2-es tipusnal (9%, p<0,02) és a kontroll csoportban (9%,
p<0,02), de a katalaz enzim aktivitisok nem mutattak szignifikans csokkenést.

A kiilonb6z0 genotipusu egyének vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy a T allél jelenléte és
az életkor kozott szignifikans a kapcsolat (CC: 45£13 év, CT: 39+14 év, TT: 36+10 év,
p<0,04). A genotipusokat és a lipid, szénhidrat paramétereket Osszehasonlitva nem
talaltunk jelentds kiilonbséget az 1-es tipusu diabetesben (p>0,08).

A 2-es tipusii diabetesben szignifikans csokkenést tapasztaltunk (p<0,001) a katalaz
aktivitasokban CC ¢és CT genotipusi mintakban a kontroll és az 1-es tipust diabeteshez
viszonyitva. A 2-es tipust diabetesben a TT mutans (rs769217) genotipusi mintdkban
emelkedettnek talaltuk az atlagos gliikkoz 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).

5.3.2.rs1001179 (5’UTR régio -262C/T)

Az altalunk végzett részletes elemzés azt mutatta, hogy a vérkatalaz aktivitas csokkent a 2-
es tipust (9120 MU/L, p<0,001), és az 1-es tipust diabetesben (95+20 MU/L, p<0,048) a
kontroll csoporthoz képest (10517 MU/L).

Az 1-es tipusu diabetesben a genotipus szerinti elemzés soran a vérkatalaz aktivitasok CC



(9626 MU/) és CT (94+£30 MU/1) csoportokban a kontrollhoz képest (CC:109+25 MU/L,
CT:102+16 MU/, p<0,05) szignifikans csokkenés tapasztalhato.

A 2-es tipusu diabetes mellitusban mindharom genotipusnal (CC: 98+30 MU/I, CT: 88+34
MU/, TT :84+23 MU/I) szignifikans csokkenést (p<0,05) talaltunk, a kontroll csoporthoz
képest (10517 MU/1). A legnagyobb mértéki eltérést a TT genotipusu csoport mutatta
(p<0,03),ha a kontroll csoporthoz viszonyitottunk.

Sem a genotipusok, sem az allélok frekvencidja tekintetében nem talaltunk szignifikéns
eltérést (p>0.1) az 1-es és a 2-es tipust diabetes valamint a kontroll csoport kozott.

A szénhidrat markerek vizsgalata soran a 2-es tipusu diabetesben a gliikkoz (p<0,02), és a
HbAlc (p<0,05) mutatott szignifikdns eltérést a CC és TT genotipusok kozott.
szignifikans kiilonbség adoddott. A lipid paraméterek esetén a CC és TT genotipusok
vizsgalatakor a koleszterin (p<0,01), a HDL (p<0,05), és az ApoB (p<0,05) koncentracioi
mutattak szignifikans eltéréseket.

5.4. Uj akatalazémia mutacios sziirési program

617 beteg mintdjanak vizsgélata sordn 51 esetben regisztraltunk a referens atlagos katalaz
enzim aktivitds 50%-a alatti aktivitasokat.

14 esetben a csokkent katalaz aktivitas mellett csokkent MCV-t (71+10 fl, referens 89+9 fl,
P<0,0001), és nem szignifikdnsan csdkkent vér hemoglobin koncentraciot (129+14 g/L,
referens 134+20 g/L, P>0,05)detektaltunk.

A csokkent aktivitasok a kovetkez6 megbetegedésekben voltak detektalhatok 18 esetben
(35%) diabetes mellitus, 14 esetben (27%) mikrociter anemia, 10 (19,7 %) esetben
presbyacusis, és 4 esetben (7,8 %) beta-thalassemia.

A betegek DNS mintaiban 4, eddig még nem azonositott katalaz gén mutaciot talaltunk 7
betegnél. Ezen eredményeink alapjan a most azonositott akatalazémia mutaciokat a
Magyarorszagi G1, H1, H2, és H3 tipusoknak neveztiik el.

Az 0j mutacidknak tobb mint a fele (57%, n=4) diabeteses betegeknél kertilt felderitésre. A
4 betegbdl harom a 2-es tipust, és 1 a gesztacios diabetes csoportba tartozik.

Két beteg esetében a G1 tipust (c.106_107insC, pG36Afs*5), egy esetben pedig missense
mutaciot a 4. exonalis régioban (magyar H1 tipus, c¢.3379C>T, p.R127Y) talaltunk.

5.4.1 Az uj akatalazémia mutaciok

Tanulmanyunkban négy 1j katalaz mutaciot mutattunk be, amelyeket 7 betegnél
azonositottunk. Ezzel a magyarorszagi akatalazémia mutaciok szdma 11-r6l 15-re nétt.

A G1 tipus egy C inszercid a 2. exonban (¢.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 HI1 tipusnal a 4. exonban a ¢.379C>T missense mutacido révén az Argl27Tyr
szubsztitiiciojon 1étre. Ez az aminosav csere csokkentheti a katalaz aktivitasat azaltal, hogy
megvaltoztatja a csatorna alakjat és igy csokkenthet a szubsztrat hozzaféhetdsége az aktiv
centrumhoz. Ezt a misense mutaciot detektaltuk egy mikrociter anemias nébetegnél, és egy
masik gesztacios diabeteses ndbetegnél.

A H2 tipust a missense ¢.390C>T szubsztitucié okozza, megvaltoztatva az aminosav
szekvenciat (Argl29Leu). Ezt a mutaciot egy 2-es tipusu diabeteses férfinél azonositottuk.
A Magyar H3 tipusban a ¢.431A>T nukleotid csere szintén aminosav cserét (Asp143Val)
eredményez. Ezt a mutacidt egy 2-es tipust diabeteszes férfi betegnél és két fianal tudtuk
Kimutatni.

A HI, H2 és H3 tipust mutéciok a 4. exonban talalhatok.
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6. A VIZSGALATI EREMENYEK ERTEKELESE ES
OSSZEFOGALALASA

A katalaz gén 9. exon PCR termékeinek poliakrilamid gélelektroforézis vizsgéalata soran
extra savo(k)at azonositottunk a 400-800 bazispar kozotti régioban. Vizsgalataink soran
alkalmazott PCR-SSCP denaturacidval, €s specifikus festési eljarassal (SybrGreen II)
igazoltuk, hogy a kérdéses savok egyszali DNS lehetnek. Ezek a 400-800bp kozott
megjelend savok alkalmazhatok a 9. exon polimorfizmus vizsgalatira. Az altalunk leirt
modszer egyszerti, gyors, koltséghatékony moédon képes a genotipus meghatarozasara. A
legnagyobb érzékenységet a C111T polimorfizmus (rs769217) vizsgalatakor tapasztaltuk.

A CI11T polimorfizmust detektdld moddszeriinkkel mikrociter anemias ¢€s beta-
thalassemias betegcsoportot vizsgaltunk. Csokkent vér kataldz aktivitast talaltunk a C111T
polimorfizmus TT genotipusanal.

A CI111T polimorfizmus TT genotipust nagy frekvenciaval (12%) azonositottuk 1-es
tipust diabetesben, de szignifikdns valtozast nem tapasztaltunk a vérkataldz aktivitasokban
a gluk6z, hemoglobin Alc, triglicerid, koleszterin, HDL, LDL, ApoA-I és APOB
koncentraciokban.

Ezzel ellentétben a 2-es tipusu diabetesben szignifikansan csokkent vérkatalazt mértiink a
CC ¢és CT genotipusit mintdknal valamint emelkedett gliikdz, hemoglobin Alc és ApoB
koncentréaciokat.

Vizsgéltuk az 5° régi6 -262C>T nukleotid polimorfizmusat (rs1001179) amely a
szabalyozasban jatszhat szerepet. Csokkent vérkatalaz aktivitast talaltunk 1-es tipusu
diabetesben a CC ¢és CT genotipusoknal, valamint 2-es tipusu diabetesben a CC, CT, TT
genotipusoknal. 2-es tipust diabetes mintdkban a -262C>T polimorfizmus esetén
szignifikdns Osszefiiggést kaptunk csokkent vérkatalaz aktivitds, életkor, HDL
vizsgélatakor, valamint a glilkdz, hemoglobin Alc, koleszterin, ApoB koncentraciok
emelkedését is tapasztaltuk.

Kialakitottunk egy 51 mintabdl allo beteg csoportot, amelyben a betegek vérkatalaz

aktivitasa a referens atlag 50%-a alatti volt.
Négy 1 akatalazémia mutacidt azonositottunk, amelyekkel az eddigi 11 akatalazémias eset
15-re emelkedett Magyarorszagon. 51 mintabol hét mintadban négy ) mutaciot mutattunk
ki, amely mintak 2-es tipusu diabetes és mikrociter anemia betegcsoportban fordultak eld,
ujabb bizonyitékot szolgaltatva arra, hogy az akatalazémia egy kockazati faktor lehet
bizonyos életkorral is 6sszefiiggd rendellenességekben.
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10.

11.

12.

13.

7. UJ EREDMENYEK

A katalaz gén 9. exon PCR termékeinek elektroforetikus mintézat értékeld modszer
részletes elemzését készitettiik el. Mutacid szliré6 modszerek (PCR-SSCP, egy és
kétszala DNS festés, nukledzos emésztés, PCR-RFLP) segitségével egyértelmiien
igazoltuk, hogy konformécié valtozds kovetkeztében egyszala DNS szakaszok
keletkeznek, amelyek az elektroforetikus képen, 400-800bp helyeken detektalhatok.
Az elektroferogramon a savok a katalaz gén 9. exon polimorfizmus azonositasara
alkalmasak. Ezzel a modszerrel egyszerlien, gyorsan ¢és koltséghatékonyan,
szekvencia analizis nélkiil hatdrozhatok meg polimorfizmusok.

Modszeriink a CI111T (rs769217) polimorfizmus azonositdsara, a genotipusok
meghatarozasara nagy hatékonysaggal alkalmazhato.

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 egyértelmien.

Elsdként alkalmaztuk az A4ltalunk igazolt moddszert magyarorszagi mikrociter
anemias, beta-thalassemias és magyarorszagi kontroll csoport vizsgalatara. Mindkét
megbetegedésben a TT homozigdéta mutans genotipusi mintdkban szignifikdnsan
alacsonyabb vérkatalaz aktivitast talaltunk.

A két betegségben kapott eredményeket a magyar kontrollokon tul eurdpai kutatasi
eredmények adataival ¢és az NCBI nemzetkdzi adatbazis adataival is
Osszehasonlitottuk.

Mi vizsgaltuk eldszor a C111T polimorfizmus és a csokkent vérkatalaz kozotti
kapcsolatot.

ElsOként végeztiink atfogd elemzést, amelyben két ismert kataldz gén
polimorfizmus (rs769217 és rs1001179) hatasat vizsgaltuk 1l-es és 2-es tipusu
diabetes mellitusos betegcsoportokban.

Részletes Osszehasonlitd elemzést készitettiink az rs769217 és a rs1001179
polimorfizmus hatdsar6l magyarorszagi kontroll csoportban és 1-es, 2-es tipust
diabetes mellitusban. .

10 diagnosztikailag fontos paraméter (€letkor, vérkataldz, glikéz, HgbAlc,
triglicerid, koleszterin, HDL, LDL, ApoA-I, ApoB) valtozasat kovettiik nyomon 1-
es és 2-es tipusu diabetesben és a kontroll csoportban. A mutans (rs1001179 TT
genotipus) betegek mintaiban csokkent vérkataldz aktivitast, emelkedett gliikkoz és
HbAlc koncentraciokat mértiink. Ugyanezen betegcsoportban emelkedett
koleszterin, HDL és ApoB koncentraciokat kaptunk. Osszefiiggést mutattunk ki 2-
es tipusu diabetes és az rs1001179 polimorfizmus TT mutans genotipusa kozott.
617 beteg mintajabol, elsdként alakitottunk ki olyan csoportot, amelyben csdkkent
vérkatalaz aktivitdsu (referens atlag 50%-a alatti) betegekt6l szarmazo DNS
mintékat gylijtottiink 6ssze (n=51).

Az Altalunk létrehozott csokkent katalaz aktivitdsu betegcsoportban vizsgaltuk a
kataldz enzimet kodolo gén teljes kodolo 13 exondlis szakaszat.

7 betegnél 4 1j akatalazémia mutaciot azonositottunk. A 2. exonban egy mikrociter
anemids férfi, egy mikrociter anemias kislany és egy 2-es tipusi diabeteszes
nébetegnél a C 106 107insC polimorfizmust. A 4. exonban egy mikrociter
anemids nd és egy gesztacids diabeteszes nébetegnél a ¢.379C>T nukleotid cserét,
valamint két 2-es tipusu diabeteszes férfi beteg esetében a ¢.390T>C, és egy masik
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14.

2-es tipusu diabetesesnél a c¢.431A>T polimorfizmusokat 1j akatalazémia
mutécioként azonositottuk.

Ezzel az ismert magyarorszagi akatalazémia mutaciok szamat 11-rél 15-re
noveltiik.

15. Harom mikrociter anémias betegben a 2. és a 4. exonalis régidban regisztraltunk uj

16.

akatalazémia muticiokat, ezzel els6ként mutattunk ra, a kataldz gén mutaciok
lehetséges hatasara mikrociter anémiaban.

A négy diabetese betegnél detektalt 3 kiillonb6zé mutacié tovabbi bizonyiték lehet,
hogy a 2-es tipusu diabetesben nem a mutacio tipusa a meghatarozé. Feltehetéen a
mutacid eredményként az egész életen at hatd, csokkent kataldz aktivitas révén
megnovekedett hidrogén-peroxid koncentracié jatszhat szerepet a 2—€S tipusu
diabetes mellitus patomechanizmusaban.
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