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1. BEVEZETES

Az értekezésemben fO0 tudomanyos tevékenységi teriileteimet mutatom be. A
lehetdségeim, a munkahelyeim megvaltozasa és a sors ugy hozta, hogy ugyan hossza
évek ota foglalkozom gén polimorfizmusok, génexpressziok vizsgalataval, molekularis
bioldgiai modszerek adaptalasaval, kidolgozasaval, de e munkdk kozds pontjat,
Osszekapcsolasat csak most tudtam megtenni és egy disszertdcioban dsszegezni. A kdzos
pont a 2-es tipust diabétesz (2DM), az inzulin rezisztencia €s annak genetikai okai.

Az elsé gén, amivel foglalkoztam a katalaz enzim génje volt. A katalaz enzimmel
kapcsolatos munkat a Siimegi Korhdz és Rendeldintézet Laboratoriumaban kezdtem el
Dr. Goth Laszlo vezetésével.

Az emberi szervezetben tobb folyamatban is képzddik hidrogén-peroxid, a hidrogén-
peroxid azonban nagy koncentraciéban karos a sejtekre, ezért a szervezet kiilonb6zo
védekez6 mechanizmusokat fejlesztett ki ellene. Jelenlegi ismereteink szerint két enzim
jatszik szerepet a H,O, szervezetbdl torténd eliminaldsaban: a katalaz és a glutation
peroxidadz. Ezen két enzim szerepérdl, hozzédjarulasuk mértékérdl a H,O, elbontasban
megoszlanak a vélemények, de napjainkban egyre inkabb a katalazt tartjak fontosabbnak
Q).

Munkam soran el6szor magaval az enzimmel foglalkoztam, meghatdroztam a vér
katalazaktivitas referens tartomanyat, definialtam az akatalazémia és hipokatalazémia
fogalmat. Anyagot gyljtottem, felderitettem a kornyéken 1évé kataldz hidnyos
csaladokat, csaladfakat allitottam Ossze. Ezutan kezdtem a kataldz gén polimorfizmusait
molekuléaris modszerekkel vizsgalni. Az elsddleges cél az volt, hogy megvizsgéaljam az
irodalomban mar leirt muticidkat a magyarorszagi populdciokban, illetve, hogy uj
polimorfizmusokat talaljak. Ezt a munkdt mar nagyobbrészt Debrecenben, az
orvostudomanyi egyetemen végeztem, ahol kiilsé munkatarsként vettem részt a
munkékban.

Dolgozatom kovetkezd részében a katalaz gén polimorfizmusait mar a diabétesszel
¢s az anyagcsere eltérésekkel kapcsolatban vizsgaltam. A  kataldz  gén
polimorfizmusainak és az anyagcsere eltérések kozotti kapcsolat vizsgalatat az is
indokolta, hogy az inzulin rezisztencia nemcsak a 2DM-et megel6z6 allapot és a 2DM
jellemzG6je, hanem szamos betegségben kimutathatd klinikai tiinet. Ilyen a metabolikus

szindroma, elhizés, ¢hezés, terhesség, acromegalia, szepszis, égési taruma, carcinoma,



cachexia, vagyis az olyan allapotok, ahol a patomechanizmusban az oxidativ stressz
jelenléte és a reaktiv oxigén speciesek (ROS) szerepe valdsziniisithetd, sét igazolt. A
H,0,-t atalakito katalaz enzim szerepe ebben a folyamatban pedig kulcsfontossagi (2).
Az oxidativ stressz szerepet jatszhat az oszteoporodzis kialakuldséban is, igy a katalaz gén
polimorfizmusainak vizsgalata a csontanyagcsere paraméterekkel is indokoltnak tiint.

Késébb Dr. Kurucz Istvan és Dr. Koranyi Laszlé vezetésével folytattam a
molekularis bioldgiai vizsgalatokat. Kerestem azokat a géneket, amelyek expresszidja
megvaltozik a 2-es tipusu diabétesz soran, ami egyrészt lehetdséget igért diagnosztikus
rendszerek kialakitdsdra, masrészt olyan, a gyogyszerkutatasban hasznalhato
tesztrendszerek fejlesztésére, amelynek segitségével a diabétesz kezelésére kifejlesztett
gyogyszer-jelolt molekulak tesztelhetok. A ,kandidans gének” keresését a Biorex Kutato
és Fejleszté Rt-nél Veszprémben végeztem. Igy jutottam el a GRB10 (Growth Factor
Receptor Binding Protein) génig, melyet az eltérd expresszidja, valamint az iddkézben
megjelend, a gén élettani szerepét tisztazd publikaciok és a 2DM-el Osszefiiggd
polimorfizmusai alapjan érdemesnek talaltam arra, hogy az egyik ismert GRB10
polimorfizmust ¢és a metabolikus hatasok kozotti Osszefiiggéseket hazai mintan
megvizsgaljam.

Vizsgalataim ezen részének a célcsoportja a szintén diabéteszes betegek 2-es tipusu
populacigja volt, nemcsak azért, mert a 2DM el6fordulasa olyan mértékben nd, hogy ma
mar diabétesz vilagjarvanyrol beszélink, hanem azért is mert ez a jarvany talan
lefékezhetd, megallithatd. Nagy nemzetkdzi vizsgalatok ugyanis bizonyitjak, hogy a
2DM megeldzhetd, de csak a korai szakban, akkor, amikor a gliikkdz intolerancia
kezdédik. Ez az IFG (Impaired Fasting Glucose) és az IGT (Impaired Glucose Tolerance)
idészaka, amit manapsag Osszefoglaloan ,,prediabéteszként” emlitenek, illetve az ezt
megel6z6 szakasz, amikor még csak az inzulin rezisztencia van jelen. Ebben az
idészakban €letmodi, diétas megszoritasokkal és néhany, inzulinérzékenyitd gyogyszerrel
a 2DM kialakulasa megel6zhet6 vagy eltolhato (3,4). A vizsgalataimnak tovabbi inditéka
volt még, hogy ez a korai idszak gyakorlatilag nem diagnosztizalhato. A vilagszerte
oriasi erdkkel folyd genomikai vizsgalatok szinte naprdl napra igazolnak a 2DM-el
Osszefliggd gén kapcsolatokat (5), melyek részben a hajlam feltarasat, részben pedig a
fehérjék szerkezetében, funkciojaban eltérést okozd géneltérések esetében, a betegség
igen korai id0szakban torténd felismerését igérik.

Munkank soran hiperinzulinaemias, euglykaemias infuziés klemp (HEK)

vizsgalatokat végeztiink az egészséges, prediabéteszes €s kezelést még nem igénylé 2DM
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betegek inzulin érzékenységének mérésére, allapotuk karakterizalasara, és az ebbol
szarmazo adatokat illetve DNS mintdkat hasznaltam fel a ,diabétesz gének”
polimorfizmusainak vizsgalatakor (NKFB-1B/0007/2002 [2002-2005] Diagnosztikus
fejlesztés az inzulin rezisztencia szindréma utdbetegségeinek korai felismerésére.
Témavezetd: Dr. Koranyi Laszlo). Arra kerestem valaszt, hogy az ismert ,,2DM gének”
eltérései mennyiben fliggenek 0ssze az inzulin érzékenység valtozasaval, a kiilonb6zo
anyagcsere paraméterekkel.

A genetikai munkéra val6 folkésziilés része volt, a jelenleg is még fejlesztés alatt
allo, ,,Koranyi Andrads Dunantuli Diabétesz Génbank™ kialakitdsa, ahol a tobb szdz
diabéteszes beteg ¢és elsé foku rokonaik adatait szamitogépes adatbazisokban, plazma-,
DNS mintdit -80°C-on és izolalt mononuklearis sejtjeit folyékony nitrogénben taroljuk.
Bar a génbank mérete mar alkalmas genomikai vizsgalatokra, azonban anyagi
lehetdségeink ezt nem tették lehetévé. A GRB10 genotipusok hazai el6fordulasat kozel
100 diabéteszes beteg mintajan tudtam elvégezni.

Dolgozatomban azokat a kifejezéseket, betegség neveket, paramétereket, amelyek
mar a magyar szOhasznalatban is meghonosultak (pl.: diabétesz, oszteporozis, genotipus,
adiponektin stb.) a fonetikus irasmod szerint szerepeltettem. Azokat a kifejezéseket,
modszereket, eljarasokat, amelyekre még nincs magyar megfelelé (pl.: differential
display) az angol illetve latin irdsmod szerint irtam. A mar trividlisnak szamito
roviditéseket kiilon nem magyardztam (pl.: RNS, DNS, PCR stb.), mig az egyéb
roviditéseket és mozaik szavakat az elsé megjelenéskor a szovegben kiirtam, valamint a

dolgozat végen szerepld ,,roviditések jegyzékben” is feltiintettem.



2. CELKITUZESEK

A dolgozatom célkitlizéseit a sz6 klasszikus értelmében nehéz meghatarozni,
ugyanis az én esetemben nem egy eldre megtervezett Ph.D. témardl, vagy egy kutatasi
projectrél van szd, hanem eddigi kutatasaim Osszefoglalasardl. A célkitiizés tehat nem
mas, mint az eddigi eredményeim 0&sszefoglalasa, szamadds eddigi munkaimrol,
ismereteimrol.

A dolgozatom fébb részei a kovetkezok:

o A vér katalazaktivitas referens tartomanyanak a meghatarozasa, a hipo- és

akatalazémia definialasa.

Mivel a vér katalazaktivitds referens tartomanyara nem volt adat a vizsgalt geografia
teriileten, ezért a hipo- és akatalazémia definidlasdhoz eldszor meg kellett allapitani a
referens értékeket. Meg kellet vizsgalni, hogy van-e kiilonbség a ndk és férfiak referens

tartomanya kozott, nincs-e valtozas az életkorral.

« Hipo- és akatalazémias csaladok felderitése, DNS bank létrehozasa a genetikai

vizsgalatokhoz.

Kozel 5000 vérminta katalazaktivitds eredményét felhasznalva kerestik a

hipokatalazémias csaladokat és hataroztuk meg a gyakorisagot.
« A katalaz gén ismert mutacioinak magyarorszagi vizsgalata.

A megtalalt két akatalazémids testvér katalaz enzimje a molekulasuly €s elektroforetikus
mobilitds alapjan a japan tipusi akatalazémidhoz volt hasonlo, ezért a muticio

vizsgalatot Japanban talalt muticiok vizsgéalataval kezdtik. A promoter régido -21-es

crer

« A katalaz gén polimorfizmusai és a 2-es tipusu diabétesz kozotti kapcsolat

vizsgalata.

A Magyarorszagon detektalt 65 csokkent kataldzaktivitdsu egyén koziil 8 volt 2-es tipusu
diabéteszes (ketté akatalazémids ¢és hat hipokatalazémias), mig a normal
kataladzaktivitdsuaknal egy sem. Ezért a mar idokozben ismertté valt mutaciokat kerestiik
a diabéteszes populacioban. A vizsgalatainkat a 2. exon és kozvetlen kornyezetén

végeztiik.



o A gén polimorfizmusok hazai eléforduliasanak vizsgalatara génbank kialakitasa.

A vilagirodalomban publikalt géneltérések, ,.kandidans gének™ betegség ¢és populacid
specificitasanak vizsgalatara hazai mintakon, ,,betegség specifikus” expresszios markerek
feltarasara olyan DNS bank Iétrehozasa volt szikséges, amely a magyarorszagi

populéciot reprezentalja.

« A katalaz gén +22348C>T  polimorfizmusanak Kkapcsolata a gliikéz és

csontanyagcserével

A katalaz gén 9. exonjat érintd +22348C>T polimorfizmus és a szérum oszteokalcin
koncentracid kozott koreai szerzOk Osszefliggést talaltak, ezért ezt hazai populécion is
megvizsgaltuk, és megnéztiik, hogy az altalunk kapott 6sszefiiggések milyen egyezdséget
mutatnak az irodalmi adatokkal. Az Osszefiiggések keresését Kkiterjesztettiik az

oszteokalcin mellett egyéb csont markerekre és a gliikoz anyagcsere paraméterei is.
. Differencialtan expresszalodoé gének keresése allat-modellen.

Gyogyszerjelolt molekulak hatasmechanizmusanak vizsgalatdhoz ma mar hozzatartozik a
gén szintll vizsgalat is. A vizsgalathoz a differential display technikat valasztottuk, igy
jutottunk el a differencialtan expresszaldodd gének megtalalasahoz. Mivel egy, a 2-€s
tipusi  diabétesz  szovodményeinek a  megelozésére  kifejlesztett  molekula
hatasmechanizmusat  vizsgaltuk, ezért a ,kandidans gének” expresszidojanak

visszaigazolasara diabéteszes allat-modelleket hasznaltuk.

+ A GRBI10 protein polimorfizmusanak vizsgalata magyarorszagi populacioban és

kapcsolata a gliikkoz anyagcserével

A populécios genom vizsgalatok a GRB10, mint ,,kandidans gén” polimorfizmusai €s a
2-es tipusu diabétesz kozott Osszefiiggéseket tartak fel, igy hazai populacion is
megvizsgaltuk a GRBI10 gén +11275G>A polimorfizmusanak gyakorisagat az
egészséges ¢s diabéteszes populacidban €s Osszefiiggést kerestlink a polimorfizmus ¢€s a

gliik6z anyagcsere paraméteri kozott.



3. IRODALMI ATTEKINTES
3.1 A katalaz enzim

A katalaz enzimet mar az 1800-as években ismerték, 1901-ben Loew nevezte el
kataldznak, utalva a katalizis jelenségére. Az 1900-as évek kezdetén bevonult a
diagnosztikdba. Az enzimreakciok mechanizmusanak a tanulmanyozasara is a katalaz
szolgalt példaként. A velesziiletett humén enzimhianyok kozott az egyik elsé volt a
detektalt katalaz hiany (1948). A glutation peroxidaz felfedezésével és a laboratoriumi
automatak megjelenésével azonban a kataldz jelentdsége visszaszorult, de napjainkban
egyre jobban visszanyeri diagnosztikus értékét.

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

egyik legismertebb enzim. A katalaz enzim a kovetkezo reakciot katalizalja:

H>,0,+H,0,=0,+2H,0

A négy alegységbdl felépiild, mintegy 240 kDa nagysagu fehérje alegységenként egy-egy
hem (ferriprotoporfirin) csoportot tartalmaz. Az elsé hidrogén-peroxid molekulaval
képezi az elsédleges enzim-szubsztrat komplexet (komplex1), majd a masodik hidrogén
peroxid molekulaval képezi a masodik enzim-szubsztrat komplexet (komplex1A). Ebbdl
keletkezik a két termék, az O, és a H,O, majd a kataldz gjra aktiv formava alakul. Az
els6 reakcid megfordithatd, mig az utobbi egyiranyu (7).

Az enzim 1 molekuldja 1 sec alatt mintegy 1 millié molekula hidrogén-peroxidot is képes
elbontani. Ez a kivételes teljesitménye az enzim szerkezetének tulajdonithato.

Az enzim felszinétél a zsebszeri bemélyedésben taladlhatdo aktiv centrumig héarom
csatorna vezet. A f0 csatorna a mérete miatt csak a viz és a hidrogén-peroxid szamara
jarhatd, a reakcid soran keletkezd viz a lateralis csatorndn keresztiil tavozik egy
kapurendszeren keresztiil, mig az oxigén a centralis csatornan keresztiil tavozik. A
reakcidtermékek igy egymastol teljesen fiiggetleniil és gyorsan tdvoznak az aktiv

centrumbodl, megndvelve ezzel a reakcid sebességét.
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1. abra A kataldz enzim miikodése (sematikus abrazolas) (1)
A human katalaz enzim a legnagyobb koncentracidoban a vorosvértestekben (citoszol) és
a majban (peroxiszomdkban, mitokondriumokban) taldlhatd, mig a szérum és a
kotészovetek az el6zdek ezredrészénél is kisebb aktivitadst mutatnak.
A katalaz enzim fiziologias szerepe kettés. Az egyik feladata bontani a toxikus
mennyiségll hidrogén-peroxidot, masrészt biztositani a hidrogén-peroxid kis (fiziologias)

koncentraciojat és egyensulyt tartani a két folyamat kozott.

Keletkezik
Szuperoxid anionb6l szabad gy6kos folyamatok soran
Mitochondrialis elektron transzport soran dregedésben,
illetve apoptézishan
Machrophagok révén gyulladasokban
Ischemidban és reperflizioban a xantin-oxidaz enzim

Citokrém p450 autooxidacio soran
az endoplazmatikus retikulumban
Baktériumok termelése altal

1zomvesztéskor e o Py
Intenziv fizikai megterhelés alkalméval loirEs |ntlr?celllljlans ]Ilelzt)/ e
Oxidativ stresszben Li _:'r_n[nun\’/arizz & gytu ba I?s
i pid- és szénhidrat metabolizmus

Protein kinéz C és a
transzkripcios faktor aktivalasa

2. abra A hidrogén-peroxidot termeld és fogyasztd folyamatok és a katalaz szerepe




A toxikus mennyiségli hidrogén-peroxid bontast az aktiv centrumahoz vezetd
csatornaban 1évé Ser 198 és Arg 144 aminosavak altal képzett, a nagy hidrogén-peroxid
koncentraciora kinyilo kapu segitségével biztositja. A kis mennyiségli hidrogén-
(hemoglobin, metalloproteazok), intermedier termékek, vagy folyamatok (NF-kappa B
transzkripcids faktor, vasszabalyozo protein, ERK MAP kindz, tirozin foszforilacio)
aktivalasaban, de szerepet tolthet be, mint inhibitor is (8).

A jelatvitelben betoltott szerepe egyre jelentdsebbé valik, ezen beliil is az inzulin medialt
jelatvitelben betoltott szerepe kiemelkedd (9). A hidrogén-peroxid szerepet jatszik a
sejtploriferacioban, az apoptdzisban, a trombocita aktivacioban (10).

kodolja az 527 aminosavbdl all6 human katalaz molekula alegységét. A kataldz enzim
génjének 13 exonja, 12 intronja és 33 122 nukleotidja van és a kromoszéman a 34 417

054 ¢és a 34 450 176 nukleotidok kozott helyezkedik el.

NC_000011.8

[ 34417054 [ Ge450183
gt | 3"
HH_001752.2 [ —-HH—H I I I HE HP_00i743.1 CCOETE9Ll.1
B - coding reaion B - untransloated resion
[ 34055725 [ 34639657
NFITII.'II CFIT# EHF
HETEZ ELFS

3. abra A Kkatalaz enzim génje és az elhelyezkedése a 11-es kromoszéman

A katalaz fehérje szintézise a riboszomakon torténik. A katalaz alegység signal protein
révén jut be a peroxiszomakba. A peroxiszomakban torténik a hem beépiilése, majd a
dimer és tetramer képzddés. Az enzimatikusan aktiv kataldz enzim tehat négy azonos
alegységbdl épiil fel, és minden alegység egy hem csoportot tartalmaz (11).

A katalaz génnek tobb polimorfizmusa is ismert, melyek kiilonb6z6 betegségekkel
kapcsolhatok 6ssze, de ismeriink szdmos olyan mutaciot is, amelyek nem befolyasoljak a
betegségekkel (benignus polimorfizmusok). Az ismert katalaz gén polimorfizmusok (a

teljesség igénye nélkiil) az 1. tablazatban lathatoak (9,12,14,15,16,17,18,19,20,21).
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1. tablazat A katalaz gén polimorfizmusai (1)

Mutacio | Helye Régio Aminos. Hivatkozas Asszociacio
C>T -1167 Flanking - Chystakov (12) diabétesz
C>T -262 Flanking - Forsberg (9) transzkripcio
G>A -259 Flanking - Jiang (14) vérnyomas
A>T -21 Flanking - Wen (15) benignus
C>A -20 Flanking - Goéth (16) benignus
C>T -18 Flanking - Goth (16) benignus
C>T 4 5’ nem kodolo - Go6th (17) benignus
A>G 17 5’ nem kodolo - Casp (18) vitiligo
T>C 20 5’ nem kodolo - Kishimito (19) benignus
C>T 44 5’ nem kodolo - Go6th (17) benignus
T>C 49 5’ nem kodolo - Wen (15) benignus
G>A -60 1. intron - Goéth (20) benignus
G>C 5 2. intron - Vitai (21) diabétesz
G>A 7 2. intron - Vitai (21) diabétesz
T>A 11 1. intron - Goth (20) benignus
G>T 61 1. intron - Vitai (21) diabétesz
T>C 78 1. intron - Wen (15) benignus
G>A 50 3’ nem kodolo - Wen (15) benignus
T>C 12 l.exon Ser®Ser Goth (17) benignus
A>C 27 1.exon Ser”’Arg Goth (17) benignus
C>T 111 9.exon Asp**Asp Wen (15) benignus
T>C 60 10.exon Leu*®Leu | Kishimoto (19) benignus
T>G 96 2.exon Asp>Glu Vitai (21) diabétesz
G>C 135 2.exon Glu®"Asp Vitai (21) diabétesz

3.2 A csontanyagcsere és az oxidativ stressz kapcsolata

Az utdbbi idékben egyre tobb tanulmany jelent meg arrdl, hogy az oxidativ stressz
szerepet jatszhat az oszteopordzis kialakuldsaban. Szamos adat szdl arrdl, hogy a korral
Osszefliggd csontvesztés nem kizardlag a hormonalis allapot valtozasat tiikkrozi, hiszen
fiatal nok és férfiak 20-as éveiben - minden hormonalis valtozas nélkiil - is mar
kimutathatd a trabekularis csontvesztés (22, 23). A sex szteroidoktol fiiggetlen, korral

Osszefliggd csontvesztés legnagyobb rizikoja az életkor és az anyagcsere eltérésekkel
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folyamatosan novekvO oxidativ stressz, és az oxidativ stressz elleni védekezés
csokkenése (24, 25).

Az 0Osztrogének és androgének csontvédd hatasat is részben e hormonok direkt
antioxidans hatasaval magyarazhatjuk, hiszen az ovariektomizalt allatokban a
csontvesztés felgyorsul, mert csokken a csontok glutation és thioredoxin szintje, ami
viszont kiils6é 6sztrogén vagy antioxidansok adasaval visszaallithato (26).

Szamos in vitro- és allatkisérlet bizonyitja, hogy az oxidativ stressz csokkenti a
csontépiilést és serkenti a csont leépiilését, mivel a stressz hatdsdra csokken az
oszteoblastok differencialodasa és az élettartama (25,27,28).
A csokkent katalazaktivitassal rendelkezd egyéneknél a fokozott oxidativ stressz miatt
dislipidemia is kialakulhat (29), mert a csokkent antioxidans kapacitds miatt a
mitokondrialis H,O, emisszido fokozodik. Ez torténik a magas zsirtartalmu diéta
fogyasztasakor is (30), amikor a fokozott lipid oxidacié okozza az oxidativ stresszt. Az
oxidativ stressz aktivalja az NF-kB gént, és ezen keresztiil az angiotensin-II aktivitast, az
inzulin jelatvitelt gatlo (TNFa) cytokin képzést, az izomsejtekben a PPARYy (peroxisome
proliferator-activated receptor) és a lipoxigenaz enzim fokozott expresszidjat okozza a
WNT szigndl rendszer egyidejli csokkentésével, mely a csontképzés romlasaval és
inzulin rezisztencia kialakulasaval jar (30).

A sok kisérletes munka ellenére kevés adatot ismertiink arrol, hogy vajon az
oxidativ stressznek milyen hatdsa lehet az emberi szervezetben az oszteoporozis

kialakulasara (32). Koreai szerzOk vizsgaltak a katalaz gén 9-es exonjanak 111-es

talaltak a genotipusok, valamint a csontallapotot jelzd paraméterek (Bone Mineral
Density, BMD) és a szérum oszteokalcin kozatt.
Az oszteokalcin (bone-y-carboxyglutamic acid protein, BGP) 50 aminosavat tartalmazo
csontspecifikus protein. Az oszteokalcint az oszteoblasztok termelik és az
oszteoblasztokbodl torténd kivalasztodds utan egyrészt a csont matrixba, masrészt a
véraramba keriil, igy a szérumban 1év6 oszteokalcin mennyisége fligg a csont atépiilés
(épiilés-bomlas) folyamataitol (32). Egerekben az oszteokalcin hianyakor nemcsak a
csontképz6dés csokken, de a pankreasz B-sejtek proliferacidja, és benniik az Inzulin-, a
zsirsejtekben pedig az Adiponectin gén expresszidja is (33).

A csontallapot és a metabolikus paraméterek kozott kapcsolat van. A gliikéz

anyagcsere, inzulin érzékenység és a csontok allapota kozott az egészséges, valtozo
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korban 1év6 nOkben igazolt az Osszefliggés. Vizsgalataink szerint azonban ez az
Osszefiiggés a gliikoz tolerancia romlasaval és az inzulin rezisztencia kialakulasaval
megbomlik (34). Vilagviszonylatban elséként munkacsoportunk igazolta, hogy az
oszteokalcin szérumszintnek fiiggetlen és szignifikdns prediktora tobb metabolikus
paraméter. NOk esetében tobbek kozott az ¢homi gliikkdz szint, a teljes test és az
izomtomeg gliikoz felhasznalas, a gliikkoz felhasznalas sebessége és az LDL-koleszterin
koncentracio, mig a férfiaknal a szérum kalcium szint, az OGTT gorbe alatti teriilet, a

szabad zsirsav szint (35).

3.3 Az inzulin rezisztencia

Definici6 szerint az inzulin rezisztencia olyan allapot, amikor normalis mennyiségi
inzulin szubnormalis valaszt eredményez. A 2-es tipusu cukorbetegek tobbségében az
inzulin hatasa a vartndl kisebb, inzulinérzékenységiik csokkent, vagyis inzulin
rezisztensek. Az inzulin érzékenység szokatlanul nagymértékli varidciot mutat az
egészséges lakossag vizsgalatakor is. A kiilonbségeknek azonban minddssze csak
egyharmadéért feleldsek az inzulin hatasat ismerten befolyasold tényezok (elhizas,
taplalkozas, fizikai aktivitds, kornyezeti tényezOk stb.), jelezvén, hogy az inzulin
érzékenységért dontd mértékben genetikai tényezok feleldsek (36).

Az inzulin rezisztencia a kutatok jelentds tobbsége szerint (37, 38) a prediabéteszt
(IFG és IGT) megel6zd szakasz, amikor az inzulin szenzitiv szdvetekben csokken az
inzulin érzékenység, tobb inzulin kell a sejtekbe torténd gliikoz transzporthoz, romlik az
inzulin jelatvitel a sejten beliil. A 2-es tipusu diabétesz kialakulasa ebben az idészakban
¢s a prediabétesz idején még életmodbeli valtoztatasokkal, diétds megszoritasokkal és
néhany, az inzulin érzékenységet noveld gyodgyszerrel megeldzhetd vagy eltolhato.

Az inzulin rezisztencia gyakorlatilag még alig diagnosztizalhato. Az inzulin
érzékenység nemzetkozileg elfogadott mérési moddszere, a ,gold standard”, a
hiperinzulinémias, euglikémias infuzios klemp (HEK) technika, azonban ez a modszer
idGigényessége, invaziv volta és magas koltsége miatt nem alkalmas diagnosztikus

szlirdvizsgalatokra. Az alternativ megoldds a HOMA érték hasznalata lenne, mely az
¢homi vércukor és inzulin szint ismeretében szamolhato (HOMA-IR= [éhomi inzulin
mmol/l x éhomi gliikoz pE/mI}/22,5). Ez a széles korben hasznalt paraméter azonban

gyenge kapcsolatot mutat a HEK modszerrel mért M értékekkel (ahol M = mg

glikoz/min/testtomeg kg, vagy izomtomeg, vagy a test zsirtdmege), ezért szamos
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mérésével probaltak az eljaras hasznalhatosagat — nem sok sikerrel — névelni (39). Ezen

problémak megoldésara kinal alternativ utakat a genetika.

3.4 A GRBI10 protein

A GRB10 az adaptor proteinek szupercsaladjahoz (GRB7, GRB10, GRB14 és Mig-1)
tartozik. A Mig-1 kivételével a csalad minden tagja tartalmaz egy N-terminalis prolinban
gazdag feltételezett SH3, egy pleckstrin homolog (PH), egy BPS, és egy C terminalis
SH2 domént. Ezek az adaptor proteinek szdmos tirozin kinaz receptorhoz, intracelluléris
proteinhez képesek kotddni, szabalyozva a sejt ndvekedést, a metabolizmust, az
apoptozist, a sejt migraciot (40). A GRB10 és a GRB14 kotédik az inzulin receptorhoz
(IR) és az inzulin-like growth faktor receptorhoz (IGFR). A GRB 10 és a GRB14 gatolja
az IR katalitikus aktivitasat és blokkolja a szubsztrat (inzulin receptor szubsztrat-1 és -2:
IRS-1, és IRS-2) hozzaférését az aktivalt receptorhoz. A GRB10 és a GRB14 eltérd
modon expresszalodik a kiilonbozoé szovetekben és szamos izoformajuk is 1étezik. Az
egyes doménok kozil az SH2 a legkonzervativabb, ami tartalmaz egy olyan
foszfotirozin-koté modult, amelyen keresztiil a novekedési faktorok foszfotirozinja és az
egyéb intracellularis szignal proteinek kotédni képesek (41). A GRB10 az SH2 és BPS
doménjén keresztiil kotddik az IR kinaz doménjéhez. A kotddés mértékét az inzulin
stimulacio mértéke befolyasolja. Szadmos in vitro kisérlet bizonyitotta, hogy az IR
kotddése a GRB10-hez csokkenti az inzulin hatdsat. A GRB10 overexpresszidja
visszaszoritja az inzulin stimulalt PI-3 (foszfatidilinozit) kinaz, Akt/PKB (protein kinaz
B) MAPK (mitogén aktivalt protein kinaz) aktivaciot, a glikogén szintaz aktivitast és a
glikoz felvételt (42). GRB10 génkiiitott egereken végzett kisérletek in vivo is
bizonyitjak, hogy a GRB10 hianya egyértelmiien erdsiti az inzulin hatasast, az inzulin
stimulalt Akt és a MAPK foszforilacigjat. A hiperinzulémias-euglikémias klemp
vizsgalatok pedig azt mutatjak, hogy a GRB10 expresszidjanak a csokkenése a periférias
szovetekben (izom és zsir) novelik az inzulin szenzitivitast (42), mig az inzulin és az
¢hgyomri gliikoz koncentracidé nem valtozik. Ezen eredmények a GRBI10 negativ
regulator szerepét tamasztjadk ald. A GRB10 génkiiitott egerek sziiletése utani
sulygyarapodasa szignifikdnsan magasabb, mint a vad tipust egereké, ami viszont az
endogén GRB10-nek a novekedési faktorokra Kkifejtett szuppresszor hatasaval

magyarazhaté (42). A GRB10-nek tulajdonitanak egy olyan specialis szerepet is a
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jelatvitelben, hogy képes integralni és 6sszegylijteni (scaffold protein) a bejovo kiilso
jeleket. A jelatviteli komplexben a GRBI10 specifikus szerepe attdl fiigg, hogy éppen
milyen a hozza k6t6dott mediator proteinek mennyisége és affinitasa. igy a GRB10 képes

arra, hogy mikdzben a mennyisége azonos, hol pozitiv, hol negativ regulatorként tiinjon
fel (44).

Ez kodolja az 536 aminosavbol all6 human GRB10 proteint. A GRB10 protein génjének
19 exonja, 18 intronja és 203393 nukleotidja van, és a kromoszéman az 50 828 652 és a
50 625 259 nukleotidok kozott helyezkedik el. A GRB10 génnek tobb splicing varidnsa,
izoformja van.

HC_00007 12
4 50525652 ] 4 50625259 ]
aF 3
WH_001001555.1 | 1 } WHE—H WP_001001555.1 isoform c CODI45553.1
HH_ 0010015451 [ . fHH—H NP_001001543.1 isoform b

HH_005311. 3 } 4 HH—E—HE MWP_005302.3 dsoferw o CCOS4ESE2.1
HH_onio0icsn.1 i HH——HE HP_00100155041 disefors c  CCOS43553.1
B - coding reaion B - untranslated region
[ sn47a325 b [ 51417320 P
FIGHL1 GREL ] o —— COBL
LOciong 2a427 Lociond 25600 LOC100L 32575

oo

4. abra A GRB10 protein génje, izoformjai €s elhelyezkedése a 7-es kromoszéman

A GRBI10 génnek szdmos egypontos nukleotid polimorfizmusa (Single Nucleotid
Polymorphism, SNP) ismert, amelyek koziil tobb Osszefiiggésbe hozhato a 2-es tipusu
diabétesszel. Kimutattak, hogy a RS2237457 polimorfizmus (+11275G>A) jelenlétekor
az egyes genotipusok GAUC értéke (Glucose Area Under Curve; az oralis gliikéz
tolerancia teszt soran kapott gorbe alatti teriilet) szignifikansan eltér a nem diabéteszes
egyének esetében (45). Az RS494710 (1209A>G) polimorfizmus gyakorisaga a 2-es
tipusu diabéteszes betegek csoportjaban szignifikansan magasabb, az A allélt hordozo

egyéneknél a diabétesz kialakulasa kisebb valoszintiségii (46).
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Vér katalazaktivitas referens tartomanyanak meghatarozasa

A referens aktivitas értékek meghatarozasara Stimeg kornyékérdl (7 telepiilés, nem
ipari teriilet) 880 n6 és 876 férfi (életkor: 14-90 év) mintajat hasznaltuk fel. A referens
egyéncknek nem volt sem akut, sem kronikus betegségiik, nem szedtek folyamatosan
gyogyszert, tovabba a vizelet, vérkép ¢s gliikoz vizsgalatok eredményeibdl koros érték
nem volt Kimutathato. A hipokatalazémia jellemzésére 3300 egészséges és 1630 korhazi
fekvObeteg (Stimeg és kornyéke) vér katalazaktivitas eredményeit hasznaltuk fel.

A vér kataldzaktivitdst - a hidrogén-peroxid szubsztrdt iddegység alatti
koncentracié csokkenés mérésével - egyszerli spektrofotometrias assay-vel mértiik (47).

A referens tartomany alcsoportokra (férfi és nd) osztottuk (48). Percentilis
meghatarozast végeztiink (49), és megvizsgaltuk a referens érték-¢letkor Osszefiiggést

(50).
4.2 A DNS izolalas

A DNS izolalast limfocitakbol végeztilk. Az izolalast kezdetben a standard
modszerként ismert (51) lizalasos-kisozasos technikaval végeztikk, majd attértiink a
kereskedelmi Kit-ek hasznalatara (Sigma TRI Reagent, T9424; Epicenter MasterPure™
DNA Purification Kit for Blood, MB11740).

4.3 A katalaz gén 2-es exonjanak Hinfl polimorfizmusanak vizsgalata

Osszesen 87 mintat vizsgaltunk, ebbdl 52 személy volt hipokataldzémias, 35
személy pedig normokatalazémias kontroll.

A PCR reakcidban alkalmazott forward primer szekvencigja: 5’°-
aatcagaaggcagtcctccc-3’, a reverz primer szekvencidja: 5’-tcggggagcacagagtgtac-3’. Az
amplifikaciot 10,5 pl Ossztérfogatban végeztiik. Az amplifikdcidhoz 1 pl genomidlis
DNS-t (~0,2 pg/ul) hasznaltunk. A reakcio elegy 1,6 pl dNTP-t (1,25 mM
koncentracidban mindegyik), 1-1 pl primert (10 pM), 0,5 pl Taq polimerazt (5 U/ul), 1
ul MgCla-t (8,3 mM) és 1 ul 10X-es toménységli PCR puffert tartalmazott. A reakcidhoz
a Pharmacia Biotech (Uppsala, Sweden) reagenseket hasznaltuk. Az amplifikécio
kortiilményei: 94°C 30 sec denaturalds, 55°C 30 sec annealing, 72°C 60 sec kiterjesztés,
30 ciklus. A soksorositast Perkin Elmer DNA Thermal Cycler késziilékben végeztik.
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A PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) koriilményei: 8 pl
PCR termékhez adtunk 36 ul vizet, 5 ul restrikcios enzim puffert, és 1 pl Hinfl enzimet
(8 U/ul). A keveréket egy éjszakan at 37°C-on emésztettiik, majd 20 percig 70°C-on
inaktivaltuk az enzimet. Az emésztéshez az enzimet és annak pufferét a Pharmacia
Biotech- t6l1 (Uppsala, Sweden) szereztik be. A kapott fragmenteket 6%-0s poli-
akrilamid gélen valasztottuk szét és eziistfestéssel tettiik lathatova (Bio-Rad, Herkules,
CA, USA).

A PCR termékek szekvendlashoz a termékeket poli-akrilamid gélen
szétvalasztottuk és etidium-bromid segitségével lathatova tettilk. A megfelelé csikokat
kivagtuk és 100 pl TE pufferben egy éjszakan at 37°C-on elualtuk, majd tdmény etanollal
precipitaltuk, azutan 70%-os etanollal mostuk és 10 ul desztillalt vizben visszaoldottuk.

A PCR termékeket a Taq Dye-Deoxy Termination Cycle Sequencing Kit
segitségével szekvenaltattuk. (ABI, DNA sequencer, Model 377, Foster City, CA, USA)

4.4 Az SSCP (Single Strand Conformational Polymorphisms) és a PCR

heteroduplex vizsgalatok a katalaz gén 2.exonjaban

Osszesen 308 diabéteszes esetet vizsgaltunk Magyarorszag kiilonbdzé régidibol.
Az ¢életkoruk 45 és 70 év kozott volt, az atlagéletkor: 58,4+6,5 év. A férfiak BMI
értéke.:28,5+1,9 kg/m?, a néké: 27,3+ 2,1 kg/m®. A csoport 128 férfi és 180 nébol allt. A
diabétesz diagndzisat a National Diabetes Data Group (52) szabalyai szerint allitottuk fel
(emelkedett hemoglobin Alc érték, gliikozuria, anamnézis, illetve ordlis gliikoz terhelési
teszt). Kizard kritérium volt: III. stadiumt diabéteszes polineuropatia, a kontrollalatlan
magas vérnyomas, veseelégtelenség, 3 éven beliili és gydgyithatatlan daganatos betegség,
egyéb endokrin megbetegedés, gesztacidés diabétesz és az inzulin terapia. Kontroll
csoport: Osszesen 120 egészséges magyar személy. Az ¢€letkortk 41 és 71 év kozott volt,
az atlagéletkor 55,3+7,1 év. A kizar6 kritériumok a diabéteszes csoportoknal felsoroltak
mellett: 6roklott katalaz hidny, anémia, és a referens tartomany alatti katalazaktivitas.

A forward primer szekvencidja 5’-tgcaaagctatgtaccccgtg-3’, reverse primer
szekvenciaja 5’-acacagcacttacctgctcc-3’volt (19). A 265 bp nagysaga termék magaba
foglal 80 bp-t az 1. intronbdl, 172 bp-t az 2. exonbodl és 13 bp-t az 2. intronbol. Az
amplifikaciot 10,5 ul Ossztérfogatban végeztiik. Az amplifikdcidhoz 1 pl genomiélis
DNS-t (~0,2 pg/ ul) hasznaltunk. A reakci6 elegy 1-1 pl primert (10 uM), 5 ul REDTaq
(RedyMix, Sigma-Aldrich) tartalmazott. Az amplifikacié koriilményei: 94°C 30 sec
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denaturalas, 62°C 30 sec annealing, 72°C 60 sec kiterjesztés, 30 ciklus. A sokszorositast
Perkin Elmer DNA Thermal Cycler késziilékkel végeztiik.

Az SSCP analizishez 5ul PCR terméket, 5 ul 99%-0s formamidot, 20 mM EDTA-
t, és 0,005% bromfenol-kéket 0Osszekevertiik, felmelegitettik 96°C-ra, ezen a
homérsékleten inkubaltuk 6 percig és ezutan gyorsan jégre helyeztiik. 6%-0s poliakril-
amid gélen (150X150X1,5 mm) futtattuk 300 V-on, 5-6 6ran at. A szétvalasztott DNS
szakaszokat eziistfestéssel tettiik lathatova.

A PCR heteroduplex analizissel a katalaz gén GA illetve a G inzerciojat detektaltuk
a 2. exonban. Ezzel a modszerrel négy csikot lehet latni a GA inzercid estén (vad-vad
homoduplex, 268 bp; mutans-mutans homoduplex, 270 bp; és két hetoroduplex csik, 273
¢s 304 bp), a G inzercid esetén pedig két csikot kapunk (homoduplex 268-270 bp;
heteroduplex 275 bp). 2 ul PCR terméket 94°C-ra melegitettiik, majd lassan lehtitottiik,
¢és 6%-0s poliakril-amid gélre vittik (150X150X1,5 mm), majd 300 V-on, 3-4 éran at
elektroforizaltuk. A szétvalasztott DNS szakaszokat eziistfestéssel tettiik lathatova.

A szekvenalas a Hinfl polimorfizmus vizsgéalatoknal leirt médon tortént.
45 A Koranyi Andras Dunantuli Diabétesz Génbank kialakitasa

A mintatér kialakitisa az alabbi szempontok alapjan tortént:
1. ,egészséges csaladok” — a csaladban a fenotipus alapjan a diabétesz
manifeszt formaja nem fordult eld
2. ,diabéteszes csaladok” — a csalddban manifesztalodott 2-es tipust
diabéteszes beteg volt
A génbankba csak azoknak a csalddoknak a mintait gyjtottiik Gssze, ahol legalabb 6
olyan személy vallalkozott a mintaadasra, akik els6 foku rokonaik voltak egymasnak
(nagysziilok, sziilok, gyerekek). A diabéteszes csalddok esetében tovabbi kritérium volt,
hogy a csaladban legalabb egy személy 2-es tipust diabéteszes legyen. A diabétesz
diagnozisat az oralis glikoz tolerancia teszt alapjan az ADA (American Diabetes
Association) kritériumok alapjan allitottuk fel (az éhomi gliikk6z koncentracio>7,0 mmol/l
¢s az OGTT 2 éranal a gliikoz koncentracié >11,1 mmol/1).
A mintatarban taroljuk a mintat adé személyek izolalt genomialis DNS és plazma mintait
(-80 °C-on) valamint a mononuklearis sejtjeiket (folyékony nitrogénben), amely a
késobbiek soran blasztos transzformacid wutdn korlatlan DNS forrast biztosit.
Adatlapokon illetve szamitogépes adatbazisokban taroljuk a betegek és hozzatartozoik

klinikai-, biokémiai-, alkati-, betegség elézmény-, tiinet- és lefolyas (fenotipus) adatait.
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A génbankban taroljuk azon személyek genomialis DNS, plazma és mononuklearis sejt
mintait is, akiknél hiperinzulinémiés, euglikémias klemp vizsgalatot végeztiink.

A mintatar részét képezi még a korai (perimenopauzaban mar meglévd) oszteopordzisos
ndk és csaladtagjaik mintai is.

4.6 A katalaz gén +22348C>T és a GRB10 gén +11275G>A polimorfizmusanak

vizsgalata

A vizsgalathoz Osszesen 141 olyan személy DNS mintdjat hasznaltuk, akik
hiperinzulinémias-euglikémias klemp vizsgalaton vettek részt. A vizsgalt személyeket az
oralis glikkoz terhelési teszt (75 g glikoz OGTT) alapjan az ADA kritériumoknak
megfeleléen csoportositottuk. Két f& csoportot hoztunk létre: egészséges és gliikoz
intolerans. A gliikéz intolerans csoporton beliil tovabbi csoportositast végeztiink (IGT,
IFG, gyogyszeres, vagy inzulinkezelést nem igénylé 2DM). Célunk az volt, hogy az
egészségesbdl a 2DM-be ativeld, a diabéteszt megeldzd, illetve annak korai allapotat
tiikr6z6 betegeanyagot vizsgaljunk, hogy kizarjuk a stilyosabb 2DM szovOdményei miatt
kialakul6 kovetkezményeket, vagy a kezeléshez hasznalt gydgyszerek hatasait.
Egészséges: éhomi gliikoz koncentracio <5,6 mmol/l és OGTT 2 6ranal a gliikkéz
koncentraci6 <7,8 mmol/l. IFG (impaired fasting glucose): az ¢homi gliik6z koncentracio
5,6-6,9 mmol/l. IGT (impaired glucose tolerance): az OGTT 2 o6rdndl a gliikkoz
koncentracié 7,8-11,0 mmol/l k6zo6tt van. 2DM (2-es tipusu diabétesz): az éhomi gliikdz
koncentraci6 >7,0 mmol/l és az OGTT 2 ¢ranal a gliik6z koncentracié >11,1 mmol/l.
Kizartuk azokat, akik a csontanyagcserét ismerten befolydsolo gyodgyszert szedtek, egyéb
endokrin betegségiik volt. A vizsgalt személyek neme és anyagcsere allapota szerinti
megoszlasa a 2. tdblazatban lathato. A GRB10 gén +11275G>A polimorfizmusanak
gyakorisagat 85 2DM beteg DNS mintajan (Kordnyi Andrds Dundntuli Diabétesz
Génbank) is vizsgaltuk.
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2. tablazat A katalaz gén +22348C>T és a GRB10 gén +11275G>A polimorfizmus vizsgéalatdhoz

hasznalt mintdk nem és anyagcsere allapot szerinti megoszlasa

Férfi N6 | Osszesen
Anyagcsere egészséges 64 24 88
Gliikéz intolerans 26 27 53
IGT 12 17 29
IFG 8 7 15
2DM 6 3 9
Osszesen: 90 51 141

4.6.1 A gliik6z anyagcsere jellemzdinek meghatarozéasa

Az inzulin érzékenység mértékét, a teljes test és alkotorészeinek (zsir és
izomszovet, zsirmenetes testtomeg) gliikoz felhasznalasat a hiperinzulinémias-
euglikémias klemp (HEK) moédszerrel (53) mértiik. Az inzulin érzékenységet az M
értekekkel (M = az egész testtomegre vagy a kiilonboz6 szovetekre vonatkozatott glitkoz
felhasznalas), és a HOMA indexxel (HOMA-IR = G, x 1,/22,5, ahol I, = éhomi inzulin
(LE/ml) és G, = ¢homi gliik6z (mmol/l) HOMA-IS = 1/ HOMA-IR) jellemeztiik. A tobb
oran keresztiil tartd klemp vizsgalat sordn a vizsgalt személy az egyik karjaba
folyamatosan magas, 100 mE/I inzulin vérszintet biztositd inzulin infuzidt kapott, mig a
masik karba gliik6zt tartalmaz6 infuzio folyt, olyan mennyiségben, hogy az 5 percenként
mért gliikoz stabilan 5,0 mmol/1 (= 0,5 mmol/l) volt. Amikor ezt a stabil allapotot sikertilt
elérni, 30 percen at mértiik az elfogyasztott (és a vizelettel id6kozben kiliriilt) gliikoz
mennyiségét, amely a test aktudlis gliikozfelvételével egyenld, hiszen a mdj gliikoz és a
pankredsz inzulin termelését a magas inzulin vérszint blokkolta.

A testosszetétel mérése DEXA (DPX- MD+, GE-Lunar, USA) késziilékkel
tortént.

A gliikéz és csontanyageserével kapcsolatos altalanos klinikai laboratdriumi
paramétereket Cobas Mira laboratériumi automataval (Roche Diagnostics, Németorszag)
mértiik szérumbol Roche tesztek felhasznalasaval. (Glikoz: GOD-POD moédszer, kat
szam: 11448668; Ca: o-krezolftalein mddszer, kat szam: 11489216, alkalikus foszfataz:
p-nitrofenilfoszfat modszer, kat szam: 10816388; anorg. P: foszfomolibdenat redukcids

modszer, UV, kat szam: 11489348; koleszterin: CHOD-PAP modszer, kat szam:
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12016630; triglicerid: Lipaz/GPO-POP modszer, kat szam: 12016648; HbA;c: Tinaquant
DCCT immunturbidimetrias modszer, kat szam: 11822039).

A hormonok és csontmarkerek egy részét a Roche Elecsys 2010-es automatajaval
mértiik elektrochemilumineszcens immunoassay—vel. (Inzulin, kat szam: R12017547;
oszteokalcin (N-MID), kat szam: R12149133; beta-crosslaps, kat szam: 11972308;
PINP, kat.szam: R03141071; parathormon, kat.szam: R11972103; DHEAs, kat.szam:
R03000087; osztradiol, kat.szam: R03000079; FSH, kat.szam: R11775863; TSH,
kat.szam: R11731459; tesztoszteron, kat.szam: R11776061; C-peptid, kat.szam:
R03184897).

A leptin, a rezisztin (kat. szam: RD191001100, illetve RD191016100 BioVendor,
Csehorszag), az adiponektin (kat. szam: K1001-1, B-Bridge, USA), az oszteoprotegerin,
katepszin, a SRANKL (kat.szam: BI-20432, BI-20402 illetve BI-20452, Biomedica AG,
Ausztria), a TNF-a és a IL-6 (kat.szam: DTAOQOC illetve D6050, R&D Systems, USA)
koncentraciokat ELISA mddszerrel hataroztuk meg.

A 25-OH Vitamin D3/D2 koncentraciot HPLC-vel mértiik (kat.szam: 195-6529,
BioRad, USA).

Az LDL frakciokat lipoprotein elektroforézissel hataroztuk meg (Lipoprint LDL,
kat.szam: 48-9152, Quantrimetrix Co.,USA)

A HEK vizsgalatbol szarmaztatott adatok:

MI érték: teljes test gliikkoz fogyasztasa (mg/kg/min)
M2 érték: zsirmentes testtomeg gliikoz felhasznalasa (mg/kg izom/min)
M3 érték: zsirszovet gliikoz felhasznalasa (mg/Kg ssirszoved/MiN)

OGTT vizsgalatbol szarmaztatott adatok:

(Gliikoz vagy Inzulin) AUCogtt = a po. gliikoz terhelés soran a gorbe alatti teriilet

A csontslirliség mérésbodl szarmazo értékek:

BMD L1-4 (g/cm?): lumbaris csontdenzitas

BMD F (g/cm?): femur nyak csontdenzités

4.6.2 A katalaz gén +22348C>T (RS769217) plimorfizmusanak vizsgalata a 9-es
exonban

A polimorfizmus meghatarozasahoz egy egyszerl sziird méodszert hasznaltunk. A
polimorfizmust tartalmazo génszakaszt PCR segitségével felsokszorositottuk, majd a
PCR termékeket akril-amid gélen (6%-0s) megfuttattuk és eziistfestéssel tettiik lathatova.
Mivel a kapott PCR fragmentumok a belsé hurkoknak kdszonhetden nem valnak teljes

egészében duplaszaluva, igy denaturalas nélkiil is szétvalnak az poliakril-amid gélen.
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A hasznalt primerek szekvencidi: forward primer: CAT9A: 5’-tgttactgcccctagtcagt-37;
reverse primer: CAT9B: 5 -atctgctccacgtgecctct-3°. A reakcidhoz a Sigma Ready mix
reagensét hasznaltuk (Sigma, St. Louis, MO, USA). A PCR reakci6 koriilményei: 5 perc
94°C-on, majd 30 sec 94°C-on, 30 sec 65°C-on, 60 sec 72°C-on, ciklusszam: 30, majd 5
perces inkubacid 72C°-on. A soksorositast Perkin Elmer DNA Thermal Cycler

késziilékében végeztiik.

4.6.3 A GRB10 gén +11275G>A (RS 2237457) polimorfizmusanak vizsgalata a 4-es
intronban

A vizsgalathoz target specifikus FRET probakat hasznaltunk és a Roche

LightCycler 2.0 késziiléke segitségével detektaltuk. A FRET probakat és a primereket a
Light Cycler Probe Design (Roche) szoftver segitségével terveztiik, és a specifitast az
NCBI BLAST programja segitségével ellendriztiik le. A primerek és a FRET probak
szekvencidja a kovetkezd volt: GRB10 forward primer: 5’-gtcaaagcagcagcaaga-3’;
GRB10 reverz primer: 5’-gtgaggctcctgtggac-3’; GRB10-640 proba: 5°-LC640-
tgatggccaccgataaccaatgactgca—PH; GRB10-FLU proba: 5’-aaataggcggtctctgtgaaagc—
FL.
A primereket 0,4 uM, a probakat 0,2 pM végsé koncentradcidban alkalmaztuk. A
reakcidhoz Light Cycler FastStart Hybridization Mix-et (Roche) hasznaltuk. A PCR
koriilmények: denaturdlds 10 percig 95°C-on, majd 95°C 10 sec, 52°C 30 sec, 72°C 30
sec, 40 ciklus. Olvadaspont analizis: 45°C-t61 95°C-ig, ramping rate: 0,1°C/sec.

4.7 Differential display

Allatok és sejtkultiirdk

A differential display analizishez spontan hipertonids patkanyokat kezeltiink egy
gyogyszer jelolt molekulaval (Bimoclomol, 20 mg/kg/nap; kezelt csoport) ill. fiziologias
sooldattal (kontroll csoport) harom honapig. A kezelés letelte utan az allatokat elaltattuk,
és kivettiik a mellkasi aortajukat. Az aortakat azonnal folyékony nitrogénbe helyeztiik és
—70°C-on tartottuk a tovabbi felhasznalasig.

A Real-time PCR-al torténé megerdsitéshez Wistar patkanyokat streptozotocinnal
kezeltiink a diabétesz kialakulasaig (inzulin hianyos, 1-es tipusu diabéteszhez hasonld
modell), valamint genetikailag diabéteszes (GK, 2-es tipusu diabéteszes modell)
patkanyokat hasznaltunk. A kezelések letelte utan a patkanyokat elaltattuk, és kiilonb6zd
szerveiket kivettiik, azonnal folyékony nitrogénbe helyeztiik és —70°C-on taroltuk a

tovabbi felhasznalasig.
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Az L8 myoblast kultarak differencialasahoz (myoblast—myotube) a sejteket
elészor DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) és M199-es tapfolyadékok 4:1
aranyu elegyében tenyésztettik 10% 1oszérum és 1% csirke embrid extraktum
jelenlétében. A konfluens sejtkultirakat 24 lyuku lemezre osztottuk szét (2X10%*sejt/lyuk)
¢és a tapfolyadékot DMEM-re illetve HDMEM-re (magas, 25 mM gliikdz tartalmi
DMEM) cseréltiik, és szérum deprivaciot alkalmazva (2% magzati borji szérummal,
FCS)) differencialtattuk a sejteket. A tapfolyadékot minden harmadik nap frissre
cseréltiik. A differencidlast tobb mint két hétig folytattuk. A sejteket akkor hasznaltuk,

amikor a mikroszkopos vizudlis értékelés utdn myotuboknak itéltiik meg.

RNS izolalas
Az RNS izolalalast a Sigma TRI (T9424) reagensével végeztiik, a kapott total
RNS mintdk épségét formaldehid/agardz gél elektroforézissel ellendriztik. Az RNS

crer

hataroztuk meg fluoreszcenciasan.

A differential display-hez hasznalt oligonukleotidok

A teljes mRNS populécio6 atirdsdhoz poly-T primereket alkalmaztunk (5°-T1,VA-
3°,5°-T1o2VC-3°, 5°-T12VG-3’ and 5°-T12VT-3’), ahol V lehet egyarant C, G, Avagy T. A
reverz transzkripciot kovetd PCR-hoz ugyanezen anchor primereket hasznaltuk, valamint
20 olyan arbitralis primert, amelynek a hossza 10 bazispar volt, a szekvencidja pedig
random, a GC% >40.
ARB1: 5’-gaggcccttc-3’; ARB2: 5°-tgccgagetg-3’; ARB3: 5’-agtcagccac-3’; ARB4: 5°-
aatcgggctg-3°; ARBS: 5°-aggggtcttg-3’; ARBG6: 5’-ggtccctgac-3’; ARB7: 5’-gaaacgggtg-
3°, ARBS8: 5’-gtgacgtagg-3’; ARB9: 5’-gggtaacgcc-3’; ARB10: 5°-gtgatcgcag-3’; ARB11:
5’-ccatcgeegt-3’; ARB12: 5°-tcggcgatag-3’; ARB13: 5°-cagcacccac-3’; ARB14: 5°-
tctgtgctgg-3’; ARB15: 5°-ttccgaacce-3’; ARB16: 5°-agccagcgaa-3’; ARB17: 5’-gaccgcettgt-
3’; ARB18: 5’-aggtgaccgt-3°; ARB19: 5’-caaacgtcgg-3’; ARB20: 5’-gttgcgatcc-3°. A
primereket a DNA Technology (Aarhus, Denmark) szintetizalta.
Reverz transzkripcio

A reverz transzkripciohoz 1 pg total RNS-t mértiink be minden egyes mintabol,

amihez hozzaadtunk 2 pl anchor primert (25 uM) és 4,5 ul DEPC-vel (Diethyl
pyrocarbonate) kezelt vizet, 65°C-on 10 percig inkubaltuk, majd a hémérsékletet levittiik
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37°C-ra és tovabb inkubaltuk 10 percig. Ezutan hozzaadtunk mindegyik cséhoz 12,5 ul
RT-mixet (4,0 ul 5xRT puffer, 2,0 ul DTT (dithiothreitol, 100 mM), 5,0 ul Rnaz inhibitor
(10 U/ul), 1 pl reverz transzkriptaz (M-MLV, Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
Transcriptase, 200 U/ul)). A mintakat osszekevertiik és 35°C-on 60 percig inkubaltuk. A
reakcidt a mintdk 95 °C-ra valdé melegitéssel allitottuk le (10 perc). Ezutan a mintakat
azonnal olvadoé jég kozé helyeztiik, majd lecentrifugaltuk. Az igy kapott cDNS mintakat
vagy azonnal haszndltuk a tovabbi PCR reakciokhoz, vagy —20°C-on taroltuk tovabbi

felhasznalasig.

A ¢DNS mintak PCR amplifikacidja

A PCR mix (teljes térfogat 20 pl) tartalmazott 2 pul cDNS-t, 2 ul 10xPCR puffert,
1,5 mM MgCI2-t, 2,5 uM d NTP-t, 2,5 uM anchor primert, 2,5 uM arbitralis primert, 0,5
uCi/ul *S-dATP-t (>1000 Ci/mmol), 1 U/ul Tag-polimeréazt. A PCR reakci6 40 ciklusbol
allt, 94°C 30 sec, 40°C 2 perc, 72°C 30 sec. A PCR ciklus végén a mintékat tovabbi 5
percig 72°C-on inkubaltuk. A PCR reakciok szama Osszesen 160 volt, 4 kiilonb6z6
anchor primerrel kapott cDNS a kezelt és kezeletlen mintdbol, kombindlva a 20

kiilonboz6 arbitralis primerrel.

A felsokszorositott PCR mintak szétvalasztdasa

A kapott PCR termékeket 6%-o0s denaturald poliakril-amid gélen valasztottuk
sz¢t, egymas mellé helyezve az ugyanazon anchor és arbitralis primerrel késziilt kezelt és
nem kezelt mintdkat. A szétvalasztds végén a géleket szlirépapirra helyezve
megszaritottuk. A szaraz gélek folé rontgen filmet helyeztiink, és 2-3 napig —70°C-on
expondltuk. A filmek el6hivasa utan a kapott csikokat analizaltuk. A ,.differencidltan
expresszalodott” csikokat megjeloltiik, meghatdroztuk az expresszi6 iranyat (up €s
down). A rontgen filmet f61¢ helyeztiik az eredeti gélnek és a gélen is bejeldltiik azokat a

csikokat, amelyeket tovabbi vizsgalatainkra hasznaltunk.

A DNS mintak izoldlasa és ujrasokszorositasa

A gélekrdl kivagtuk azon DNS csikokat, amelyeket a tovabbiakban hasznélni
kivantunk. Ezeket 100 ul desztillalt vizben 95°C-on 10 percig foztiik, a gél darabot és a
szlir6papirt kivettiik a cs6bdl, majd az igy oldatba keriilt DNS-t natrium-acetat (3 mM,
pH: 5,2) és glikogén (10 mg/1) jelenlétében tomény etanollal —70°C-on precipitaltattuk.
Precipitdlas utdn a mintdkat 20 percig 13000 rpm-en centrifugaltuk, a feliiliszot
eltavolitottuk, és a kapott DNS mintdkat desztillalt vizben (10 ul) visszaoldottuk és ezt

hasznaltuk az Gjrasokszorozéashoz. A PCR koriilmények és a hasznalt primer kombinécio
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ugyanaz volt, mint amivel az els6 PCR terméket kaptuk, kivéve, hogy itt mar nem
hasznaltunk izotoppal jelzett dATP-t. Sikeres reamplifikaci6 utan a kapott PCR terméket
plazmid vektorba klonoztuk.

PCR termékek klonozasa

A PCR termékeket modositott pBluescript vektorba klonoztuk. A moddositott
pBluescript-TA vektort pBluescript vektorbol készitettiik. A vektort EcoRV restrikcios
enzimmel hasitottuk (5 6ra, 37°C) majd 10XPCR pufferrel kevertiikk 6ssze (1X végso)
majd dTTP-t adtunk hozza 2 mM végs6 koncentracioban és 10 U Tag-polimerazt. Az
elegyet 2 6ran 4t 70°C-on inkubaltuk. A reakciot 200 pl végsd koncentracioban végeztiik.
A modositott plazmid DNS-t fenol-kloroform eleggyel extrahaltuk, etanollal
precipitaltattuk, majd desztillalt vizben visszaoldottuk. Az igy kapott plazmid DNS-t
hasznaltuk a ligalasi reakcioban, a plazmid:inzert arany 1:3 volt. A helyes arany
beéllitdsdhoz mind a plazmid, mind az inzertallando DNS aliquot részét agaréz gélen
megfuttattuk, etidium bromiddal festettiik, és a kapott kép alapjan megbecsiiltik a
bemérendé mennyiségeket. A ligalasi reakciohoz 1 U T4-DNS ligazt hasznaltunk 10 pl
végsd koncentracioban. A kompetens baktérium sejtek (INV-a) transzformalésat és a
rekombinans kolonidk szelekcidjat, majd a plazmid DNS kinyerését standard modszer

szerint végeztiik (48).

Szekvencia analizis és homologia keresés

A szekvencia analizist a Szegedi Biologiai Kutatokdzpontban végezték, az ABI
PRISM szekvenatoron a T7-es szekvenald primer segitségével.
A homologia keresést és a DNS szekvencidk beazonositasait a BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool) program segitségével végeztiik (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Oligonukleotidok tervezése a differencialt expresszio visszaigazolasdra a real-time PCR-
hoz

A real-time PCR-al végzett visszaigazolashoz az oligonukleotidokat és a TagMan
probakat az Applied Biosystems Primer Express szoftverével terveztiik az ingyenesen
elérhet6 DNS adatbazisok alapjan. A gén expressziok mértékét belsé kontrollhoz tortént
normalizalas elvégzése utan szamitottuk ki. Belsd kontrollként két gén alkalmaztunk
(36B4 ¢és cyclophyllin). A target specifikus probakat riporter fluoreszcens festékkel
(FAM, 6- carboxyfluorescein) jeloltiik az 5> végen, mig kioltd fluoreszcens festékkel

(TAMRA, 6-carboxy-tetramethyl-rhodamine) a 3’ végiikon, a normalizalashoz hasznalt
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probakat (36B4 illetve cyclophyllin) VIC illetve HEX riporter festékkel jeloltik. A

visszaigazolashoz hasznalt primerek és probak szekvenciait a 3. tablazat tartalmazza.

3. tablazat A differential display eredményének ellendérzéséhez hasznalt primerek és probak
szekvencija
Forward primer 5’-ccaaagaggccatcttagaacttc-3’
GRB10 TagMan proba 5’-FAM-tctccacaaagaaatgcatcaccgtgc-TAMRA-3’
Reverz primer 5’-aagcatgtaagtggtccctgactac-3’
Forward primer 5’-ttcaggtctctcegctcate-3°
ATP-E TagMan proba 5’-FAM-cggtactccgctctgatcctcgge-TAMRA-3’
Reverz primer 5’-gcttggcgecgtatge-3°
Forward primer 5’-tcaccgtggaggtcaacttg-3°
Capping TagMan proba 5’-FAM-ccagcggecgtactgccca-TAMRA-3’
Reverz primer 5’-gtggtggaagtgcaggag-3’
Forward primer 5’-agatgcagcagatccgcat-3’
36B4 TagMan proba 5’-VIC-aggctgtggtgctgatgggcaaga-TAMRA-3’
Reverz primer 5’-ggatggccttgcgea-3’
Forward primer 5’-ctgatggcgageccttg-3’
Cycloph. TaqMan préoba 5’-HEX-cgcgtctgcttcgagetgtttgca-TAMRA-3’
Reverz primer 5’-tctgetgtctttggaactttgtc-3°

Reverz transzkripcio és a real-time PCR koriilményei

A reverz transzkripciot és a PCR-t az Applied Biosystem TagMan® Gold RT-
PCR Kit-jévél végeztilk. A reakcid csovekbe bemértiink (10 pl végsé térfogatban)
1XTagMan RT puffert, 5,5 mM MgCl,-t, 500 uM dATP-t, dCTP-t, dGTP-t és dUTP-t,
2,5 uM random hexamert, 0,4 U/ul Rnaz inhibitort és 1,25 U/ul Multiscribe reverz
transzkriptazt. A csoveket elészor 10 percig 25°C-on, majd 48°C-on 30 percig
inkubaltuk. A reakciot 5 perces 95°C-on torténd inkubaléssal allitottuk le.
A reverz transzkripcié utan a kapott elegyet 3,3-szeresére higitottuk nukleaz mentes
desztillalt vizzel. 6,7 pl higitott cDNS-t hasznaltunk minden egyes PCR-hoz. A PCR mix
végsd koncentracioban (25 pl végsd térfogatban) 1XTagqMan reakcidés mix-et, 400 nM
primert és 200 nM TaqMan probat tartalmazott. A PCR koriilmények a kovetkezok
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voltak: 10 perc 95°C-on, majd ezt kdvette 40 ciklus, mely a kdvekezo 1€pésekbdl allt: 15
sec 95°C-on ¢és 1 perc 60°C-on. A reakciot az Applied Biosystem ABI 7000 Sequence
Detector-aval végeztilk. A kiiszobértéket (C;) az ABI Prism 7000 SDS szoftverével
hataroztuk meg. A gén expressziod valtozasanak nagysagat (fold change) a vizsgalando
génre az alabbi képlet segitségével hataroztuk meg:

Valtozas mértéke = 274,

ahol: A(ACt)= ACtkezeit- ACtkontroll

AC= Ct,target'Ct,normalizél(’),

Cttarget: @ vizsgalandd gén kiiszobértéke, Cinormalizale: @ normalizald gén kiiszobértéke
ugyanazon mintaban

ACikezel: @ kezelt mintdban az adott gén expresszidja a normalizald génhez
viszonyitva

ACtkontron: @ kontroll mintdban az adott gén expresszidja a normalizalé génhez

viszonyitva

4.8 Statisztikai analizisek

A referens értékek kiszamitasanal az eloszlas vizsgalatokat Kolgomorov-Smirnov
teszttel végeztiikk SPSS szdmitogépes program segitségével.
A csoportok kozotti kiilonbségeket (ndk-férfiak, egészséges kontroll-beteg, genotipus
stb.) Student féle kétmintas t teszt segitségével veégeztiik (MS Excel).
Az allél frekvenciak kiilonbségét 2 teszt elvégzésével illetve az Odds arany (www.meta-
numerics.net/Samples/ContingencyCalculator.aspx) kiszamitasaval jellemeztiik.
Az anyagcsere-, a metabolikus-, az antropometrikus paraméterek egymashoz
tobbvaltozos linedris regresszidval ¢és Spearman féle rangkorrelacidos analizissel
allapitottuk meg (STATISTICA Trial Version 2010, StatSoft Inc.). A szignifikancia

szintet altalanossagban p<0,05 szinten allapitottuk meg.
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5. EREDMENYEK

5.1 Vér katalazaktivitas referens tartomanyanak meghatarozasa

A humén vordsvértestek nagy mennyiségben tartalmaznak kataldz enzimet, a vér
katalaz mennyiségének a 99%-a a vorosvértestekbol szarmazik. A hipokatalazémia és az
akatalazémia definidlasdhoz sziikséges volt a vér katalazaktivitas referens tartomanyanak
a meghatarozasa az altalunk vizsgalt geografiai teriileten.

A definicid szerint 1 egység katalaz 1 pmol hidrogén peroxidot bont le egy perc alatt, 1
liter teljes vérre vonatkoztatva. A katalazaktivitast egyszerii spektrofotometrias assay-vel
mértiik, hidrogén-peroxid szubsztrat idéegység allatti koncentracéd csokkenésébol (47).

A mobdszer intra-assay variaciés koefficiense 3,1%, mig az inter-assay
reprodukélhatésaga 5,1% volt.

Megvizsgalva az 0sszes referens egyén (férfiak+ndk) aktivitds értékének eloszlasat, azt
talaltuk, hogy ezek nem normal eloszlasuak (Kolgomorov-Smirnov proba). A referens
egyének esetében az atlag aktivitas 113,3 MU/, a referens tartomany pedig £1,96 SD-
ben kifejezve 81,0-145,6 MU/I, 2,5-50-97,5%-0s percentilisben kifejezve 81,4-113,5—
145,1 MU/ (54).

Ha az aktivitas értékeket alcsoportokra osztottuk (férfiak és ndk), akkor azok mar a
Gauss féle normal eloszlast mutattak.

Annak eldontésére, hogy sziikséges-e kiilon referens értéket meghatdrozni a ndk és
ferfiak részére, megvizsgaltuk az also és felsO refrens hatar alatti €s feletti adatok szamat
(48).

A férfi als6 referens hatar (2,5%-os percentilis: 85,3 MU/1) alatt 113 (22 férfi és 91 nd)
vér katalaz aktivitds volt, ez az Gsszes adat 7,2%-a, amely tobb mint a kritikus érték
(4,1%). A n6i felso referens hatar (97,5%-0s percentilis:134,7 MU/I) felett 140 (22 n6 és
118 férfi) érték volt, ami az Osszes adat 7,9%-a, ami szintén magasabb mint a kritikus
4,1%. Ezek alapjan megallapitottuk, hogy kiilon referens tartomany sziikséges a ndk és a
ferfiak részére.

A noknél szignifikansan (p<0,001) alacsonyabb értékeket (107,7+ 14,4 MU/I) kaptunk,
mint a férfiak esetében (117,9£16,9 MU/I). Ha azonban az aktivitdsokat a hemoglobin
koncentraciora vonatkoztattuk, ez a szignifikans kiilonbség eltiint (0,849+0,119 MU/g
férfiaknal, 0,841+ 0,107 MU/g a ndéknél). A nbk alacsonyabb katalazaktivitasa a
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periodikus vérvesztéségiikbol szdrmazo alacsonyabb vordsvértestszammal magyarazhato,
amit az is alatamaszt, hogy a katalaz/hemoglobin ardnyuk azonos a férfiakéval, és a
menopausa utan a nék katalazaktivitasa kisebb mértékben csokken (47).

Az életkor hatasa, ha csekély mértékben is, de megmutatkozik a férfiaknal és néknél
egyarant, de kiilonbézden valtozik az ¢életkor fliggvényében. A néknél a valtozas az y= -
0,016x+108,7, mig a férfiaknal az y=-0,084x+122,3 egyenlettel irhat6 le, ahol y: a vér
katalazaktivitasa (MU/1), x: az életkor (év).

Ha a valtozast a csoport atlagok (az adatok életkor szerint csoportositva 10 évenkénti
osztasban) alapjan vizsgaljuk, akkor mindkét nemnél csokkenést tapasztalunk az
¢letkorral (férfiaknal m= -0,088, noknél m= -0,024), azonban a csokkenés egyik nemnél
sem szignifikans, de a férfiaknal szorosabb korrelaciot eredményez (férfi r: -0,897 vs. nd
r: -0,481).

Az IFCC (International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory) ajanlasat
(x£1,96SD, percentilis) is figyelembe véve a kovetkezd referens értékeket adtuk meg a
vér katalazaktivitasokra (4. tablazat) (55).

4. tablazat A vér katalazaktivitas referens tartomanya az IFCC ajanlasok alapjan
Férfiak Nok
Aktivitas [ Als6 ., .. | Felsg Als6 . .| Felsé
(MUN) hatar Kozépértek hatar hatar Kozepértek hatar
25| 849 | m79e | 1508 | 795 1077 | 1359
Percentilis
85,3 119,3 151,5 78,5 107,5 134,7
2,5-97,5%

Hipokatalazémiasnak tekintettiilk azokat az egyéneket, ahol a katalazaktivitas a referens
tartomanyéhoz viszonyitva 50 %-al csokkent.

A 3300 egészséges egyén kozil 6 olyan személyt talaltunk, akiknél
katalazaktivitds csokkenését tudtuk detektalni. Az 1630 korhazi beteg koziil harom
bizonyult csokkent aktivitasunak, igy Osszesen 9 személyt regisztraltunk. Mind a 9
személy mas-mas csaladhoz tartozott, igy dsszesen 9 csaladot tudtunk hipokatalazémias
csaladnak mindsiteni. A csaladok tagjai kozott 37 személy volt hipokatalazémias
(57,5+11,7 MU/1), mig 47 személy normokatalazémias (98,6+=17,9 MU/I) volt. Az egyik

csaladbol két testvér katalazaktivitas szintje 4,0 illetve 6,7 % wvolt a referens
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tartomanyhoz viszonyitva, igy Oket akatalazémiasként mindsitettiik. A kataldzaktivitas
csokkenés autoszomalis, recessziv 6roklodési mechanizmust mutatott.
A hipokatalazémia gyakorisaga 0,18 %, ami hasonlé a Japanban ¢és Koredban

tapasztalttal, de kevesebb, mint az Iranban mért 5% (47).
5.2 Vér katalaz enzim hiany genetikai jellemzése

5.2.1 Az ismert polimorfizmusok vizsgalata a magyarorszagi akataldzémids &s

hipokatalazémias betegekben

A hipokatalazémias csaladok felkutatasa utan és az irodalmi adatok alapjan
nyilvanval6 volt, hogy a kataldzaktivitas csokkenése genetikai okokra vezethetd vissza,
ezen beliil is egy autoszomalis, recesziv 6roklédési folyamatra. Az irodalombol ismert,
hogy a svijci tipusu akatalazémiat egy pontmutacidé okozza, ami bizonyos aminosavak
cseréjét eredményezi. A protein gyorsan degradalodik és a normalistol eltérd
elektroforetikus mobilitast okoz (56, 57). A japan tipusu akatalazémia ezzel szemben
nem mutat semmilyen kiilonbséget a protein Gsszetételben, illetve molekula nagysagban
a normal eritrocita katalazhoz viszonyitva (58). A japanok az akatalazémias
személyeknél két pontmutaciot talaltak (15).

Az egyik egy A—T szubsztitlicio a -21-es pozicidoban a promoter régioban, amikor is az
A nukleotidnak a cseréje megsziintet egy Hinfl (GANTC) hasitasi helyet. Ez a mutacio
egy japan akatalazémias betegben volt megtalalhato. A masik szubsztiticio a G—A
akatalazémias japan személy koziil. (19, 59).

A Magyarorszagon megtalalt két akatalazémids testvér (60, 62) katalaz proteinje
biokémiai jellemzdk (molekulasuly, elektroforetikus mobilitas) alapjan a japan tipushoz
volt hasonld és nem a svajcihoz. Ezért az akatalazémias és hipokatalazémias egyének
genetikai jellemzését el6szor az ismert japan mutaciok vizsgélataval kezdtik. A G—A

mutaciot nem talaltunk a magyarorszagi hipo és akatalazémias egyénekben (61), igy

crcr

crcr

magaban foglalt 163 bp-t az upstream régiobol, 66 bp-t az 1. exonbdl és 20 bp-t az 1.
intronbol. A kapott PCR terméket Hinfl restrikcids enzimmel emésztettiik és
elektroforetikusan szétvalasztottuk, majd detektaltuk.

Osszesen 87 mintat vizsgaltunk, ebbdl 52 személy volt hipokataldzémias, 35 személy

pedig normokatalazémias kontroll. A szamitasok szerint a nem mutans allélt a Hinfl
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enzim két szakaszra vagta volna szét (GACTC), egy 176 bp-os, illetve egy 73 bp-0s
szakaszra, mig a mutans allél esetében (A—T szubsztitucio, GTCTC)) az enzim nem
tudta volna vagni a terméket. igy olyan mintdzatokra szamitottunk, amelyben 249, 176,
illetve 73 bp-os termékek vannak. Ezzel szemben olyan mintazatokat kaptunk, ahol a vart
termékek mellett megjelent egy 158 és egy 91 bp nagysagu termék is minden vizsgalt

egyén esetében.
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-
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(A:249 bp, B:176 bp, C:158 bp, D:91 bp, E:73 bp; a:molekulastly marker; b, ¢, d: hipokatalazémias,
e,f,g,h: kontroll egyén). A varhat6 termékek nagysaga: 249,176,73 bp, a 158 bp-os és 91-bp-os (C és D)

termék a Hinfl restrikcids enzim sztaraktivitasabol szarmazik.

A két, nem vart termék feltételezéseink szerint ez a Hinfl restrikcidés enzim ,,star”
aktivitasabol szarmazott, amit a szekvenalasi adataink bizonyitottak is, ugyanis a -4-0
pozicioban GATTT szekvencia talalhato, amit a Hinfl enzim a ,,star” aktivitasa miatt
vagni tud.

A vizsgalt Hinfl polimorfizmus (GACTC) megoszlasa a kovetkezd volt: 8 esetben
mindkét allélt (8%), 36 esetben egyiket sem (41,3%) és 43 esetben csak az egyik allélt
vagta az enzim (49,5%). Ez a nagyszam mutacid varatlan eredmény volt szamunkra,
azonban az elvégzett szekvencia analizis erre is valaszt adott (2 akatalazémias, 17
hipokatalazémias és 16 normokatalazémias kontroll), ugyanis az analizis soran harom
pontmutéciot fedezhettiink fel a Hinfl vagasi helyén. C—T mutacid a -18-as pozicioban,
egy C—A mutécio a -20-as pozicidban, és az ismert A—T mutacié a -21-es pozicidban.
A -18-as pozicioban 1évé C —T mutacidé eredményeképpen a Hinfl restrikciés enzim
felismerési helye megsziinik, igy az enzim nem képes vagni, ami viszont ugyanazt
eredményezi, mintha a -21-es pozicioban lett volna mutacio. A -20-as helyen 1évé C—A

mutacié nincs hatdssal az enzim felismerd helyére, mivel az a varidbilis nukleotidot
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5. tablazat

szemlélteti.

s

érinti. A héarom lehetséges mutacié okozta vagasi kombinaciokat az 5. tablazat

pozicio -27] -26] -25| -24] -23| -22| -21] -20| -19] -18] -17| -16] -15] -14] -13 mintdzat
HinfT rest. enzim felismerd helye glapn]t]c eredmény normal aktivitas sztar aktivitas
vad tipus glcleclelctalagejt]cycelaltyjol]o az enzim vag 176 bp és 73 bp 158 bp és 91 bp
-21 A>T mutécio glclelcelclaltpclt]clclaltyo]g]| azenzimnemvig 249 bp 158 bp és 91 bp
-20 C>A mutécié glcleclelctalagalt]cycelaltyjol]y az enzim vag 176 bp és 73 bp 158 bp és 91 bp
-18 C>T mutacio glclclcpcelalalc]tyt]cloglt)]alg]| azenzimnemvag 249 bp 158 bp és 91 bp

A szekvenaltatott mutaciok allél frekvenciait az akatalazémias, hipokatalazémias és a

normokatalazémias paciensek esetében a 6. tablazat tartalmazza.

6. tablazat A katalaz gén magyarorszagi Hinfl polimorfizmusa

(2 akatalazémias, 17 hipokatalazémias és 16 normokatalazémias kontroll)

Az allélok szima Osszesen
Pozici6 | Tipus | Nukleotid
Hipokatalazémias | Kontroll
-21 vad A 2 14 16
mutans T 36 18 54
-20 vad C 35 32 67
mutans A 3 - 3
-18 vad C 20 20 40
mutans T 18 12 30

Az A—T mutacio a hipokatalazémias egyénekben szignifikansan (p<0,001) magasabb
volt, mint a normokataldzémias betegeknél (2/36 vs. 14/18). Ez a mutacido megegyezik a
japanban talaltakkal, és a Magyarorszagon megtalalt két akatdldzémids testvér is
homozigota mutans. Ez a mutacié azonban megtalalhaté a kontroll csoportban is. A két
ujonnan megtalalt mutacié koziil az egyik alacsony (-20 C—A, 3/35) allél frekvenciat
mutat a hipokatalazémias egyéneknél, mig a masiknak az allél frekvencija a kontroll

csoportban magas (-18 C—T, 20/12).
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5.2.2 A katalaz gén polimorfizmusai €s a 2-€s tipusu diabétesz kdzotti kapcsolat

Az oroklott katalaz enzim hidny és a 2-es tipusu diabétesz kialakuldsara kozotti
kapcsolatot Magyarorszagon irtak le eldszor. (63). Az addig feltérképezett csaladok
tagjai koziil 63 volt hipokatalazémias (heterozigota) és kett6 akatalazémias (homozigota),
mig 66 személy normokatalazémias volt. A csokkent katalazaktivitasti személyek koziil 8
volt diabéteszes (12,3 %), ezzel szemben a normal kataldzaktivitassal rendelkezd
személyek koziil egy sem volt diabéteszes. A kett6 akatalazémias és 6 hipokatalazémias
egyénnek 2-es tipust diabétesze volt. Ezek a tények szolgaltattdk azt az oGtletet, hogy
nézzilk meg az eddig ismertté valt katalaz polimorfizmusok (64, 65, 66, 67, 68)
eléfordulasi gyakorisagat diabéteszes populdciokban. A vizsgélatainkat a katalaz gén 2.
exonjara és kozvetlen kornyezetére fokuszaltuk, ¢és egyszali konformacios
polimorfizmus (SSCP) analizist végeztiink és a GA illetve G inzerciot kerestiik a 2-es

exonban PCR heteroduplex modszerrel.

Bz—»?ﬁ %m L
Bl“‘ -u - u

6. abra PCR heteroduplex mutacio szlirés (GA inzercio) a katalaz gén 2-es exonjaban
(A: vad-vad [268 bp] homoduplex, B1 ¢és B2 vad-mutans [273 bp és 304 bp ] heteroduplex; 1:

heteroduplex kontroll, 2: heteroduplex diabéteszes paciens, 3-5 homoduplex diabéteszes paciens)

00— "3 456780910

7.abra PCR - SSCP mutaci6 szlirés a katalaz gén 2-es exonjaban
(1: molekulasuly marker; 2, 4-7: diabéteszes beteg polimorfizmussal; 3,8-10: diabéteszes beteg

polimorfizmus nélkiil
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8. abra Nukleotid szekvencia analizis a kataldz gén 2-es intronjaban

(G—A szubsztitlicio a hetes pozicidoban)

A 308 diabéteszes beteg kozott az SSCP analizis 18 egyén esetében mutatott
polimorfizmust (5,8%). A szekvencia analizis ebbdl megerdsitett 2 mutaciot (két
személy) a 2. intronban, egy mutaciot az 1. intronban (2 személy), 2 missense mutaciot
(2 személy) a 2. exonban. 12 mutaciot a szekvencia analizis nem erésitett meg. A PCR
heteroduplex modszer 5 személy (1,6 %) esetében mutatott polimorfizmust. Ebbol
szekvencia analizissel 3 személynél tudtuk a GA inzerciot (~1%) és 2 beteg esetében a G
inzerciot (~0.6%) megerdsiteni. Tehat a nukleotid szekvencia analizis 7 mutaciot erdsitett
meg 11 betegnél. A 308 diabéteszes beteg koziil tehat 11 személynél talaltunk mutaciot,
ami 3,57%-nak felel meg és a mutaciok allél frekvencidja 1,78% volt. A kontroll
csoportban nem detektaltunk mutéciot.

Az SSCP és PCR heteroduplex mutacid analizis részletes eredményét a 7. tablazat
tartalmazza. A mutaciok Osszefiiggést mutattak a csokkent katalazaktivitassal (44,5-

93,8%). A 11 heterozigota egyén katalazaktivitas értéke szintén a 7. tablazatban lathato.
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7. tablazat A PCR hetroduplex és a PCR SSCP sziirés eredménye a katalaz gén 2-es exonjanak és

intronjanak a hataran

Allél Kat.
Pozicio (bp) | Mut. Tipus fr. Aminosav akt. % | Hiv.
(%) (MU
l.intron (60) | G>T | Szubsztitucio | 0,32 100,3 [ 938 | 21
90,9 | 79,7
2.ntron (7) | G>A | Szubsztiticio | 0,16 815 | 710 | 21
2.intron (5) | G>C | Szubsztiticio | 0,16 70,3 | 620 | 21

2.exon (96) | T>G Missense 0,16 | 53 Asp —»Glu | 60,3 | 532 | 21

2.exon (135) | G>C Missense 0,16 | 67Glu—Asp | 589 | 521 | 21

2.exon (138) | GA Frameshift | 0,48 | 69 lle —»Glu 52,3 | 46,2 | 65
inz.
60,3 | 63,2
61,2 | 54,0

2.exon (79) | Ginz. Frameshift | 0,32 | 48 Pro— Ala 58,4 | 515 | 67

50,4 | 44,5

Szignifikans eltérés volt a mutaciok allél frekvencidjaban a diabéteszes és a kontroll
csoport kozott. (11/616 vs. 0/240).

Szignifikans eltérés volt a kataldzaktivitisban a mutans személyek (68,1 £17,4 MU/,
n=11) és az Osszes diabéteszes (90,5 £16,9 MU/1, n=308) személyek kozott (p<0,001).
Hasonl6 aktivitas csokkenés (p<0,001) volt a diabéteszes csoport (90,5 £16,9 MU/,
n=308) és az egészséges kontroll (103,8 17,5 MU/1, n=120) csoport kozatt.

A 2. intron 5-6s pozicioban 1évé6 G—C szubsztitucido katalazaktivitas csokkenést
eredményezett (70,3 vs.113,0 MU/1), és ez feltételezhetéen egy exon kivagasi hibanak
kdszonhetd.

A masik mutacio altal okozott (2. intron (7)) aktivitds csokkenés nem mondhato
szignifikans katalazaktivitas csokkenésnek, ugyanis ez az érték (81,5 MU/I) a referens

tartomany also részében van (80,3-146,3 MU/I).
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esetében jelent meg, de nem okozott szignifikans katalazaktivitas csokkenést (100,3
illetve 90,9 MU/I). Mivel ez a mutacio az intronon helyezkedik el és nem okoz aktivitas
csokkenést, ezt ugy tekintjiik, mint a katalaz gén egy benignus polimorfizmusat.

A szintén ujonnan detektalt, a 2. exonban 1évé T—G (96-0s pozicio) és a G—C (135-6s
pozicio) missense mutaciok megvaltoztatjak az adott helyen 1évé aminosavat. Az 53-as
aminosav pozicioban az aszparagin helyett glutamin lesz, mig a 67-es aminosav
pozicidban glutamin helyett cisztein. A katalaz enzim amino terminalis doménjanak van
egy 75 aminosavbdl allo része, ami a kozponti régidjabol karként nyutlik ki. Ez a kar két
hélixbdl all, és mindkét hélix részt vesz az alegységek egymas kozotti kapcsolataban. A
masodik hélix szamos aminosavja (Val44, Arg 72, Val 74 ¢és His 75) nagyon fontos a
hem-protein megkotésében. A két ujonnan detektalt missense mutéacié (53-as €s 67-es
aminosav pozicid) nagyon kozel van ehhez a szakaszhoz, ezért ezek az aminosav
szubsztitaciok kataldzaktivitds csokkenést eredményezhetnek. Ez a kronikus csdkkenés
az enzimaktivitdsban folyamatos hidrogén-peroxid koncentracioemelkedést okoz, ami
hozzajarulhat a 2-es tipusu diabétesz kialakulasahoz (2).

A PCR heteroduplex analizissel kiszlirt két frameshift mutacié (GA illetve G inzerci6 az
2-es exonban) stop kodon beépiilését okozza a 134-es, illetve 57-es aminosav pozicioban
az 517-es pozicid helyett, igy trunkalt katalaz proteinek keletkeznek, amelyek feleldsek

lehetnek a csokkent katalazaktivitasért.

5.2.3 A katalaz gén +22348C>T polimorfizmusa és oszteoporozis kapcsolata

A katalaz gén +22348C>T polimorfizmusanak a csontéallapotra, az anyagcsere
allapotra gyakorolt hatasat vizsgaltuk, ezért a vizsgalt populacid az egészségestdl a
prediabéteszen at a kezelést még nem igényld 2DM-ig ativeld betegekbdl allt, igy
kikiliszoboltiik a stlyosabb 2DM maésodlagos anyagcsere hatasait. A vizsgéalatot a
hiperinzulinémias-euglikémias klemp (HEK) technikaval karakterizalt anyagcsere
mutat6ji egyének DNS mintdibol végeztiik. A vizsgalatban résztvevd egyének szama és
azok nem szerinti megoszlasa a 2. tablazatban lathato.

A vizsgalt populacio allél gyakorisaga Osszességében és nemeken beliil is eleget tesz a
Hardy-Weinberg egyensulynak. Az egyes csoportok all¢l frekvenciai és a Hardy-

Weinberg egyensulyt reprezentald XZ préba eredménye az 8. tablazatban lathato.
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8. tablazat A genotipus megoszlasok a nemeken beliil a kataldz gén +22348C>T polimorfizmusanak

vizsgélatakor
Genotipus Allél frekvencia )
CcC CT TT C T L
Osszes 90 41 10 0,78 0,22 2,857
Férfi 61 24 5 0,81 0,19 1,515
N6 29 17 5 0,74 0,26 1,053

A nemek kozotti allél frekvencidk eltérésének szignifikanciajat az Odds arény és a y?
proba segitségével jellemeztiik. Mind az Odds arany, mind a y? proba eredménye azt

mutatja, hogy az allél frekvencidkban nemek kozo6tt nincs szignifikans eltérés (9.

tablazat).
9. tablazat Anemek kozbtti genotipus és allél frekvencia gyakorisagok vizsgalata ( Odds arany és 32
préba)
Genotipus | Férfi N6 OR C.1.(95%) 1 p
cC 61 29 2,10 0,56-7,84 1,267 0,7398
CT 24 17 1,41 0,35-5,65 0,2389 0,3749
TT 5 5 1 -
C allél 146 75 1,48 0,79-2,75 1,529 0,783
T allél 29 22 1 -

A genotipusok hatasat vizsgaltuk az antropometrikus és biokémia adatokra. A csont €s az
energia-haztartas kozotti kapcsolatokat nemeken belill is elemeztiik, hiszen koztudott,
hogy a csontmetabolizmusra €s az energia hdztartasra egyarant jelentds befolyassal biro
nemi hormonok, adipokinek koncentracidja nemekre jellemzden valtozik. Az
értekeléskor a T allél szerepét vizsgaltuk.

A 10. tablazatban azokat a biokémiai és antropometrikus adatokat tiintettiik fel, ahol a
nemek egytittes értéklésekor szignifikans illetve jelzetten eltéré kiilonbséget kaptunk a
genotipusok kozott.

A 11. tablazat pedig azokat a szignifikans illetve jelzetten eltérd adatokat tartalmazza,

amelyeknél mar nemek szerinti elkiilonitést is végeztiink.
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10. tablazat

biokémiai paraméterekkel nemek egylittes értékelésekor (atlag + SD)

A katalaz gén +22348C>T polimorfizmusanak Osszefliggése az antropometrikus és

(HOMA-IR: [éhomi glitkoz mmol/l x éhomi inzulin uE/ml]/ 22,5; szignifikancia szintek: 6sszes CC Vvs.

CT+TT *=p<0,05)

Genotipus CcC CT+TT
N 90 51
Eletkor (év) 39 +13 42 +12
Inzulin 0. percierr 10,45+1,0 7,5+3,6*
HOMA-IR 2,65+ 2,6 1,75+0,9*
Inzulin AUC ivGTT (E/) 162+1,6 1,37 £ 0,7

11. tablazat A katalaz gén +22348C>T polimorfizmusanak Osszefliggése az antropometrikus és

biokémiai paraméterekkel nemek szerinti bontasban (atlag £ SD)

(HOMA-IR: [éhomi glitkdz mmol/l x éhomi inzulin uE/ml]/ 22,5; BMD L., (g/ cm?): lumbalis

csontdenzitas; BMD F (g/cm?): femur nyak csontdenzités.) (Szignifikancia szintek: n6 CC vs. CT+TT
®=p<0,05; férfi CC vs. CT+TT *=p<0,05; férfi CC vs.né CC *=p<0,05; férfi CC vs.nd CC***=p<0,001)

Noék Férfiak
Genotipus CcC CT+TT CcC CT+TT
N 29 22 61 29

Eletkor (év) 49+ 10 45+ 10 35+12 40+ 14

Inzulin AUC oc1r (E/) 8,1+5,6 55+2,2° 59+35 6,2+ 3,7
HOMA-IR 2,75+£2,0 2,07+ 0,94 26+28 1,52 +0,9°
BMDL 4 1,08+0,13* 1,12 £ 0,15 1,16 £ 0,12 1,16 £ 0,14
BMD Femur nyak 0,93+0,14*** | 0,98 £ 0,10 1,11+ 0,17 1,03+0,17°¢
Leptin/adiponektin 6,67t 7,0 4,07 £ 2,63 241+2,2 2,80+ 2,2

25-OH-D3 vitamin 37+14 34+9 34+10 43+14°
HDL koleszterin (mmol/l) 1,57+0,5 1,45+ 0,4 1,35+0,4 | 1,53+0,3°
Total LDL (mmol/l) 3,25+0,9 3,04+ 0,8 2,59+0,9 2,74+0,8

A nemek egyiittes értékelésekor a T allél megjelenése hatassal volt az intravénas gliikkoz
tolerancia teszt soran az inzulin elvalasztasra, ami mind inzulin 0. percycrr értékben,

mind a HOMA-IR indexben szignifikansan tiikroz6dott. Az inzulin AUC jerr érték
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esetén ugyan nem kaptunk szignifikans eltérést, de lathatoan az is csOkken mutans
csoportban

A ndknél a T allél szignifikansan alacsonyabb inzulin elvalasztassal tarsult (Inzulin AUC
ocTT), ami a HOMA-IR-ben is jelzetten kifejez6dott, de valos javulas az egésztest vagy a
szovetek gliikoz felhasznalasaban nem volt.

A férfiaknal a T allél megjelenése szignifikansan alacsonyabb femur denzitassal tarsult,
annak ellenére, hogy ebben a csoportban a 25-OH-D3 vitamin szint szignifikansan
magasabb volt. A jelzetten alacsonyabb éhomi gliikoz és éhomi inzulin szintek
kedvezden valtoztattdk a HOMA-IR értékét, de javulas a szovetek gliikoz felvételében
nem volt.

A csont anyagcserével Osszefiiggd markerek, hormonok szintjében, gyulladasos citokinek
Az antropometrikus adatok kozott a BMD-femur, és a BMD-Lj.4 esetében erdsen
szignifikans kiilonbségeket kaptunk a férfiak és nék kozott, ami az irodalmi adatokkal
Osszecseng (BMD-F férfi vs. n6: 1,081+0,174 vs. 0,951+0,126 p<0,001; BMD-L;.4 férfi
vs. n6: 1,159+0,128 vs. 1,094+0,142, p<0,05). Ha azonban a genotipusok szerint
alcsoportokra osztjuk a férfiakat és a ndket, és igy hasonlitjuk Ossze a két nem
eredményeit, akkor ez a szignifikans kiilonbség eltiinik, amikor a T allél is jelen van (11.
tablazat).

BMD-F férfi mutansCAT vs. n6 mutansCAT: 1,027+0,163 vs.0,978+0,104, p=0,247;
BMD-L 1.4 férfi mutansCAT vs. né mutansCAT: 1,162+0,142 vs.1,116+0,147, p=0,279.
A vad tipusban a kiillonbség megmarad (BMD-F férfi vadCAT vs. né vadCAT:
1,110£0,175 vs. 0,932+0,138, p<0,001; BMD-L;.4 férfi vadCAT vs. né vadCAT:
1,157+0,121 vs.1,079+0,139, p<0,05). (CC=vadCAT, CT+TT=mutansCAT).

Az anyagcserezavar egyik legérzékenyebb markere, a leptin/adiponektin hanyados a
néknél a CC genotipusban jelzetten magasabb.

A nemek kozotti kiilonbségek okat keresve vizsgaltuk a nemekre jellemz6 specifikus
jegyek és a CAT genotipusok kapcsolatat. Koreai szerzOk Osszefiiggést talaltak
posztmenopauzas néknél a genotipusok valamint a csontallapotot jelzd paraméterek és a
szérum oszteokalcin kozott (32). Korabbi vizsgalataink (35) soran mi is szoros
korrelaciot talaltunk az oszteokalcin szérum koncentracio és a glikoz felhasznalést
jellemzoé M értékek kozott anyagesere egészséges egyének esetében.

Az egyes genotipusok és az oszteokalcin szérum koncentracioja kozott nem talaltunk

szignifikans kiilonbségek sem a ndk, sem a férfiak esetében (9. abra).
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N6k Férfiak

o Mean o Mean
d2 [JMean:SE B [IMeansSE

cc CT+TT T Meant196°SE cc CT+TT T Meanx1.96°SE

9. abra A katalaz gén +22348C>T polimorfizmusanak hatasa az oszteokalcin szérum koncentraciora nék
és férfiak esetében

crer

bontas nélkiil a 12. tablazatban lathatdo eredményeket mutatjak. Az oszteokalcin és a
BMD értékek eltéré irdnyt korrelaciét mutatnak a két nemben, mig az M1 és M2

értekekel valo szignifikdns korreldcido mindkét nemben azonos iranyt.

12. tablazat Az oszteokalcin korrelacidja a csontdenzitas értékekkel és az inzulin érzékenységet
jellemzd M értékekkel genotipus nélkiil

(BMD L1-4 (g/cm®): lumbalis csontdenzitas; BMD F (g/cm?): femur nyak csontdenzitas; M1: teljes test
gliikoz fogyasztasa (mg/kg/min); M2: zsirmentes testtomeg gliikkoz felhasznalasa (mg/kg izom/min); M3:
zsirszovet gliikoz felhasznalasa (mg/kg zsirszovet/min); oszteokalcin (ng/ml). (Szignifikancia szintek:
*=p<0,05; **=p<0,01; ***p=<0,001)

Osszes Osszes n6 Osszes férfi
n 80 40 40
Oszteokalcin vs. BMD | 1.4 0,015 -0,213 0,184
Oszteokalcin vs. BMD-F 0,030 -0,453** 0,280
Oszteokalcin vs. M1 0,400*** 0,382* 0,441**
Oszteokalcin vs. M2 0,409** 0,371** 0,3918*
Oszteokalcin vs. M3 0,105 0,287* 0,171

A fenti paraméterek Osszefliggéseit megvizsgaltuk a genotipusok fiiggvényében is (13.

tablazat).
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13. tablazat Az oszteokalcin korrelacidja a csontdenzitas értékekkel és az inzulin érzékenységet

jellemz6 M értékekkel a katalaz gén +22348C>T polimorfizmusanak fliggvényében (r)

(BMD L1-4 (g/cm?): lumbalis csontdenzitis; BMD F (g/cm?): femur nyak csontdenzitds; M1: teljes test

gliikoz fogyasztasa (mg/kg/min); M2: zsirmentes testtomeg gliikkoz felhasznalasa (mg/kg izom/min); M3:

zsirszovet gliikoz felhasznalasa (mg/kg zsirszovet/min); oszteokalcin (ng/ml). (Szignifikancia szintek:

*=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001)

Osszes N6k Férfiak
Genotipus CC CT+TT CcC CT+TT CC CT+TT
n 52 28 23 17 29 11
Oszteokalcin | 16 | 0017 | -0112 | -0407 | 0052 | 0423
vs. BMD |14
Oszteokalcin * *
o BMDLE 0,006 | 0127 | -0454*| -0486*| 0153 | 0,580
Oszteokalcin | ggeux | 0432+ | 0461% | 0203 | 0359 |o0,732*
vs. M1
Oszteokalcin | g jocux | 0401% | 0445% | 0,102 0333 | 0,696*
vs. M2
Oszteokalcin 0099 | 0159 0419* | -0,020 | 0026 | 0528
vs. M3

A ndknél megfigyelt szoros oszteokalcin - BMD-F korrelaci6 a genotipussal nem

véltozott. A csontok és a szervezet energia haztartdsa kozotti kapcsolatot teremtd

oszteokalcin és a teljes test, valamint izomszoveti gliikoz felvétel kozotti szignifikans

kapcsolatok a nok esetében a T allél megjelenésével eltiintek. A férfiaknal a vad tipusban

szlint meg a korrelacid, azaz a T allél megjelenése forditott valtozast okozott a két

nemben.

A nemek kozotti kiilonbségek tovabbi okat keresve tobbvaltozds regresszids analizist is

végeztiink. A 14. tablazatban feltiintettiik azokat a parcialis korrelacios egyiitthatokat,

ahol a nemek kozotti kiilonbségek megjelennek.
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14. tablazat A katalaz gén +22348C>T polimorfizmusanak Osszefiiggése az antropometrikus és
biokémiai paraméterekkel regresszios analizissel (r)

(Szignifikancia szintek: *=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001)

Nok Férfiak

Genotipus CC CT+TT CcC CT+TT
Oszteokalcin vs. leptin/adip. -0,451* 0,176 -0,198 -0,019
M-2 vs. leptin -0,325 0,350 -0,371* -0,145
M-2 vs adiponectin 0,203 0,548* 0,454* 0,287
BMD-L,, vs. adiponectin -0,627*** | -0,263 -0,134 -0,314
BMD-F vs. adiponectin -0,557* 0,032 -0,109 -0,203
BMD-L,, vs.DHAEs 0,329 0,251 0,433* 0,180
BMD-F vs. DHAEs 0,158 0,347 0,590** 0,229
BMD-L,4 vs. C-peptid -0,007 0,200 0,505** -0,319
BMD-F vs. C-peptid 0,325 0,029 0,541** -0,395
DHEAs vs. C-peptid -0,320 -0,252 0,439** -0,597
DHAES vs. leptin -0,318 -0,502 0,482** -0,345
Tesztoszteron vs. oszteokalcin | -0,139 -0,261 0,495** 0,223
Tesztoszteron vs. M2 -0,108 -0,362 0,529** 0,154
Tesztoszteron vs. adiponektin | -0,083 -0,283 0,436* -0,061

A n6knél a T allél megjelenéskor eltlinik a kapcsolat az adiponektin és a denzitas értékek
(BMD-L;.4 és BMD-Femur) kozott, valamint az oszteokalcin és leptin/adiponektin arany
kozott.

A férfiak esetében éppen forditott a helyzet, az M2 és a leptin, illetve az M2 és
adiponektin, az BMD-L;.4 és DHEAS, a BMD-Femur és a DHEAs kozotti kapcsolat
ekkor tlinik el, ami talan a femur BMD érték csokkenését eredményezi.

A tobbszoros korrelacio szamitas szerint ndk esetében a vadCAT genotipusban a femur
BMD-t a leptin/adiponektin aranya (nék: b = +0,595; p<0,05, n=21) befolyasolja a
legjobban, az Osszefiiggés azonban a T-allél megjelenésekor eltiinik. A leptin/adiponektin
arany meghatarozo szerepe férfiaknal csak a vadCAT genotipusban a lumbalis gerinc

(BMD-L 1.4 ) esetében lathato ( b =+0,688; p<0,05, n= 20).
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Nembhez kotott kiilonbséget jelent, hogy a vadCAT genotipusban csak férfiakban mérhetd
a tesztoszteron és az 0szteokalcina tesztoszteron és az izom gliikoz felhasznalas (M2), a
tesztoszteron-adiponektin és a leptin-DHEAs kozotti kapcsolat. Ezek a T allél
megjelenésekor eltiintek, akarcsak a B-sejtek miikddését jelzé szérum C-peptid-femur
BMD kapcsolat.

5.3 Génexpresszids vizsgalatok
5.3.1 Differential display

Napjainkban a gydgyszerjelolt molekuldk hatdsmechanizmusénak vizsgéalatdhoz
hozza tartozik a gén szintli mechanizmusok vizsgalata is. Egy, a 2-es tipust diabétesz
szovOdményeinek megeldzésére kifejlesztett molekuldt vizsgéltunk génexpresszid
szinten, mivel az egyes allatkisérletes adatok azt valdsziniisitették, hogy ezek a
molekulak gén szinten képesek kifejteni a hatasukat. Mivel ez a molekula nem tartozott
az eddig ismert hatasmechanizmussal rendelkez6 molekulak k6zé, ezért olyan technikat
kellett valasztanunk, amely gyakorlatilag lehetévé teszi barmelyik, a gyogyszerjelolt
molekula hatasdra differencidltan expresszalodott génnek megtalalasat. Erre a
legalkalmasabbnak a mRNS differential display technika tlint.

A mRNS differential display technika a PCR technika felhasznélésaval képes arra, hogy
pl. egészséges ¢és beteg egyedbdl szarmazo minta, vagy kontroll és kezelt minta (69).

A modszer egymast koveto 1épései a kovetkezOk: mRNS izolalas, reverz transzkripciot
kovetd PCR, a PCR termékek elvalasztasa €és ,,mennyiségi” értékelése, a differencidltan
expresszalodott gének izolalasa, Gijra soksorositasa, plazmid vektorba torténd klonozasa,
szekvencidjanak meghatarozas, génbanki beazonositas, majd a differencidlis expresszid
visszaigazolasa real-time PCR-rel.

A differential display analizishez spontan hipertonias patkanyokat kezeltiink a gyogyszer
jelolt molekulaval (Bimoclomol, 20 mg/kg/nap; kezelt csoport) ill. fiziologias sdoldattal
(kontroll csoport) harom honapig. A mellkasi aortajukbol RNS-t izolaltunk, random
primerekkel reverz transzkripciot és izotoppal jelolt ANTP segitségével PCR-t végeztiink.
A PCR reakcio termékeit akril-amid gélen megfuttatva, az autoradiografias kifejlesztés

utan a 10. dbran lathaté mintazathoz hasonldakat kaptunk.
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Kontroll. Kezelt

10. abra Differencialtan expresszalodott gének a kezelés hatasara

(a nyil jelzi a differencialtan expresszalodott gént)

A kiértékelést vizualisan végeztilk, a parhuzamba allitott csikok intenzitdsai alapjan
megbecsiiltiik a gén expresszid valtozads irdnyat és mértékét. Ha a kezelt mintdban a
kontrollhoz képest a csik intenzitisa nott (Fel), akkor expresszio novekedést, ha a csik
intenzitdsa csokkent, akkor expresszié csokkenésnek (Le) itéltiik a valtozast. A
novekedés ill. csokkenés mértékét egy 10-es skalahoz viszonyitottuk. A 10-es skala
legmagasabb értéke az adott gélen a legintezivebb csik volt, mig a hattér érték volt a
nulla pont, azaz, ha valamelyik parnél az egyik mintdban nem lattunk csikot, akkor azt
nullanak itéltiik.

Az analizisek elvégzése utan a differencidltan expresszalodott csikokbol a DNS-t
visszanyertiik és ujrasokszorositottuk. Sikeres PCR utan a termékeket klonoztuk, majd
szekvencia analizist végeztiink (34 minta). A 15. tibldzatban azokat a ,talalatokat”
tiintettiik fel, ahol a génbanki beazonositas sikeres volt. A tdbldzatban feltiintettiik a
primereket, a valtozas iranyat, a valtozas becsiilt értékét, €s az adott gén génbanki szamat
¢és nevét. Egy-két esetben olyan szekvenciat kaptunk, amely mar a génbanki adatbazisban

szerepel, de a gén még nem ismert (eddig ismeretlen).
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15. tablazat A differencialtan expresszalodott gének

Minta Primer par Valtozas | Génbanki szam Megjegyzés
1/2 T1,VC-ARB20 Le (5-1) 18204102 Eddig ismeretlen
6/3 T1LVC-ARB19 | Le (1-0) 17978458 ATP-szintaz e

alegység
11/3 T1,VC-ARB19 Le (6-1) 12846864 RNS polimeraz II.
12/2/1 T1,VA-ARB17 Le (0,5-0) 23469237 Eddig ismeretlen
12/2/2 T1o,VA-ARB17 Le (0,5-0) 23469237 Eddig ismeretlen
NH3 dependens
13/5 TLVA-ARB17 | Le (3-1) 12860796 NAD(+)-szint4
50S Ribosomal
14/1 T1,VA-ARB17 Le (4-1) 9951628 protein L28
151 | TVA-ARBI17 | Le (0,5-0) 7109044 | AAminopeptidaz A
(Enpep)
50S Ribosomal
16/1 T1,VG-ARB17 Le (6-2) 9951628 protein L28
50S Ribosomal
1711 T1,VT-ARB17 | Fel (0-2) 9951628 orotein 28
50S Ribosomal
18/1 T1VG-ARB17 | Le (2-0,5) 9951628 orotein L28
32/3 T1,VC-ARB6 Le (1-01) 1139534 Human MSSP-2
39/4 T12VA-ARB6 Le (2-0,5) 12849527 GRB10 protein
41/2 T1,VC-ARB5 Le (0,5-0) 17978092 Eddig ismeretlen
45/1 | T,VT-ARBI8 | Le (0,7-0) 12805188 | C@PPIng protein
béta alegység

A kapott talalatokat elemeztiik, attekintettiik az irodalmat és ezek alapjan meghataroztuk,
hogy melyek azon a gének, amelyeket a tovdbbiakban vizsgalunk. A dontés soran
figyelembe vettiik, hogy melyek azok, amelyek a gliikdz homeosztazisban szerepet
jatszhatnak. A valogatas utan harom gént tartottunk olyannak, amivel érdemes tovabb

foglalkozni. Ezeket a 15. tablazatban kivastagitva jeloltiik.
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5.3.2 A differencialt expresszio visszaigazolasa

Elsé 1épésként megprobaltuk visszaigazolni, hogy a harom kivalasztott gén
diabéteszes  modellekben  differencialtan  expresszalodik-e.  Streptozocotinnal
diabéteszessé tett patkanyok (STZ, l-es tipusu diabéteszes modell) majabol RNS-t

izolaltunk és real-time PCR segitségével mértiik az expresszid szintjét.
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11. abra A differencialt expresszi6 visszaigazolasa

(kontroll és STZ diabéteszes patkanyok majabol izolalt RNS)

A visszaigazolas soran csak a GRB10 protein esetén kaptunk jelentds valtozast a gén
expresszioban. Az STZ diabéteszes patkanyokban a GRB10 gén expresszios szintje tobb
mint 7-szeresére emelkedett. A tovabbi vizsgalatainkat erre a génre dsszpontositottuk.

A GRB10 gén expressziojanak valtozasat megvizsgaltuk genetikailag diabéteszes (GK,

2-es tipusu diabéteszes modell) patkanyok és Wistar patkdnyok mdjdban is.

N W b~ O

expresszios szint valtozas

wistar GK

12. abra A GRB10 gén expresszojanak szintje kontroll (Wistar) és genetikailag 2-es tipusa
diabéteszes (GK) patkanyok majaban

A GK patkanyok majaban a GRB10 gén expresszioja ~4.5-szeres emelkedést mutatott.
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L8 myoblast sejteket a konfluens szint elérése utan szérumdeprivacioval myotubokka
differencialtattuk. A sejtek egy részét normal glikéz tartalmt tapfolyadékban
differencialtattuk (DMEM), mig a masik részét magas gliikoz tartalmu tapfolyadékban
(HDMEM, 25 mM gliik6z), modellezve ezzel a gliikdz toxikus hatasat. Az RNS izolalas
el6tt 3 oran at 200 nM inzulinnal kezeltiik (inzulin stimulacid), ezutan RNS-t izolaltuk és

mértiik a GRB10 gén expresszidjat.

25

20

15

10

expresszids szint valtozas

D kont Dins HD kont HD ins
13. abra A GRB10 expresszios szintjének valtozasa a magas glilkoz koncentraciora és az inzulin
stimulaciora

(D kont: normal gliik6z tartalmu tapfolyadék, inzulin stimulacio nélkil; D ins: normal gliikéz tartalma
tapfolyadék, inzulin stimulaciéval; HD kont: magas gliik6z tartalmu tapfolyadék, inzulin stimulacio nélkiil;

HD ins: normal glitkéz tartalma tapfolyadék, inzulin stimulacioval)

A GRBI10 expresszidja 10-szeres ndvekedést mutatott a magas gliik6z hatasara, amit az
inzulin stimulaci6 még fokozni tudott (~2-szeres emelkedés a HDMEM kontrollhoz

viszonyitva, és ~20-szoros emelkedés a DMEM kontrollhoz viszonyitva).

5.4 A GRBI10 gén RS 2237457 (+11275G>A) polimorfizmusanak vizsgalata

A génexpresszios eltérések az egészséges €s a beteg, esetiinkben a diabétesz
allatkisérletes modellek vizsgalatakor ,kandidans gének™ egész sorat tarhatja fel,
melynek ellenérzése human vonatkozésban is indokolt, kiilonosen akkor, ha a populacios
genom vizsgalatok Osszefiiggést taldlnak a kérdéses ,.kandidans gén” polimorfizmusa és
a betegség eclofordulasa kozott. Eldkisérleteink a GRB10 gén eltérd expressziojat
mutattak egészséges ¢és diabeteszes patkanyok esetében. A GRB10 gén ¢és a 2DM kozotti

kapcsolatot 2007-ben genomszintli asszociacids vizsgalat soran igazoltak, amikor a
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GRB10 génnek tobb olyan polimorfizmusat ismerték meg, amely Osszefliggést mutatott a
2-e¢s tipust diabétesz (2DM) kialakulasaval (RS 4947710, RS 2237457) (45, 46).
Vizsgalataink egyik célja az volt, hogy a magyarorszagi egészséges és diabéteszes
populaci6 kozott Osszehasonlitsuk a GRB10 gén +11275G>A (RS 2237457)
polimorfizmuséanak allél gyakorisagat. Ehhez 77 egészséges és 85 2DM beteg DNS

mintajat vizsgaltuk. Az eredmény a 16. tablazatban lathato.

16. tablazat A GRB10 +11275G>A polimorfizmusanak allél gyakorisaga magyarorszagi egészséges

és 2DM betegeknél
Genotipus | Egészséges | 2DM OR | C.1.(95%) xz p
GG 30 44 0,568 | 0,22-1,48 | 1,352 0,756
AG 35 31 0,941 | 0,36-2,48 | 0,015 0,098
AA 12 10 1 - - -
G allél 95 119 0,69 | 0,43-1,09 | 2,489 0,885
A allél 59 51 1 - - -
G allél % 0,62 0,70 - - 0,113
A allél % 0,38 0,30 - - 1,473

Nem taldltunk szignifikdns kiillonbséget a GRB10 gén +11275G>A polimorfizmus
vizsgalata soran az allél gyakorisag kozott (OR) az egészséges és a 2DM csoport kdzott
és az allél gyakorisagok csoportokon beliil eleget tettek a Hardy-Weinberg egyenstlynak
o0)-

Vizsgalatunk masik célja az volt, hogy Osszefliggéseket keressiink a gliikkoz
anyagcsere jellemz0 paraméterei, a hormon, az adipokin, a citokin szintek és
hiperinzulinémias—euglikémias klemp (HEK) technikaval meghatarozott és az inzulin
érzékenységet tiikrozo, egésztest és az izomtdmeg gliikoz felhasznalas kozott az egyes
genotipusokban. A vizsgalatban a Balaton Felvidék Régioban €16, 86 anyagcsere
egészséges (23 nd és 63 férfi) és 53 testzsir tartalom és BMI szerint illesztett, gliikkdz
intolerans (27 nd és 26 férfi) egyén vett részt. A gliik6z intolerans csoportban IFG (7 n6
¢és 8 férfi), IGT (17 nd és 12 férfi) és inzulin-, vagy oralis antidiabetikum kezelést nem
igényld 2DM (3 nd ¢és 6 férfi) betegek voltak. Mivel a vizsgalatba bevont egyének

bevalogatasa nem véletlenszerli volt, hanem anyagcsere allapotok alapjan tortént, ezért
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ellendriztiik, hogy az egyes csoportokba bevalogatott egyének allél gyakorisaga eleget
tesz-e a Hardy-Weinberg egyensulynak. Az egyes csoportokban kapott allél
gyakorisdgokat és a y2 probak eredményeit a 17. tdblazat tartalmazza. Az allél

gyakorisdgok az egyes csoportokban eleget tesznek a Hardy-Weinberg egyenstlynak.

17. tablazat A GRB10 gén +11275G>A polimorfizmusanak allél frekvencidja az anyagcsere
egészséges ¢s a gliikoz intolerans csoportokon beliil
Genotipus Allél frekvencia% ,
GG AG AA G A X
Osszes 51 62 26 0,58 0,41 0,848
Egészséges 36 37 13 0,63 0,37 0,461
Glitkoz 15 25 13 052 0,48 0,162
intolerans

A vizsgalatban részt vett személyek antropometrikus, adipokin és csontdenzitas adatai a

18. tablazatban lathatoak.

18. tablazat

A vizsgalt személyek antropometrikus, adipokin és csontdenzitas adatai (atlag+SD)

(Szignifikancia szintek: n vs. férfi, *=p<0,5; **=p<0,05; ***=p<0,01)

N6 Férfi
n 49 90
Eletkor (év) 49+9 38 £ 13*
Testtomeg (kg) 80+10 78 + 16*
BMI 29+6 27+5
Testzsir % 44+ 6 27 £ 8***
Testzsir (kg) 33+10 24 + 10***
Zsirmentes testtomeg (kg) 39+6 59 £ 8***
Has korfogat (cm) 102 £ 13 99 +15
Se rezisztin (ng/ml) 484+26 407+25
Se leptin ( ng/ml) 36 £ 25 11 + 9***
Se adiponektin (pg/ml) 6,72 £ 3,3 4,97 + 2 5%**
Leptin/Adiponektin (ng/pg) 6,5+5,2 3,0 £ 2 4***
BMD L 14 (g/cm?) 1,092 + 0,14 1,165 + 0,13***
BMD femur nyak (g/cm?) 0,962 + 0,11 1,087 + 0,16***

49



A férfiak izom- csonttomege, a ndk zsirtomege, leptin-, adiponektin-vérszintje a
varakozasnak megfelelden magasabb. Az Odds raci6 és ¥ proba eredménye nem mutat
szignifikans eltérést az allél frekvencidkban a férfiak és nék kozott, igy a nemek kozotti

eltérések okat nem az allélok szamanak kiilonbsége okozza (19. tablazat).

19. tablazat A GRB10 gén +11275G>A polimorfizmusanak allél frekvencidja a HEK vizsgalatban

részt vett férfiak és a nok k6zott

Genotipus | Férfi | Né OR C.1.(95%) v p
GG 33 18 0,55 0,21-1,42 | 1548 | 0,787
AG 44 18 0,41 0,16-1,05 | 3529 | 0,940
AA 13 13 1 -

G allél 110 | 54 0,78 0,47-129 | 0947 | 0,669
A allél 70 44 1 -

A tovabbiakban vizsgaltuk a GRB10 génpolimorfizmus anyagcserehatasait a nemek
elkiilonitése nélkiil és nemek szerinti bontasban is. A 20. tablazat tablazat tartalmazza
azokat a paramétereket, ahol szignifikans illetve jelzetten eltéré eredményeket kaptunk a

két genocsoportban a nemek elkiilonitése nélkiil.
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20. tablazat Az A allél hatasara valtozé paraméterek nemek egylittes értékelésekor (atlag + SD)
(Szignifikancia szintek: GG vs. AG+AA: * = p <0.05; ** = p < 0.01).

N o1 88
Genotipus GG AG+AA
Eletkor (év) 39+ 14 40+ 12
Se rezisztin (ng/ml) 4,24 +2,3 3,97 +2,6
Se leptin (ng/ml) 23+ 28 19+ 16
Se adiponektin (ng/ml) 547 +2.8 6,35+ 3,0
Leptin/adiponektin 0,52+ 0,6 0,33+ 0,2*
Koleszterin (mmol/Il) 5,06+0,9 549 +1,3*
LDL-1 koleszterin (mmol/Il) 0,89+0,2 0,97+04
LDL-2 koleszterin (mmol/l) 0,41+0,3 0,56 + 0,3**
LDL-3 koleszterin (mmol/Il) 0,09+ 0,19 0,11+0,17
LDL-4 koleszterin (mmol/l) 0,026+0,08 0,006+0,02*
HDL koleszterin (mmol/l) 1,44 +0,3 1,44+04
Total LDL (mmol/l) 2,62+0,7 2,95+ 0,9*

Amikor az egész vizsgalt populaciot, nemre vald tekintet nélkiil, csak a genotipus szerint
csoportositottuk, azt lattuk, hogy a GG genotipusban, ha nem is szignifikdns szinten
legmagasabb a leptin és legalacsonyabb az adiponektin vérszint. Az indul6
anyagcserezavar egyik legérzékenyebb markerének tartott leptin/adiponektin arany
kozotti kiilonbség (70, 71, 72) viszont a GG versus AG+AA viszonylatban mar
szignifikans volt. A lipid profilban is eltérést tapasztaltunk a vad és mutans csoportok
kozott.

A 21. tablazatban mar a nemek szerint elkiilonitett szignifikans adatok lathatoak.
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21. tablazat

Az A allél hatasara valtozo paraméterek nemek szerinti bontasban (atlag + SD)

(M2 = izomtémeg gliikoz felhasznalasa (mg/kgizom/min)) (Szignifikancia szintek: GG vs. AG+AA: * =p

<0,05; ** = p < 0,01; *** = p< 0,001).

No6 No6 Férfi Férfi
Genotipus GG AA+AG GG AA+AG
N 18 31 33 57

Eletkor (év) 48+ 9 47 +10 35+13 37+12
Inzulin AUC ogrr (E/) 7,33+4,7 6,83+4,7 | 689+44 | 527 +35*
Se adiponektin (pg/ml) 47429 |853+2,9%** | 598+27 | 510+22
Leptin/adiponektin 0,79+0,7 | 0,43+0,2* | 0,26+£0,2 0,27+ 0,2
M2 501+3.11| 575+3.24 7,10 + 8,69 + 3,0*
BMD-Femur 1,00 £ 0,13 | 0,93+ 0,10* 1,08 £ 1,09 £0,19
BMD-L 1.4 1,16 £0,13 | 1,06 £0,13* | 1,14 +0,11 | 1,17 +£0,13
Koleszterin (mmol/Il) 521+08 | 596+1,3* | 498+1,0 524 +1,2
LDL-1 koleszterin (mmol/Il) 1,02+0,3 | 1,25+0,4* | 0,83+0,2 0,82+0,3
LDL-2 koleszterin (mmol/l) | 0,41 +0,3 054+03 | 041+0,2 | 0,60+0,4*
LDL-3 koleszterin (mmol/l) | 0,10 +0,2 0,06+0,1 | 0,08+0,1 0,14+0,1
LDL-4 koleszterin (mmol/l) | 0,02 +0,03 | 0,00+ 0,03* | 0,03+0,00 | 0,009+0,03
HDL koleszterin (mmol/l) 132+03 | 1,65+05* | 151+04 | 1,34+0,3*
Total LDL (mmol/l) 2,89+0,6 3,35+ 0,9 2,48 £0,7 2,74+0,9

Az inzulinérzékenységet tiikkrozo gliikoz felhasznalas nék esetében nem fiiggott a GRB10
polimorfizmustol, a mért paraméterek koziil az adiponektin vérszint volt szignifikdnsan
alacsonyabb a vad, GG genotipusban, ami magasabb csontdenzitas értékekkel tarsult.
Férfiaknal a GG allél az orélis gliikoz terhelést kovetden fokozott inzulin elvalasztassal
tarsult, amely azonban az intravénas gliilkoz terhelés soran nem volt észlelhetd. Ebben a
csoportban rosszabb volt az izomszovet gliikkdz felhasznalasa is.

A GG allél mindkét nemben rosszabb lipid profilt eredményezett, a kisebb denzitasu,
nagyobb molekulasulyt LDL-1, LDL-2 frakcié koncentracidja alacsonyabb, mig a
magasabb denzitasti frakciok mennyisége nd. NoOknél még a HDL-koleszterin

mennyisége is csokkent.
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A nemek kozotti kiilonbséget még jobban érzékelhetjiilk, ha az izomszovet gliikkoz

felhasznalasat jellemzé M2 paraméter korrelacids kapcsolatait vizsgaljuk (22. tablazat).

22. tablazat A nemi hovatartozas €s az A allél hatasa az izomszoveti gliikoz felhasznalas (M2)

korrelacios kapcsolataira (r)

(Szignifikancia szintek: *=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001)

No No6 Férfi Férfi
Genotipus GG AA+AG GG AA+AG
BMI -0,443** | -0,659*** | -0,616*** | -0,595***
Testzsir% -0,556** | -0,761*** | -0,805*** | -0,654**
Gliik6z AUC ot (Mmmol/l) -0,504* -0,384* -0,587** | -0,581***
Inzulin AUC o (E/N) -0,527* | -0,421** | -0,532** | 0,319*
Gliikoz AUC gt (mmol/l) | -0,454* -0,456* | -0,500** | -0,548***
Inzulin AUC a1 (E/N) -0,638*** | -0,471** | -0,517** | -0,453**
Leptin (ng/ml) ns ns -0,488* | -0,483***
Adiponektin (ng/ml) ns ns 0,702*** | 0,321**
Leptin/adiponektin ns ns -0,580** | -0,532***
Koleszterin (mmol/l) ns ns -0,357* -0,343**
LDL-1 (mmol/l) ns ns ns ns
LDL-2 (mmol/l) ns ns -0,488** | -0,460**
LDL-3 (mmol/l) ns ns -0,420* | -0,531***
LDL-4 (mmol/l) ns ns ns -0,312*
HDL (mmol/l) ns ns ns ns
Total LDL (mmol/l) ns ns -0,417*** | -0,255*
Oszteokalcin (ng/ml) +0.785*** ns +0,392* | +0,429**

Nok esetében az M2 értékek kapcsolata a lipid paraméterekkel, a leptin- és adiponektin
szérumszintekkel mindkét csoportban eltiinik, igy ezek a kiilonbségek nem hozhatok

kapcsolatba a genotipus valtozasokkal.
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6. MEGBESZELES

6.1 Vér katalaz enzim referens tartomanya

A vér kataldzaktivitds referens tartomanyat mintegy 1700 aktivitds eredménybdl
hataroztuk meg. A férfiakra és a ndkre kiilon referens tartomanyt adtunk meg, mert az
eloszlas normalitas vizsgalata és az also/felso referens hatar alatti/feletti értékek egylittes
vizsgalata (7,2% vs. kritikus 4,1% ¢és 7,9% vs. kritikus 4,1%) egyiittesen jelezték, hogy
kiilon referens tartomanyt kell megadni a két nem szdmara. A néknél szignifikansan
(p<0,001) alacsonyabb értékeket (107,7+ 14,4 MU/I) kaptunk, mint a férfiak esetében
(117,9£16,9 MU/). A ndék alacsonyabb vér Kkatalazaktivitisa a periodikus
vérvesztéségiikbol szarmazo alacsonyabb vordsvértestszammal magyarazhato. Az életkor
hatasa a katalazaktivitasra a férfiaknal és ndknél egyarant megmutatkozik, de nem
szignifikansan, igy életkor fiiggést megadni nem sziikséges. Az életkor fiiggés, ha
csekély mértékben is, de kiilonbézden valtozik a férfiaknal és a ndknél, a ndknél az
¢letkor eldre haladasaval kevésbé csokken, ami nem meglepd, hiszen a menopausa utan a

periodikus vérveszteség hatdsa mar nem jatszik szerepet.

6.2 A katalaz gén mutaciéinak és polimorfizmusainak vizsgalata

A katalazaktivitas referens tartomanyanak meghatarozasa utan tobb ezer egyénnél
mértiik a katalazaktivitast, hogy megtalaljuk azokat a személyeket, akiknél csokkent a
katalazaktivitas. A mintegy 3300 vizsgalt egyén koziil 6 személyt talaltunk, akiknél
aktivitas csokkenést tudtuk detektalni. Az 1630 klinikai beteg koziil harom bizonyult
csokkent aktivitasunak, igy 0sszesen 9 személyt regisztraltunk, mint hipokatalazémias. A
9 személy mindegyike més csalddhoz tartozott. A csaladok tagjaindl szintén
katalazaktivitas vizsgalatot végeztiink. A csaladok tagjai kozott 37 személy
hipokatalazémias (57,5+11,7 MU/l), mig 47 személy normokatalazémias (98,6+£17,9
MU/I) volt. Az igy megtalalt egyének DNS mintaja képezte a genetikai vizsgalataink
alapjat.

A katalaz gén mutacidinak illetve polimorfizmusainak a vizsgalatat az ismert mutaciok
magyarorszagi feltérképezésével kezdtik. A japan tipust akataldzémidban két

pontmutaciot talaltak (15). Az egyik egy A—T szubsztiticié a promoter régioé -21-es

crer
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utodbbi nem volt megtalalhatd a magyarorszagi hipokatalazémias egyénekben, amint azt
korabbi vizsgalatok bizonyitottak. Az A—T szubsztiticié vizsgalata soran viszont
varatlanul kiugréoan nagyszamu mutaciot kaptunk. A PCR termékek szekvenalasa
azonban magyarazatot adott erre az eredményre, ugyanis az analizis soran harom
pontmutéaciot fedeztiink fel. Az A—T mutaci6 a hipokatalazémias egyénekben
szignifikansan (P<0,001) magasabb volt, mint a normokatalazémias betegeknél (2/36 vs
14/18). Mivel azonban ez a mutacio a kontroll egyéneknél is megtalalhato, ezért ez nem
tekinthetd a csokkent kataldzaktivitds kizardlagos és egyértelmii magyardzatdnak. A két
ujonnan megtalalt mutacidé koziil az egyik a hipokataldzémias betegeknél is alacsony
frekvenciat mutatott (-20 C—A, 3/35 vs. 0/32), a masik esetén pedig a kontroll csoport és
a hipokatalazémias csoport kozott nem volt szignifikans kiilonbség az allél frekvenciaban
(-18 C—-T, 18/20 wvs. 20/12), igy egyik uUjonnan megtalalt mutacioval sem
magyarazhatjuk a csokkent katalazaktivitast.

A hipokatalazémids egyének kozott magas volt a diabétesz gyakorisaga (12,3%),
ezért a mutacid illetve polimorfizmus vizsgélatainkat kiterjesztettiik a diabéteszes
populdcidkra. A kataldz gén 2. exonjara és kozvetlen kornyezetére fokuszaltunk, és
egyszali konformacids polimorfizmus (SSCP) analizist végeztiink. PCR heteroduplex
modszerrel pedig a GA illetve G inzerciot kerestiik a 2-es exonban. A 308 diabéteszes
beteg koziil 11 személynél talaltunk szekvencia analizissel is megerdsitett mutaciot, ami
3,57%-nak felel meg, és a mutaciok allél frekvenciaja 1,78% volt. A kontroll csoportban
nem detektaltunk mutaciot. A megtalalt mutaciok koziil 6t Gjonnan detektalt muticio
jelent meg, de nem okozott szignifikans katalazaktivitds csokkenést. Ez a mutacio az
intronon helyezkedik el, ezért ezt ugy tekintjiik, mint a katalaz gén egy benignus
polimorfizmusat. A 2. exonban 1évé T—G (96-os pozicio) és a G—C (135-6s pozicid)
missense mutaciok megvaltoztatjak az adott helyen 1évé aminosavat. Az 53-as aminosav
pozicioban az aszparagin helyett glutamin lesz, mig a 67-es aminosav pozicidban
glutamin helyett cisztein. A kataldz enzim amino terminalis doménjanak van egy 75
all, és mindkét hélix részt vesz az alegységek egymas kozotti kapesolataban. A masodik
hélix szamos aminosavja (Val 44, Arg 72, Val 74 és His 75) nagyon fontos a hem-protein
megkotésében. A két ujonnan detektalt missense mutacioé (53-as és 67-eS aminosav

pozicid) nagyon kozel van ehhez a szakaszhoz, ezért ezek az aminosav szubsztiticiok
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katalazaktivitas csokkenést eredményezhetnek, ami hidrogén-peroxid emelkedést és
folyamatos oxidativ stresszt 0koz, mely hozzajarulhat a 2-es tipusi diabétesz
kialakulasdhoz. A két frameshift mutacié (GA illetve G inzerci6 az 2-es exonban) stop
kodon beépiilését okozza a 134-as, illetve 57-es aminosav pozicioban (az 517-es
pozicidban 1évé stop kodon helyett), igy trunkalt katalaz proteinek keletkeznek, amelyek

felelosek lehetnek a csokkent katalazaktivitasért.

6.3 A Kkatalaz gén +22348C>T polimorfizmusa és a csontallapot kapcsolata

A katalaz gén +22348C>T polimorfizmusat vizsgaltuk, és Osszefuggéseket
kerestiink a csontéallapot és genotipusok kozott. Nemek szerinti bontasban szignifikans
kiilonbséget talaltunk a férfiaknal a femur nyak csontstiriisége €s a genotipusok kozott. A
csak C alléllal (vadCAT) rendelkez6 férfiak csontdenzitasa magasabb, mint a mutansCAT
genotipusban (CT+TT=mutansCAT).

Az irodalom adatainak megfelelden a csontdenzitds szignifikans kiilonbozott a két
nem kozott (p<0,001), de amikor a genotipusokat is figyelembe vettiikk, a mutansCAT
genotipusban a csontdenzitas kozotti kiilonbség a nemek kozott kiegyenlitédott (BMD-F
férfi mutansCAT vs. né mutansCAT: p=0,247; BMD-L1.4 férfi mutdnsCAT vs. nd
mutansCAT: p=0,279).

Férfiak esetében viszont a mutansCAT csoportban a szignifikansan magasabb D-3
vitamin szint ellenére alacsonyabb femur-nyak denzitast észleltiink. Ez férfiakban jobb
inzulin érzékenységre utald alacsonyabb ¢homi inzulin szintekkel, az oszteokalcin és M-
2 kapcsolat kialakulasaval, valamint az izom ¢és zsirszovetben torténd cukorfelhasznalas
aranyanak jelzett valtozasaval jart (M3/M2: vadCAT: 0,25 £ 0,09 vs. mutansCAT:0,28 +
0,06, p=0,06). A femur BMD értékek nem mutattak kapcsolatot az inzulin vérszintekkel,
tikkr6z6 C-peptid szintekkel (a plazméaban mért inzulin szintek alacsonyabbak, mert a 5 —
sejtek altal szekretalt inzulin egy része kotddik a majsejt receptorokhoz és mar a majban
elbomlik). Ez a kapcsolat esetiinkben a férfi nemhez kotottnek bizonyult és az oxidativ
stresszhez torténd alkalmazkodas valtozasaval, a T allél megjelenésekor megbomlott.

A kataldz gén +22348C>T polimorfizmusanak fontos szerepet tulajdonitottak a
csontdenzitas €s a csontformacios markerként szamon tartott oszteocalcin és energia
haztartas kapcsolataban, igy a csont metabolizmusban is. A 22348-as pozicioban 1évé C
nukleotid cseréje T-re ugyanis szignifikans oszteokalcin szérum koncentracio csokkenést

¢és csontdenzitas novekedést (BMD-F és BMD L;.4) okozott a koreai postmenopauzas
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nékben (32). A hazai vizsgalt populacion ezt az Osszefliggést nem tapasztaltuk, ami
felhivja a figyelmet arra, hogy a genetikai vizsgalatok populacié specifikus eredményeket
hozhatnak, emiatt feltétleniil sziikséges minden polimorfizmust a hazai populacion is
megvizsgalni. Ehhez nyujthatnak nagy segitséget a populdcid és/vagy betegség
specifikus génbankok, mint példaul a Koranyi Andras Dunantuli Génbank, amelynek
mintait a munkam sorén is felhasznaltam.

az inzulin érzékenységet kifejezd egésztest glilkdoz felhasznalas (M1), zsirmentes
testtomeg gliikoz felhaszndlds (M2) ¢és zsirszovet gliikkoz felhasznalas (M3)
vonatkozasdban is vizsgaltuk. Eldzetes eredményeink bizonyitottdk, hogy a gliikkoz
felhaszndlas és az oszteokalcin szint kozott meglévo szignifikans korrelacié az inzulin
érzékenység romlasaval mindkét nemben megsziinik (35).

Ha azonban ezt a korrelaciot a +22348C>T polimorfizmus fliggvényében vizsgaljuk,
akkor azt latjuk, hogy a nékben a vad tipus esetén (CC) pozitiv korrelacié van az
oszteokalcin és a M értékek kozott, a mutansCAT genotipusban viszont ez a korrelacio
megsziinik, férfiaknal pedig a helyzet forditott. A +22348C>T nukleotid szubsztitlicio az
exon 9-ben nem okoz aminosav valtozast, igy ez a polimorfizmus jelenleg még csak egy
markernek tekinthetd, és talan nem jarul hozza a katalaz aktivitas valtozasahoz, vagy
eddig ismeretlen modon, az intronon elhelyezkedd eltérésekhez hasonloan valtoztatja
meg a gén atirasat. A kapott 6sszefiiggéseket nem nagyszamua mintdn kaptuk, igy nagyon
merész lenne azt kijelenteni, hogy a kataldz gén ezen polimorfizmusinak eredménye
predesztindlhatja az oszteokalcin, a csontmetabolizmus és a gliikoz anyagcsere kozotti
allapotot, de okot adhat a vizsgalat szélesebb korben valo kiterjesztésére.

A fenti adatok alapjan a +22348C>T kataldz gén mutéacio hatdsa tehat nemhez kotott. A
T allél megjelenése protektiv anyagcsere hatasu, ami a fajfejlodés soran kialakult negativ
energia- és csontmetabolizmus kapcsolatnak (33) megfeleléen a férfiak esetében
kedvezdtlen a femur allapotara.

Vizsgalatunkban a mutansCAT gént (T allél) hordozé ndékben a valtozé anyagcsere
(adiponektin, leptin-M2) és csont kapcsolatok (adiponektin-BMD) nem jartak
szignifikans csontdenzitds valtozasokkal. Férfiakban a T allél megjelenése, talan a
megvaltozd adipokin—anyagcsere (M2) kapcsolatok miatt, denzitds csokkenést okoz a
femuron. A mar emlitett evolucios kapcsolatnak megfeleléen ebben az esetben is a javulo

HOMA érték jelzi, hogy a jobb anyagcsere allapot gyengébb femur denzitassal tarsult.
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Vizsgalatunk e nemhez kotott hatds mechanizmusat nem tisztazta. A tobbszoros
korrelacios szamitasok soran észlelt adatok (a leptin/adiponektin arany ndk esetében a
femur, férfiak esetében az L1-4 BMD értékét befolyasolta, és ezek a kapcsolatok a T allél
megjelenésekor megszlintek), valamint a T allél megjelenésével eltiind negativ leptin-
anyagcserehatas, és az ugyancsak megsziinG pozitiv leptin-DHEAs és DHEAs-femur
denzitas kapcsolat alapjan felvetédik az ismerten nemi kiilonbségeket hordozo leptin

szerepe (73).

6.4 A differential display eredményei

A differential display analizis célja alapvetden gyogyszerjelolt molekuldk
hatdsmechanizmusanak a vizsgélata volt, amelyhez olyan géneket kellett taldlnunk,
amelyek eltérden expresszalodnak bizonyos patologids modellekben és a gyogyszerjelolt
molekuldk képesek ezt az expresszidos kiillonbséget kiegyenliteni. Az analizis
eredményeként harom olyan gént taldltunk, amelyekkel a tovabbi vizsgalatokat
folytattuk, visszaigazolva az expresszios kiilonbségeket. A legkecsegtetobb génnek a
GRB10 bizonyult. Megallapitottuk, hogy mind az 1-es, mind a 2-es tipusu diabéteszes
allatmodellekben eltéréen expresszalodik, a magas gliikoz koncentraci6 is noveli a

mRNS mennyiségét.

6.5 A GRB10 +11275G>A polimorfizmusanak eredményei hazai populacion

Genomszintli asszociacios vizsgalat soran igazoltdk, hogy a GRB10 gén és a 2DM
kozott kapcesolat van, és a GRB10 génnek tobb olyan polimorfizmusat ismerték meg,
amely Osszefliggést mutatott a 2-es tipust diabétesz (2DM) kialakulasaval (pl.: RS
4947710, RS 2237457). Munkéank sordn hazai egészséges €s kezelést nem igénylé 2DM
populécié esetében vizsgaltuk a GRB10 RS 2237457 (+11275G>A) allél frekvencia
eléfordulasat; valamint az allél tipusok Osszefliggését a biokémiai paraméterekkel, a
gliikoz anyagcsere mutatoival, a hormon, az adipokin, a citokin szintekkel és az inzulin
érzékenységet tiikr6zo, egésztest gliikoz felhasznalassal.
A magyarorszdgi 2DM betegek estében nincs kiilonbség a GRB10 gén vizsgalt
polimorfizmusaban (RS 2237457, +11275G>A ) az allél gyakorisag kozott a kontroll
csoporthoz viszonyitva. Ez 0Osszhangban van a Skandinavidban és Amerika tobb
népcsoportjaban mért adatokkal, de eltér az amerikai Amish kézosségben talalt adatoktol
(magyarorszagi populdcié egészséges G: 62% vs. 2DM G: 70 %; Amish kozdsség
egészséges G: 68 % vs. 2DM G: 53 %). Az amerikai Amish népesség korében végzett

vizsgalat soran a GRB10 gén +11275G>A polimorfizmusa szoros Osszefliggést mutatott
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a nem diabéteszes személyek ordlis glilkoéz terhelése soran szémitott gliikoz AUC
értékével (p =1,07 x 10'5). Mi a vizsgalataink soran ,,prediabéteszes” személyeket, azaz
az egészségestol az IFG és IGT-n keresztiil a kezelést nem igénylé 2DM-ig vizsgaltunk.
Ebben a populaciéban nem volt 0sszefliggés a genotipus és glikoz AUC kozott, de a
férfiaknal kapott nagyobb inzulin szekréci6 a vad tipusban alatdmasztja, hogy a gén
polimorfizmusa az inzulin jelatvitelt befolyasolja, és ez Osszecseng azon allatkisérletes
adatokkal is, amelyek a GRB10-t az inzulin-elvalasztassal hozzak kapcsolatba. Mivel ez
a jelenség az intravénds gliikoz terhelés sordn nem észlelhetd, feltételezhetd, hogy a
GRBI10 hatisa az inzulin-elvalasztidsra az inkretin jelatvitelen keresztiil valosul meg.
Eredményeink megerdsitésére nagyobb esetszdmra lenne sziikségiink, azonban a klemp
vizsgalatok magas koltsége ezt megneheziti.

Az allél variaciokkal Osszefiiggd, leptin/adiponektin  és lipidprofil alapjan
feltételezhetjiik, hogy a GG homozigotdk esetében egy funkcidjaban erdsebb alléllal
allunk szemben. Az aktivabb GG allél a posztnatilis idészakban a zsirakkumulaciot
(zsirsejt ploriferacid eldsegitése a MAP kinaz uton) és a metabolikus inzulin jelatvitelt
(IR-IRS1 szinten) képes befolyasolni, igy az egyéb poligénes és kornyezeti hatasokkal
egylitt szerepet kaphat az inzulin rezisztencia és a 2DM kialakuldséban.

Vizsgalatunk alapjdn egyértelm{i, hogy a nemek kozott jelentds kiilonbség van a
gliikozfelhasznalas, inzulinérzékenység €s az adipokin kapcsolatok vonatkozasdban. Bar
az esetszadm alacsony, ugy tiinik, hogy ezt a nemhez kotott kapcsolatot a jelenleg vizsgalt

GRB10gén polimorfizmusa nem befolyasolja (74).

6.6 Koranyi Andras Dunantuili Génbank létrehozasa

A DNS, plazma és mononuklearis sejt mintatar funkcioja tobbszoros.
Lehetdséget és alapot nyujt a specifikus diagnosztikus blokkok (Protein macro és micro
array-k) kialakitasara, a kialakitott protein array-k gén szintli tesztelésére, annak
ellenérzésére, hogy a vizsgalt fehérjék posztranszlacios allapot eltérései-e, mennyiben
tilkroznek genetikai hajlamot jelentd, a hazai (dunanttli régiod) populaciora jellemzd
géneltérést.
Lehetdséget nyujt a vildgirodalomban publikalt géneltérések, ,kandidans gének”
betegség €s populécio specificitdsanak vizsgalatara a hazai mintakon.
Lehet6ség nyilik 0j géneltérések feltarasara és a betegség-kapcsolat genom szintii
vizsgalatara. Ezek az eredmények biztosithatjdk a ,betegség specifikus" expresszids

markerek feltarasat, a korai és olcso diagnosztikus tesztek kialakitasat.
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Vizsgalataink is bizonyitottdk, hogy a fenotipust (betegséget) befolyasold genetikai
jegyek populacio specifikusak (lehetenek), emiatt azok ellendrzése feltételeniil
sziikséges, mieldtt a mai technikakkal (Chip) igért, sok ezer gén-polimorfizmus azonnali
feldolgozasardl szold, egyénre szabott orvoslds szédiilete elragadnd a gyakorlati
orvoslast. Ennek a munkanak pedig az alapja a népességet jellemz6 génbankok
l1étrehozasa, melyek biztositjak a lehetOséget az eltérd populaciokon nyert genetikai
adatok ellendérzésére.

A génbank létrehozasa oridsi, kitartd, kovetkezetes és tapasztalatom szerint sok évet
atoleld, de kikeriilhetetlen munkéat jelent. A Balatonfiiredi Szivkdzpont Alapitvany és a
DRC Kft. tamogatasaval, valamint az aktiv kozremilkodésemmel kialakult és
folyamatosan fejlodd, diabéteszes ¢és korai (perimenopauzdban mar meglévd)
oszteoporozisos csaladokat gylijt6 balatonfiirdi génbank, ha f6ldrajzilag nem is
reprezentalja hazankat, de populaciés vonatkozasban az itt 1évé mintegy 7000 minta, ami
egyben 700 csaladot is jelent (2010-es adat) nagy segitséget jelenthet az idegen
népességben nyert genetikai adatok ellendrzésében, friss kutatdsok tdmogatidsdban. A
fenotipus adatok szamitdogépes adatbazisba valo felvétele lehetdséget teremt arra, hogy a
mintak kozott a felvitt adatok alapjan valogossunk és valasszuk ki a kutatasi témankhoz
sziikséges anyagot. Az id6kdzben elvégzett kozel kétszaz klemp vizsgalat, és a hozzajuk
kapcsolodo tarolt mintak (DNS, plazma, mononukledris sejt), valamint a fenotipus adatok

pedig tovabbi fenotipus—genotipus kapcsolatok elemzésében nyujthatnak majd segitséget.
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7. OSSZEFOGLALAS

Meghataroztuk a vér katalaz enzim referens tartomanyat ndkben és férfiakban
egyarant.

Megtalaltuk a magyarorszagi hipokatalazémias betegekben a katalaz gén promoter
akatalazémiaban is megtalalhato, valamint két (ij mutaciot detektaltunk a -20-as és -18 —
as pozicioban.

5 ) pont és 2 ismert frameshift mutaciot detektaltunk a 2. exon és kozvetlen
kornyezetének vizsgalata soran diabéteszes betegekben. Két uj pontmutacio, a 96-0s
pozicidban 1évé T—G és a 135-6s pozicioban 1évé G—C missense mutacio olyan helyen
okoz aminosav cserét, ami enzimaktivitas csokkenéshez vezethet. A két frameshift
mutacidé (GA illetve G inzercid a 2-es exonban) stop kodon beépiilését okozza, igy
trunkalt katalaz proteinek keletkeznek, ami csokkent katalazaktivitast okozhat.

Megallapitottuk, hogy a katalaz gén +22348C>T polimorfizmusanak hatasa gliikoz
anyagcserére €és a csontok allapotdra nemhez kotott. A T allél megjelenése protektiv
anyagcsere hatdsu, ami a fajfejlddés sordn kialakult negativ energia- és csont-
metabolizmus kapcsolatnak megfeleléen a férfiak esetében kedvezdtlen a femur
allapotara. A katalaz gén polimorfizmus nemi specificitasaban a nemek kozotti
zsirmegoszlas (visceralis és szubkutan zsir eltérd ardnya) és az adipokin (leptin) hatasban
megmutatkozo kiilonbségek jatszhatnak szerepet. Adataink nem erdsitették meg a koreai
nokon tett megfigyeléseket, miszerint a T allél alacsonyabb osteocalcin vérszintekkel és
magasabb femur denzitassal tarsul.

Eltéréen expresszalodott géneket mutattunk ki diabéteszben differential display
analizissel, melyek jelentdségét a késdbbi genom vizsgalatok is igazoltak.

Nem talaltunk szignifikans eltérést a GRBI10 +11275G>A polimorfizmusat
vizsgalva a kontroll és diabéteszes csoport kdzott a magyarorszagi populacioban. A
nemekre jellemzd testzsir, inzulin érzékenység, leptin/adiponektin ardny és az allél
variaciok kozotti osszefiiggések alapjan feltételezhetd, hogy a GG allélnak szerepe van a

2-es tipusu diabétesz kialakulasaban.
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9. TARGYSZAVAK ES ROVIDITESEK JEGYZEKE

Targyszavak:

katalaz enzim, akatalazémia, hipokatalazémia, GRB10 protein, insulin rezisztencia,
oszteoporozis, polimorfizmus, csontdenzitas, hiperinsulémias-euglikémias klemp, gliik6z
anyagcsere, csontanyagcsere

catalase enzyme, acatalasemia, hypocatalasemia, GRB10 protein, insulin resistance,
osteoporosis, polymorphism, bone density, hyperinsulinemic-euglycemic clamp, glucose
metabolism, bone metabolism

Roviditesek:

ADA: American Diabetes Association

BMD F (g/cm2): femur nyak csontdenzitas

BMD Li.4 (g/cm2): lumbaris csontdenzités

BMD: bone minaral density (csontdenzitas)

BPS domen: Between PH and SH2 domain

CAT: katalaz (EC 1.11.1.6; hidrogénperoxid-hidrogénperoxid oxidoreduktaz)

DEXA: kettds rontgensugar abszorpciometria

DHEAs: dehidro-epiandroszteron-szulfat

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium

FCS: fetal calf sera (magzati borji szérum)

FRET: Fluorescence resonance energy transfer

GAUC: glucose area under curve

GRB10: growth faktor feceptor bindig protein 10

HNK: hiperinzulindmias-euglikémias klamp

HOMA-IR: homeostasis model assessment

IFCC: International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory

IFG: impaired fasting glucose (emelkedett ¢homi gliikdz)

IGFR: insulin-like growth factor

IGT: impaired glucose tolarence (csokkent gliikkoz tolerencia)

IR: insulin receptor

IRS: insulin-receptor substrat

IVGTT: intravénas glukéz tolerancia teszt

M1 értek: teljes test gliikkdz fogyasztasa (mg/kg/min)
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M2 érték: zsirmentes testtomeg gliikoz felhasznalasa (mg/kg izom/min)
M3 értek: zsirszovet gliikkoz felhasznalasa (mg/kg zsirszovet/min)
MAPK: mitogén aktivalt protein kinaz

OGTT: oralis gliikdz tolarencia teszt

PINP: 1-es tipust teljes prokollagén amino-terminalis propeptid
PI-3 kinaz: Phosphoinositide 3 kinaz

PPAR : peroxisome proliferator-activated receptor

RFLP: restriction-fragment length polymorphism

ROS: reactiv oxigen species

SNP: single nucleotid polymorphism

SOD: szuperoxid dismutase

B3 crosslaps:1-es tipusu kollagén C terminalis telopeptid

SSCP: single-stranght conformational polymorhism
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10. KOSZONETNYILVANITAS

Elsésorban koszonetemet szeretném kifejezni a témavezetdmnek, Prof. Dr. Goth
Laszl6 egyetemi tanarnak és a mentoromnak, Prof. Dr. Koranyi Laszld cimzetes
egyetemi tanarnak. Ahogy mondani szokas, nélkiililk ez a dolgozat ,,nem johetett volna
1étre”. Goth Laszlo volt, aki eldszor megszerettette velem a human diagnosztikat,
megtanitotta a szakmat, megkdvetelte télem, hogy a rutin feladatokon kiviil massal is
foglalkozzak, képezzem magamat, rendszerezzem ismereteimet. Végig figyelemmel
kisérte a munkamat, 0sztonzott a dolgozat elkészitésére, szakmai tanacsokkal latott el,
biztositotta a kisérletek egy részének elvégzéséhez sziikséges anyagokat és helyet.
Miutan mas munkahelyre keriiltem, Koranyi Laszl6 vette at az ,atyai” szerepet,
gondoskodott az ujabb és jabb témakrol, anyagokrdl, eszkdzokrdl €s iranyitott. Hiven
kovetve Goth Laszlo példajat, ¢ is mindig arra inspirdlt, hogy ne hagyjam abba a
kutatomunkat, irjak cikkeket, irjam meg a dolgozatomat. Mindketten rendszeresen és
tisztdn joindulatbol szamon kérték rajtam a munkéat. Az O kettejiilk buzditdsa és
noszogatasa nélkiil sohasem lett volna erém a napi munka mellett a dolgozatot megirni.
Ok hitették el velem, hogy ezek az eredmények érdemesebbek anndl, mintsem egy
fiokban taroljam.

Koszonetemet fejezem ki Prof. Dr. Kurucz Istvannak is, aki megtanitott a
molekularis modszerek alapjaira, a kitartasra, a szisztematikus és preciz munkara, a
hibakeresésre és a gondolkodasra.

Ko6szondm azoknak a kollégédknak és kollégandknek a segitségét, akik részt vettek a
kisérleti munkdk elvégzésében. Kiilon koszonet Vecsei Istvanné Zsuzsénak, akivel
heteken keresztiil mértilk az anyagcsere paramétereket, Kiss Erzsébet Deninek, akivel
hoban-fagyban gytijtottiik a csaladmintakat, Handler Andrasné Zsuzsanak és Trejer
Ferencné Maridnak, akik azt a rengeteg katalaz aktivitdst megmérték, Kocsordi
Krisztinanak, aki kataldz polimorfizmus vizsgalatok egy részét végezte.

Koszonet azoknak a cégeknek és képviseldiknek, akik sokszor ingyenes reagenseket
adtak, primer tervez szoftvert bocsatottak a rendelkezésemre stb.

Végiil, de nem utols6 sorban kdszondm a Mamanak, a csalddomnak, a barataimnak,
hogy kibirtak velem ezt a hosszt id6t és megértették, hogy néha a ,,tudomany” miatt

nincs kész valami, vagy a miatt nem mehetiink kirdndulni, tarazni.
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