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BEVEZETES

A 2-es tipust diabétesz (2DM) eléfordulasa olyan mértékben nd, hogy ma mar diabétesz
vilagjarvanyrodl beszéliink, de ez a jarvany talan lefékezhetd, megallithatd. Nagy nemzetkozi
vizsgalatok ugyanis bizonyitjak, hogy a 2DM megel6zhetd, de csak a korai szakban, akkor,
amikor még a gliikéz intolerancia kezdddik. 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 all fenn.
Ebben az iddszakban életmodbeli, diétas megszoritasokkal és néhany, inzulinérzékenyitd
gyogyszerrel a 2DM kialakulasa megel6zhetd vagy eltolhatd. A vilagszerte oridsi erdkkel
folyé genomikai vizsgalatok szinte napr6l napra igazolnak a 2DM-el Osszefiiggd gén
kapcsolatokat, melyek részben a hajlam feltarasat, részben pedig a fehérjék szerkezetében,
funkcidjaban eltérést okozo génmutaciok esetében, a betegség igen korai idészakban torténd
felismerését, valamint az érszovodmények iranti fogékonysag megallapitasat igérik.

Definicié szerint az inzulin rezisztencia olyan allapot, amikor normalis mennyiségii
inzulin szubnormalis vélaszt eredményez. A 2-es tipust cukorbetegek tobbségében az inzulin
hatasa a vartnal kisebb, inzulinérzékenységiik csokkent, vagyis inzulin rezisztensek. Az
inzulin érzékenység szokatlanul nagymértékii varidciot mutat az egészséges lakossag
vizsgalatakor is. A kiilonbségeknek azonban minddssze csak egyharmadaért felelések az
inzulin hatdsat ismerten befolyasold tényezOk (elhizas, taplalkozas, fizikai aktivitds,
kornyezeti tényezok stb.), jelezvén, hogy az inzulin érzékenységért dontd mértékben genetikai
tényezok feleldsek.

Az inzulin rezisztencia gyakorlatilag még alig diagnosztizalhatd. Az inzulin érzékenység
nemzetkozileg elfogadott mérési modszere, a ,gold standard”, a hiperinzulinémids,
euglikémias infuzios klemp (HEK) technika, azonban ez a modszer iddigényessége, invaziv
volta €s magas koltsége miatt nem alkalmas diagnosztikus szlirdvizsgalatokra. Az alternativ
megoldds a HOMA érték hasznalata lenne, mely egy éhomi vércukor és inzulin szint
ismeretében szamolhat6 (HOMA-R= (éhomi gliikkoz mmol/l x ¢homi inzulin puE/ml)/ 22,5).
Ez a széles korben hasznalt paraméter azonban gyenge kapcsolatot mutat a HEK modszerrel
mért M értékekkel (ahol M = mg gliikoz/min/testtomeg kg, vagy izomtdémeg, vagy a test
zsirtomege), ezért szamos komplikaltabb variacidja ismert, ahol a szabad zsirsav,
zsirparaméterek, adipokinek mérésével probaltak az eljaras hasznalhatosagat — nem sok

sikerrel — novelni. Ezen problémak megoldasara kindl alternativ utakat a genetika. gy azon



gének genetikai vizsgalata, melyek Osszefliggésben lehetnek a diabétesz kialakuldséaval,
kozelebb vihetnek benniinket az inzulin rezisztencia korai diagnosztizalasahoz.

Az inzulin rezisztencia nemcsak a 2DM-et megel6z6 allapot és a 2DM jellemzdje, hanem
szamos betegségben kimutathatd klinikai tlinet. Ilyen a metabolikus szindréma, elhizés,
starvacio, terhesség, acromegalia, szepszis, égési taruma, carcinoma, cachexia, vagyiS az
olyan allapotok, ahol a patomechanizmusban az oxidativ stressz jelenléte €s a reaktiv oxigén
gyokok (ROS) szerepe valoszintsithetd, sot igazolt. A H,O»-t atalakito katalaz enzim szerepe
ebben a folyamatban pedig kulcsfontossagu. A katalaz génnek tobb polimorfizmusa is ismert,
melyek kiilonbozo betegségekkel kapcsolhatok dssze, de ismeriink szimos olyan mutaciot is,
amelyek nem befolyasoljak a fehérje expressziot, nincsenek hatdssal az enzim aktivitasra, €s
jatszhat az oszteoporozis kialakuldsaban is. Szdmos adat sz6l arrél, hogy a korral dsszefliggd
csontvesztés nem kizarolag a hormonalis allapot valtozasat tiikkrozi, hiszen fiatal ndk és
férfiak 20-as éveiben - minden hormonalis valtozas nélkil is- mar kimutathato a trabekularis
csontvesztés. A sex szteroidoktol fliggetlen, korral Osszefliggd csontvesztés legnagyobb
rizikoja az életkor és az anyagcsere eltérésekkel folyamatosan ndvekvd oxidativ stressz, és az
oxidativ stressz elleni védekezés csokkenése. Az 0Osztrogének ¢és androgének csontvédd
hatasat is részben e hormonok direkt antioxiddns hatdsdval magyarazhatjuk, hiszen az
ovariektomizalt éallatokban a csontvesztés felgyorsul, mert csokken csontok glutation és
thioredoxin szintje, ami viszont kiils6 6sztrogén vagy antioxidansok adasaval visszaallithato.
Szamos in vitro- és allatkisérlet bizonyitja, hogy az oxidativ stressz csokkenti a csontépiilést,
és serkenti a csont leépiilését, mivel a stressz hatasara csokken az oszteoblastok
differencidlodasa és az élettartama. A csokkent katalaz aktivitassal rendelkezd egyéneknél, a
fokozott oxidativ stressz miatt dislipidemia is kialakulhat, mert a csdkkent antioxidans
kapacitas miatt a mitokondrialis HoO, emisszié fokozodik. Ez torténik a magas zsirtartalma
diéta fogyasztasakor is, amikor a fokozott lipid oxidacié okozza az oxidativ stresszt. Az
oxidativ stressz aktivalja az NF-xkB gént, és ezen keresztiil az angiotensin-II aktivitast, az
inzulin jelatvitelt gatldo (TNFa) cytokin képzést, az izomsejtekben a PPARy (peroxisome
proliferator-activated receptor) és a lipoxigenaz enzim fokozott expressziojat okozza a WNT
szignal rendszer egyidejii csokkentésével, mely a csontképzés romlasaval és inzulin
rezisztencia kialakulésaval jar. Koreai szerzok vizsgaltak a katalaz gén 9-es exonjanak 111-es
poziciojaban 1évé C—T polimorfizmust (+22348C>T, RS769217) és Osszefiiggést talaltak a
genotipusok, valamint a csontallapotot jelzé paraméterek (Bone Mineral Density, BMD) és a

szérum oszteokalcin kozott. Az oszteokalcin (bone-y-carboxyglutamic acid protein, BGP) 50
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aminosavat tartalmazo6 csontspecifikus protein. Az oszteokalcint az oszteoblasztok termelik,
¢s az oszteoblasztokbol torténd kivalasztddas utdn egyrészt a csont matrixba, masrészt a
véraramba keriil, igy a szérumban 1évé oszteokalcin mennyisége fligg a csont atépiilés
(épiilés-bomlas) folyamataitol. Egerekben az oszteokalcin hianyakor nemcsak a
csontképz6dés csokken, de a pankreasz B-sejtek proliferacioja, és benniik az Inzulin-, a
zsirsejtekben pedig az Adiponectin gén expresszidja is. A csontallapot €s a metabolikus
paraméterek kozott kapcsolat van. A gliikkdz anyagcesere, inzulin érzékenység €s a csontok
allapota kozott az egészséges, valtozd korban 1évé ndkben igazolt az Gsszefliggés. Ez az
Osszefliggés azonban a gliikoz tolerancia romlasaval és az inzulin rezisztencia kialakulasaval
megbomlik. Az oszteokalcin szérumszintnek fliggetlen és szignifikans prediktora tobb
metabolikus paraméter. Nok esetében tobbek kozott az éhomi gliikoz szint, a teljes test és az
izomtomeg gliikoz felhasznalas, a glikoz felhasznalas sebessége és az LDL-koleszterin
koncentracio, mig a férfiaknal a szérum kalcium szint, az OGTT gorbe alatti tertilet, a szabad
zsirsav szint.

A kandidans gén” keresése az a folyamat, amikor ,egészséges” és diabéteszes
populacion keressiik az eltéréen expresszalddott géneket (differential display), majd
vizsgaljuk az eltér6en expresszalt gének szerkezeti eltéréseit és kapcsolatot keresiink a
géneltérés és az anyagcsere paraméterek kozott. Az egyik ilyen ,kandidans gén” a GRBI10
(Growth Factor Receptor Binding Protein).

Szamos in vitro kisérlet bizonyitotta, hogy az IR (inzulin receptor) kotédése a GRB10-
hez csokkenti az inzulin hatasat. A GRB10 overexpresszidja visszaszoritja az inzulin stimulalt
PI-3 (foszfatidilinozit) kinaz, Akt/PKB (protein kinaz B), a MAPK (mitogén aktivalt protein
kindz) aktivaciot, a glikogén szintdz aktivitast és a gliikoéz felvételt. GRB10 génkiiitott
egereken végzett kisérletek in vivo is bizonyitjak, hogy a GRB10 hidnya egyértelmiien erdsiti
az inzulin hatdsét, az inzulin stimulalt Akt és a MAPK foszforilacigjat. A hiperinzulémiés-
euglikémids klemp vizsgéalatok pedig azt mutatjdk, hogy a GRB10 expressziojanak a
csOkkenése a periférids szovetekben (izom é€s zsir) ndveli az inzulin szenzitivitast, mig az
inzulin és az éhgyomri gliikkoz koncentracié nem valtozik. Ezen eredmények a GRB10 negativ
regulator szerepét tadmasztjdk ald. A GRBI10 génkiiitott egerek sziiletése utani
sulygyarapodasa szignifikdnsan magasabb, mint a vad tipusu egereké, ami viszont az endogén
GRB10-nek a novekedési faktorokra kifejtett szupresszor hatasaval magyarazhat6. A GRB10-
nek tulajdonitanak egy olyan specialis szerepet is a jelatvitelben, hogy képes integralni és
Osszegyljteni (scaffold protein) a bejovo kiilsd jeleket. A jelatviteli komplexben a GRB10

specifikus szerepe attol fligg, hogy éppen milyen a hozzakotddott mediator proteinek
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mennyisége és affinitasa. igy a GRB10 képes arra, hogy mikdzben a mennyisége azonos, hol
pozitiv, hol negativ regulatorként tiinjon fel. A GRB10 génnek szamos egypontos nukleotid
polimorfizmusa (Single Nucleotid Polymorphism, SNP) ismert, amelyek koziil tobb
Osszefiiggésbe hozhatdé a 2-es tipust diabétesszel. Kimutattak, hogy a RS2237457
polimorfizmus (+11275G>A) jelenlétekor az egyes genotipusok GAUC értéke (Glucose Area
Under Curve; az oralis gliikoz tolerancia teszt soran kapott gorbe alatti teriilet) szignifikansan
eltér a nem diabéteszes egyének esetében. Az RS494710 (1209A>G) polimorfizmus
gyakorisaga a 2-es tipusu diabéteszes betegek csoportjaban szignifikdnsan magasabb, és az A

allélt hordoz6 egyéneknél a diabétesz kialakuldsa kisebb valosziniiségii.



CELKITUZESEK

o« A vér Kkatalazaktivitads referens tartomanyanak a meghatirozasa, a hipo- és

akatalazémia definialasa.

Mivel a vér kataldzaktivitds referens tartomanydra nem volt adat a vizsgalt geografia
teriileten, ezért a hipo- és akataldzémia definidlasdhoz eldszor meg kellett allapitani a referens
értékeket. Megvizsgaltuk, hogy van-e kiilonbség a nék és férfiak referens tartomanya kozott,

nincs-e valtozas az életkorral.

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

vizsgalatokhoz.

Koézel 5000 minta vér kataldzaktivitds eredményét felhaszndlva kerestiik a

hipokatalazémias csaladokat és hataroztuk meg a hipokatalazémia gyakorisagat.
« A katalaz gén ismert mutaciéinak magyarorszagi vizsgalata.

A megtalalt két akatalazémias testvér katalaz enzimje a molekulasuly és elektroforetikus
mobilitas alapjan a japan tipusu akataldzémidhoz volt hasonld, ezért a mutacid vizsgalatot

ey

A—T mutéciot kerestiik.
« A katalaz gén polimorfizmusai és a 2-es tipusu diabétesz kozotti kapcsolat vizsgalata.

A Magyarorszagon detektalt csokkent katalaz aktivitasti egyén koziil 8 volt 2-es tipusu
diabéteszes (kettd akatalazémias és hat hipokatalazémids), mig a normal Kkataldz
aktivitastiakndl egy sem. Ezért a mar idokozben ismertté valt mutaciokat kerestiik diabéteszes

populacioban. A vizsgalatainkat a 2. exon és kozvetlen kdrnyezetén végeztiik.
+ A gén polimorfizmusok hazai eléfordulasanak vizsgalatara génbank kialakitasa.

A vilagirodalomban publikélt géneltérések, ,.kandidans gének” betegség és populacid
specificitdsanak vizsgalatdra hazai mintdkon, ,,betegség specifikus” expresszids markerek
feltarasara olyan DNS bank 1étrehozasa volt sziikséges, amely a magyarorszagi populaciot

reprezentalja.



« A Kkatalaz gén +22348C>T polimorfizmusanak kapcsolata a gliikoz és

csontanyagcserével

A kataldz gén 9. exonjan 1évé +22348C>T polimorfizmus €és a szérum oszteokalcin
koncentracio kozott koreai szerzOk Osszefliggést talaltak, ezért ezt hazai populacion is
megvizsgaltuk, és megnéztiik, hogy az altalunk kapott Osszefliggések milyen egyezdséget
mutatnak az irodalmi adatokkal. Az Osszefliggések keresését kiterjesztettiik az oszteokalcin

mellett egyéb csont markerekre és a gliikoz anyagcsere paramétereire is.
. Differencialtan expresszalodo gének keresése allatmodellen

Gyogyszerjelolt molekulak hatdsmechanizmusanak vizsgalatdhoz ma mar hozzatartozik a
gén szintll vizsgalat is. A vizsgalathoz a differential display technikat valasztottuk, igy
jutottunk el a differencialtan expresszalodo gének megtalalasahoz. Mivel egy, a 2-es tipusu
diabétesz szovédményeinek a megeldzésére kifejlesztett molekula hatdsmechanizmusat
vizsgaltuk, ezért a ,kandidans gének” expresszidjanak visszaigazolasara mar diabéteszes

allatmodelleket hasznaltunk.

« A GRBI10 protein polimorfizmusanak vizsgalata magyarorszagi populacioban és

kapcsolata a gliikkoz anyagcserével

A populécids genom vizsgalatok a GRB10 mint ,,kandiddns gén” polimorfizmusai ¢és a 2-
es tipusu diabétesz kozott Osszefiiggéseket tartak fel, igy hazai populacion is megvizsgaltuk a
GRB10 gén +11275G>A polimorfizmusanak gyakorisdgat az egészséges és diabéteszes
populacioban és sszefliggést kerestiink a polimorfizmus és a gliikkoz anyagcsere paraméterei

kozott.



ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Vér katalazaktivitas referens tartomanyanak meghatarozasa

A referens aktivitas értékek meghatarozasara Siimeg kornyékérdl (7 telepiilés, nem ipari
teriilet) 880 nd és 876 férfi (életkor: 14-90 év) mintdjat hasznaltuk fel. A hipokatalazémia
jellemzésére 3300 egészséges ¢és 1630 korhazi fekvobeteg (Siimeg és kornyéke) vér
katalazaktivitas eredményeit hasznaltuk fel.

A vér katalaz aktivitast - a hidrogén-peroxid szubsztrat idéegység alatti koncentracid

csokkenés mérésével - egyszert spektrofotometrids assay-vel mértiik.
2. A DNS izolalas

A DNS izolalast limfocitakbol végeztiik. Az izolalast kezdetben a standard modszerként
ismert lizalasos-kis6zasos technikaval végeztilk, majd attértiink a kereskedelmi kit-ek

hasznélatéra.
3. A katalaz gén 2-es exonjanak Hinfl polimorfizmusanak vizsgalata

Osszesen 87 mintat vizsgaltunk, ebbdl 52 személy volt hipokataldzémias, 35 személy
pedig normokatalazémias kontroll. PCR reakciot kovetéen a termékeket Hinfl restrikcios
enzimmel emésztettiik és RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) analizist

végeztiink poli-akrilamid gélen.

4. SSCP (Single Strand Conformational Polymorphisms) és PCR heteroduplex

vizsgalatok a katalaz gén 2.exonjaban

Osszesen 308 diabéteszes esetet vizsgaltunk Magyarorszag kiilonbozd régioibol. Az
¢letkoruk 45 és 70 év kozott volt, az atlagéletkor: 58,4+6,5 év. Az SSCP analizissel
mutéciokat kerestiink, mig a PCR heteroduplex analizissel a kataldz gén GA illetve a G

inzercidjat detektaltuk a 2. exonban.



5. A Koranyi Andras Dunantili Diabétesz Génbank kialakitasa

A génbankba csak azoknak a csalddoknak a mintdit gytjtottiik 6ssze, ahol legalabb 6
olyan személy vallalkozott a mintaadasra, akik elsd foku rokonaik voltak egymasnak
(nagyszilok, sziilok, gyerekek). A diabéteszes csaladok esetében tovabbi kritérium volt, hogy
legalabb egy személy a csaladban 2-es tipust diabéteszes legyen. A génbankban taroljuk azon
személyek genomidlis DNS, plazma ¢és mononukledris sejt mintdit is, akiknél
hiperinzulinémias-euglikémias klemp vizsgalatot végeztiink. A mintatar részét képezi még a

korai (perimenopauzaban mar meglévd) oszteopordzisos ndk és csaladtagjaik mintai is.

6. A gliikéz anyagcsere jellemzéinek meghatarozasa

Az inzulin érzékenység mértékét, a teljes test €s alkotorészeinek (zsir és izomszovet,
zsirmentes testtomeg) gliikkoz felhasznalasat a hiperinzulinémias-euglikémias klemp (HEK)
modszerrel mértiik (DeFronzo et al, 1979). Az inzulin érzékenységet az M értékekkel (M = az
egész testtomegre vagy a kiillonbozd szovetekre vonatkozatott gliikkoz felhasznélas), és a
HOMA indexxel (HOMA —IR = G, x I,/ 22,5, ahol 1, = éhomi inzulin (WU/ml) és G, = éhomi
glikoz (mmol/l), HOMA-IS = 1/ HOMA-IR) jellemeztiik. A testosszetétel mérése DEXA
(DPX- MD+, GE-Lunar, USA) késziilékkel tortént. A gliikéz és csontanyagcserével
kapcsolatos 4ltalanos klinikai laboratoriumi paramétereket Cobas Mira laboratoriumi
automataval (Roche Diagnostics, Németorszag) meértiik szérumbol Roche tesztek
felhasznalasaval. A hormonokat ¢és a csont markereket a Roche Elecsys 2010-es
automatajaval mértiilk  elektrochemilumineszcens immunoassay—vel, illetve ELISA

modszerrel hataroztuk meg.

7. A Kkatalaz gén +22348C>T és a GRB10 gén +11275G>A polimorfizmus

vizsgalata

A vizsgalathoz 0Osszesen 141 olyan személy DNS mintajat hasznaltuk, akik
hiperinzulinémias-euglikémids klemp vizsgalaton vettek részt. A vizsgalt személyeket az
oralis gliikoz terhelési teszt (75 g gliikoz OGTT) alapjan az ADA kritériumoknak megfelelden
csoportositottuk. A kataldz gén +22348C>T polimorfizmusanak meghatarozasahoz egy
egyszeri szlird modszert hasznaltunk. A polimorfizmust tartalmazé génszakaszt PCR
segitségével felsokszorositottuk, majd a PCR termékeket akril-amid gélen (6%-0S)
megfuttattuk és eziistfestéssel tettilk lathatova. Mivel a kapott PCR fragmentumok a belsé

hurkoknak kdszonhetéen nem valnak teljes egészében duplaszaluva, igy denaturalds nélkiil is
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szétvalnak az poliakril-amid gélen. A GRBIO gén +11275G>A (RS 2237457)
polimorfizmuséanak vizsgalatdhoz target specifikus FRET probédkat hasznaltunk és a Roche
LightCycler 2.0 késziiléke segitségével detektaltuk. A GRBIO gén +11275G>A
polimorfizmusanak hazai allél gyakorisagat. 77 egészséges ¢s 85 2DM beteg DNS mintéjan

vizsgaltuk.
8. Differential display

Spontdn hiperténias patkanyokat kezeltiink egy gyogyszer jeldlt molekulaval
(Bimoclomol, 20 mg/kg/nap; kezelt csoport), ill. fiziologias soéoldattal (kontroll csoport)
harom honapig. A kezelés letelte utan az allatokat elaltattuk, és kivettiik a mellkasi aortajukat
¢s az ebbdl izolalt RNS mintdkat hasznaltuk differential display analizishez. A differential
display analizist Liang P et al. (1992) leirasa alapjan végeztiik. A real-time PCR-al torténd
megerdsitéshez Wistar patkanyokat streptozotocinnal kezeltiink a diabétesz kialakuldsaig
(inzulin hidnyos, 1-es tipust diabéteszhez hasonlé modell), valamint genetikailag diabéteszes
(GK, 2-es tipust diabéteszes modell) patkanyokat hasznaltunk. A gliikdz toxikus hatasanak
vizsgéalatdhoz normal és magas gliikoz tartalma tapfolyadékban differencidltatott LS8
(myoblast—myotube) kultirakat hasznaltunk. A real time PCR-al végzett visszaigazolasokat
TagMan probakkal végeztik. A gén expressziok mértékét belsé kontrollhoz tortént

normalizalas elvégzése utan szamitottuk ki.

9. Statisztikai analizisek

A referens értékek kiszamitasanal az eloszlas vizsgalatokat Kolgomorov-Smirnov
teszttel végeztiik SPSS szamitogépes program segitségével.
A csoportok kozotti kiillonbségeket (ndk-férfiak, egészséges kontroll-beteg, genotipus stb.)
Student féle kétmintas t teszt segitségével allapitottuk meg. (MS Excel). Az allél frekvenciak

kiilonbségét XZ teszt  elvégzésével illetve az  Odds ardny  (Wwww.meta-

numerics.net/Samples/ContingencyCalculator.aspx) kiszamitasaval jellemeztik.

Az anyagcsere-, a metabolikus-, az antropometrikus paraméterek egymashoz viszonyitott
regresszioval €és Spearman féle rangkorrelacids analizissel allapitottuk meg (STATISTICA
Trial Version 2010, StatSoft Inc.). A szignifikancia szintet altaldnossagban p<0,05 szinten

allapitottuk meg.
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EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

A vér katalazaktivitas referens tartomanyat mintegy 1700 aktivitaseredménybol
hataroztuk meg. A férfiakat és a néket kiilon vizsgaltuk, a n6knél szignifikansan (p<0,001)
alacsonyabb értékeket (107,7+14,4 MU/I) kaptunk, mint a férfiak esetében (117,9+£16,9
MU/I). Hipokataldzémiasnak tekintettiik azokat az egyéneket, akiknél a kataldzaktivitds a
referens tartoméany¢hoz viszonyitva 50 %-al csokkent.

Kozel 5000 minta eredményét felhasznalva 9 olyan csalddot sikeriilt felderiteni,
amelyeknél csokkent katalaz aktivitast tudtunk detektalni. Meghataroztuk a hipokatalazémia
gyakorisagat is. A csaladok tagjai kozott 37 személy hipokatalazémias (57,5+11,7 MU/1), mig
47 személy normokatalazémias (98,6£17,9MU/I) volt. Az egyik csalad két testvérparjat
akatalazémiasnak mindsitettiik. A hipokataldzémia gyakorisaga 0,18 %, ami hasonlé a
Japanban ¢és Koredban tapasztalttal, de kevesebb, mint az Irdnban mért 5%. A csalddok
tagjainak vérmintaibol DNS-t izolaltunk és ez a DNS gylijtemény képezte a mutéacio
vizsgalatokhoz az alapot.

Az akatalazémias és hipokatalazémias egyének genetikai jellemzését el0szor az ismert
mutéciot vizsgaltuk. A 87 vizsgalt személy eredménye vératlanul nagyon nagyszamu
mutéciot eredményezett, amire a magyarazatot a késdbbi szekvencia analizisek adtdk meg. A
-21-es pozicioban 1év6 A—T szubsztiticié mellett két j, eddig nem ismert pontmutacio is
jelen volt a hazai populacidban. C—T mutaci6 a -18-as pozicidban, egy C—A mutacio a -20-
as pozicioban. Az A—T mutéci6 a hipokatalazémias egyénekben szignifikansan (P<0.001)
magasabb volt, mint a normokatalazémias betegeknél (2/36 vs. 14/18). Ez a mutécid
megegyezik a japanban talaltakkal, és a Magyarorszdgon megtalalt két akatdlazémias testvér
1s homozigota mutans. Mivel azonban ez a mutacié megtalalhat6 a kontroll csoportban is, igy
az A—T mutacié a -21-es pozicioban nem lehet egyértelmii és kizdrdlagos magyardzata a
magyarorszagi akatalazémianak. A két Gjonnan megtalalt mutacio koziil az egyik az alacsony
frekvencia (-20 C—A, 3/35 vs. 0/32) miatt a hipokatalazémias egyéneknél, a masik viszont a
magas kontroll frekvencia miatt (-18 C—T, 18/20 vs. 20/12) nem tiinik gy, hogy hatassal
lenne a csokkent kataldzaktivitasra.

A diabéteszes betegcsoportban (308 f6) az SSCP analizis a kataldz gén 2. exonjaban 5
Uj pontmutaciot eredményezett. Ezek koziil kettd, a T—G (96-o0s pozicio) és a G—C (135-0s
pozicid) missense mutaciok, igy ezek jelenlétekor megvaltozik az adott helyen 1év6 aminosav

¢s ezek az aminosav szubsztitliciok katalazaktivitds csokkenést eredményezhetnek. A két
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frameshift mutacié (GA illetve G inzercid 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 szintén felelosek lehetnek a csokkent
kataldzaktivitasért. Az aktivitascsOkkenés a hidrogén-peroxid koncentracié emelkedését és
folyamatos oxidativ stresszt eredményezhet a sejtekben, amely hozzdjarulhat a 2-es tipusu
diabétesz kialakuldséhoz.

A katalaz gén +22348C>T polimorfizmusat vizsgalva azt talaltunk, hogy a férfiaknal
a kiilonb6z6 genotipusokban eltéré a csontsiiriség. A csak C alléllal (vadCAT) rendelkezd
férfiak csontdenzitasa magasabb, mint a mutansCAT genotipusban (CT+TT=mutansCAT).

Az irodalom adatainak megfeleléen a csontdenzitds szignifikdnsan kiilonbozott a két
nem kozott (p<0,001). Amikor azonban a genotipusokat is figyelembe vettiik, a mutansCAT
genotipusban a csontdenzitds kozotti kiilonbség a nemek kozott kiegyenlitédott (BMD-F férfi
mutansCAT vs. né mutansCAT: p=0,247; BMD-L;.4 férfi mutansCAT vs. n6 mutansCAT:
p=0,279). A katalaz gén 22348-as pozicioban 1évé C nukleotid cseréje T-re szignifikans
oszteokalcin szérum koncentracidcsokkenést és csontdenzitas novekedést (BMD-F és BMD
Li.4) okozott a koreai postmenopauzds ndkben. A hazai vizsgalt populacion ezt az
Osszefiiggést nem tapasztaltuk, ami felhivja a figyelmet arra, hogy a genetikai vizsgalatok
populécid specifikus eredményeket hozhatnak, emiatt feltétlentil sziikséges minden
polimorfizmust a hazai populacion is megvizsgalni. A Kkatalaz gén +22348C>T
egeésztest glilkoz felhasznalas (M), zsirmentes testtomeg gliik6z felhasznéalds (M2) és
zsirszovet gliikkdz felhaszndlas (M3) vonatkozasaban is vizsgaltuk. Eldzetes eredményeink azt
bizonyitottdk, hogy a gliik6z felhasznélas és az oszteokalcin szint kozott meglévd szignifikdns
korrelacié az inzulin érzékenység romlasaval mindkét nemben megszlinik. Azonban ha ezt a
korrelaciot a +22348C>T polimorfizmus fiiggvényében vizsgaljuk, akkor azt latjuk, hogy a
ndkben a vad tipus esetén (CC) pozitiv korrelacid van az oszteokalcin és a M értékek kozott, a
mutansCAT genotipusban viszont ez a korrelacid megsziinik, férfiaknal pedig a helyzet
forditott. A +22348C>T nukleotid szubsztitiicidé az exon 9-ben nem okoz aminosav valtozast,
igy ez a polimorfizmus jelenleg még csak egy markernek tekinthetd, és taldn nem jarul hozza
a katalaz aktivitas valtozasahoz, vagy eddig ismeretlen moédon, az intronon elhelyezkedd
eltérésekhez hasonldan valtoztatjia meg a gén atirasat. A kapott Osszefiiggéseket nem
nagyszamu mintan kaptuk, igy nagyon merész lenne azt kijelenteni, hogy a kataldz gén ezen
polimorfizmusanak eredménye predesztindlhatja az oszteokalcin, a csontmetabolizmus és a

gliikoz anyagcsere kozotti allapotot, de okot adhat a vizsgalat szélesebb korben valo
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kiterjesztésére. Vizsgalatunkban a mutinsCAT gént (T allél) hordozéd ndékben a valtozod
anyagcsere (adiponektin, leptin —-M2) és csont kapcsolatok (adiponektin - BMD) nem jartak
szignifikdns csontdenzitds valtozasokkal. Férfiakban a T allél megjelenése, talan a
megvaltozé adipokin — anyagcsere (M2) kapcsolatok miatt, denzitas csokkenést okoz a
femuron. A t6bbszords korrelacids szamitasok soran észlelt adatok (a leptin/adiponektin arany
nék esetében a femur, férfiak esetében az L1-4 BMD értékét befolydsolta, és ezek a
kapcsolatok a T allél megjelenésekor megsziintek), valamint a T allél megjelenésével eltiind
negativ leptin- anyagcserehatdas, és az ugyancsak megszing pozitiv leptin-DHEAs ¢s DHEAs-
femur denzitas kapcsolat alapjan felvetddik az ismerten nemi kiilonbségeket hordozé leptin
szerepe.

A differential display analizis célja alapvetéen gyogyszerjelolt molekulak
hatasmechanizmusanak a vizsgalata volt, amelyhez olyan géneket kellett talalnunk, amelyek
eltérden expresszalodnak bizonyos patologids modellekben és a gyogyszerjelolt molekulak
képesek ezt az expresszids kiilonbséget kiegyenliteni. Az analizis eredményeként harom olyan
gént talaltunk, amelyekkel a tovabbi vizsgélatokat folytattuk, visszaigazolva az expresszios
kiilonbségeket. A legkecsegtetébb génnek a GRB10 bizonyult. Megallapitottuk, hogy mind az
1-es, mind a 2-es tipusu diabéteszes allatmodellekben eltéréen expresszalodik, és a magas
gliik6z koncentracio is noveli a mRNS mennyiségét.

Munkank sordn hazai egészséges, €és kezelést nem igényld 2DM populacid esetében
vizsgaltuk a GRB10 RS 2237457 (+11275G>A) allél frekvencia hazai eléfordulasat; valamint
az allél tipusok Osszefiiggését a biokémiai paraméterekkel, a gliikoz anyagcsere mutatoival, a
hormon, az adipokin, a citokin szintekkel és az inzulin érzékenységet tiikr6z6, egésztest
gliikoz felhasznalassal. A magyarorszagi 2DM betegek estében nincs kiilonbség a GRB10 gén
vizsgalt polimorfizmusaban (+11275G>A) az allél gyakorisag kozott a kontroll csoporthoz
viszonyitva, ami 6sszhangban van a Skandinavidban és Amerika tobb népcsoportjaban mért
adatokkal, de eltér az amerikai Amish kozdsségben talalt adatoktol (magyarorszagi populacio
egészséges G: 62% vs.2DM G: 70 %; Amish kozosség egészséges G: 68 % vs. 2DM G: 53
%). Az amerikai Amish népesség korében végzett vizsgalat soran a GRB10 gén +11275G>A
polimorfizmusa szoros Osszefliggést mutatott a nem diabéteszes személyek oralis gliikkoz
terhelése soran szamitott 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 populacidoban nem volt dsszefiiggés a genotipus és
glikoz AUC kozott, de a férfiaknal kapott nagyobb inzulin szekrécio a vad tipusban

alatdmasztja, hogy a gén polimorfizmusa az inzulin jelatvitelt befolyésolja, és ez 0sszecseng
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azon allatkisérletes adatokkal is, amelyek a GRBI10-t az inzulin-elvalasztassal hozzak
kapcsolatba. Mivel ez a jelenség az intravénas gliikdéz terhelés sordn nem észlelhetd,
feltételezhetd, hogy a GRB10 hat4sa az inzulin-elvalasztasra az inkretin jelatvitelen keresztiil
valosul meg. Eredményeink megerdsitésére nagyobb esetszamra lenne szilikségiink, azonban a
klemp vizsgalatok magas koltsége ezt megneheziti. Az allél varidciokkal Osszefiiggd,
leptin/adiponektin és lipidprofil alapjan feltételezhetjiik, hogy a GG homozigotak esetében
egy funkcidjaban erdsebb alléllal allunk szemben. Az aktivabb GG allél a posztnatalis
id6szakban a zsirakkumulacidt (zsirsejt ploriferacidé eldsegitése a MAP kindz Uton) és a
metabolikus inzulin jelatvitelt (IR-IRS1 szinten) képes befolyasolni, igy az egyeb poligénes és
kornyezeti hatasokkal egylitt szerepet kaphat az inzulin rezisztencia és a 2DM kialakulasaban.
Vizsgalatunk alapjan egyértelmili, hogy a nemek kozott jelentds kiillonbség van a gliikoz
felhasznalas, inzulinérzékenység és az adipokin kapcsolatok vonatkozasdban. Bar az esetszdm
alacsony, ugy tlinik, hogy ezt a nemhez kotott kapcsolatot a jelenleg vizsgalt GRB10gén

polimorfizmusa nem befolyasolja.
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OSSZEFOGLALAS

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

Megtalaltuk a magyarorszagi hipokatalazémias betegekben a japan tipusu

crer

crer

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

Megallapitottuk, hogy a katalaz gén +22348C>T polimorfizmusanak hatasa gliikoz
anyagcserére €s a csontok allapotdra nemhez kotott. A T allél megjelenése protektiv
anyagcsere hatasu, ami a fajfejlodés soran kialakult negativ energia- és csont -metabolizmus
kapcsolatnak megfeleléen a férfiak esetében kedvezdtlen a femur allapotara. A katalaz gén
polimorfizmus gender specificitdsaban a nemek kozotti zsirmegoszlas (visceralis és szubkutan
zsir eltérd aranya) és az adipokin (leptin) hatdsban megmutatkoz¢ kiilonbségek jatszhatnak
szerepet. Adataink nem erdsitették meg a koreai n6kon 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 GRB10 +11275G>A polimorfizmusat vizsgalva a
kontroll és diabéteszes csoport kozott a magyarorszagi populdcidban. A nemekre jellemzd
testzsir, inzulin érzékenység, leptin/adiponektin ardny ¢és az allél wvariaciok kozotti
Osszefiiggések alapjan feltételezhetd, hogy a GG allélnak szerepe van a 2-es tipust diabétesz

kialakulasaban.
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KOSZONETNYILVANITAS

Elsésorban koszonetemet szeretném kifejezni a témavezetdémnek, Prof. Dr. Goth
Laszlo egyetemi tanarnak és a mentoromnak, Prof. Dr. Kordnyi Laszld cimzetes egyetemi
tanarnak. Ahogy mondani szokas, nélkiiliikk ez a dolgozat ,,nem johetett volna létre”.

Goth Laszlo volt, aki el6szor 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, 6sztonzott a dolgozat elkészitésére, szakmai tanacsokkal latott el, biztositotta a
kisérletek egy részének elvégzéséhez sziikséges anyagokat ¢és helyet. Miutan mas
munkahelyre keriiltem, Kordnyi L4sz16 vette at az ,,atyai” szerepet, gondoskodott az Gjabb és
Ujabb témakrol, anyagokrol, eszkdzokrol és iranyitott. Hiven kdvetve Goth Laszlo példajat, 6
is mindig arra inspiralt, hogy ne hagyjam abba a kutatomunkat, irjak cikkeket, irjam meg a
dolgozatomat. Mindketten rendszeresen ¢€s tisztan joindulatbol szamon kérték rajtam a
munkat. Az O kettejilk buzditdsa nélkiil sohasem lett volna erdm a napi munka mellett a
dolgozatot megirni. Ok hitették el velem, hogy ezek az eredmények érdemesebbek annal,
mintsem egy fidkban taroljam.

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

Ko6szonom azoknak a kollégadknak és kollégandknek a segitségét, akik részt vettek a
kisérleti munkék elvégzésében.

Végiil, de nem utolsé sorban kdszonom a Mamanak, a csaladomnak, a barataimnak,
hogy kibirtdk velem ezt a hosszll id6t és megértettek, hogy néha a ,,tudomany” miatt nem

késziilt el valami, vagy a miatt nem mehetiink kirandulni, tGrazni.
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