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A VEZETT MUKKA ES A MUNKATERYV MEGVALOSTASA
EVENKENTI BONTASBAN

2008
1. Beteg mintak gytiijtése: megkezdddott
a. 264 kontroll egyén,
b. 105 feltehetden beta-thalassemias,
c. 76 vitiligos,
d. 560 diabeteses beteg
Ezen mintakbol 1 tortént katalaz aktivitas mérés, DNS extrakcio.

3. A katalaz gén 5’ végén talahat6 -262C>T mutacio analizishez a LNA

(Locked Nucleic Acid) probak tervezése, szintetizaltatasa megtortent.
2009

1. 61 betegnél detektaltunk 50%-nal kisebb katalaz aktivitast.

Ezeknél a velesziiletett kataldz hidny ismert muticidinak vizsgélata

a. heteroduplex eljarassal tortént a 2-es exon esetében

b. a3 exon, 4 exon, 4 intron, 7 intron mutaciok vizsgalatara Light Cycler
probakat terveztettiink és szintetizaltatunk. A reakcid
optimalizalasa/primerek nem volt sikeres, mivel nagyszdmban (mintegy
25 %)-ban kaptunk mutaciora utald gorbéket. Ezeknek a verifikalasa a
koltséges nukleotid szekvencia analizissel nem volt betervezve. Ezért
ezen vizsgalatokat a tovabbi exonokra mar nem végeztiik el .

c. az exon 9 mutacidk analizise az altalunk kifejlesztett és szabadalomban
rogzitett eljarasunkkal végezziik ( P 07 00560). Mutacios jel esetén
szekvencia analizis késziil.

2. 3 (BSc) hallgaté (Kujbus Rita, Kocsordi Krisztina, Szabo Enik6) befejezte
¢s sikeresen megvédte a katalaz enzim polimorfizmusanak vizsgalataval
foglakozo6 diploma dolgozatat

2010
1.Tovabbi beteg mintak gyiijtése az OEC Egységei révén:
a.  Belgyogyaszat: diabetes mellitus (1- és 2-es tipus): 548,
b.  Klinikai Biokémiai és Molekularis Patologiai Intézet: beta-
thalassemia megerdsités HPLC (HbA2 és HbF)-vel 123,
c. Foglakozas Egészségiigyi Szolgalat: kontroll: 312
d.  Borgyogyaszati klinika: vitiligo 76 (eldzetesen)

2. Ezen mar véglegesnek tlind mintabankbol megtortént a vér katalaz
aktivitds mérés, €s a genomidlis DNS szeparalas.

3. Megkezdddott az atlagos vér katalaz aktivitds 50%-anal kisebb katalaz
aktivitasi mintdk vizsgélata a lehetséges genetikai okok felderitésére.

4. Elsoként polimorfizmus sziirést végeztiink SSCP és heteroduplex
eljarasokkal. Ezek utan tortént a polimorfizmus/mutaciéo megerdsitése
DNS szekvencia analizissel.
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5. A DNS polimorfizmus nem mutatott eltérést a 2. 5. 8. 12. exonokndl, mig
az l.exonnal (-21a>t) talalt polimorfizmus mar ismert €s nem felelds a
kataldz aktivitas csokkenésért.

6. Az 5’ promoter (-262C>T) régidban ismert polimorfizmust vizsgaljuk
Sma | RFLP modszerrel és 6sszefliggést keresiink a polimorfizmus és a
vér katalaz aktivitas kozott.

7. Vizsgaljuk a 9. exon 111C>T polimorfizmust. Egy j (Hungarian type E,
9. exon 37C>T, Arg365Cys) akatalazémias mutacio keriilt felfedezésre.

8. Bejeztiik és a kozlemény kozlésre elfogadva: a 9.exon 111C>T
polimorfizmus és a vitiligo kapcsolatarol.(CEMED:2010:4:1-7)

9. Ot hallgaté (Orvosdiagnosztikai Laboratériumi Analitikus hallgatd, BSc)
fejezte be diplomamunkajat ebben az OTKA 4altal tamogatott
palyazatban.

a. Hollosi Erika: Kiss Anita, Irén: Réacz Anita:.Verbenszki Kitti: Madai Orsolya:.
b. A hallgatok és témavezet6ik (Kosa Zsuzsanna, Nyesténé Nagy Teréz)
ezen munkdak eredményét 2 poszteren mutatjak be a Magyar

Laboratoriumi Diagnosztikai Tarsasdg Pécsi Nagygytilésén (2010
augusztus 26-28): Laboratoriumi Medicina 2010: 35(3): 179,199.)

10.A kutatas tervezetnek megfelelden haladt.
2011

1. A ROS-al tarsuld betegségek koziil a presbycusis a kdvetkezé amelyben a
katalaz aktivitas ¢és kataldz gén mutacidkat vizsgalunk kooperacioban a
Fill-,0rr,- Gégészeti Klinikaval (OEC, AOK, Debrecen).

Ujként elkezdédott iddskori nagyot hallasban szenvedd betegeknél
(presbycusis) a mintak gytjtése katalaz aktivitas mérés és gDNS extrakcio.
2.Vitiligos betegeknél a vér katalaz és a +22348 C>T mutacid kozott kapcsolat
16l irt kozlemény megjelent: Goth L, Csordas M, Kosa Z, Simics E. A weak
association of blood catalase activity and +22348C—T polymorphism of the

catalase gene in Hungarian female vitiligo patients. Clinical and
Experimental Medicine. 2010: 4: 1-7. DOI 10.1556/CEMED4.2010.2.1

3. A beta-thalassemias betegek adatainak értékelése megkezdddott.
(100 microciter anemias beteg koziil 43-nal nukleotid szekvencia analizissel
igazolodott a betegség a beta-thalassemia).

4. Az irodalmi adatok alapjan a katalaz aktivitasra a -262C—T muticid hatassal
van. Ennek a mutacionak a részletes vizsgalatdhoz a kontroll csoport (n=162)
vizsgalata megtortént €s az eredmények kozlésre valo elokészitése torténik.

5. Az alacsony kataldz aktivitast mintaknal (kevert betegcsoport) a katalaz
csOkkenésért felelds mutaciok keresése elkezdddott és a korabbrol ismert
mutaciokat tartalmazé exonok (exon 2, exon3, exon4, exon7, exon 10)
vizsgalata megkezd6dott. Eddig két 1j akatalazémia mutaciot deritettiink
Ki.

6. A katalaz gén exon 9 (C111T silent mutation) PCR termék elektroforetikus
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mobilitasa és szerkezet kozotti 6sszefiiggést vizsgaltuk. Real-time

PCR-al a vad ¢és mutans mintak esetén kvantitaltuk a keletkezett terméket ( in
vitro mimicks). A vizsgélati eredmények jelentds kiilonbséget mutattak a PCR
hozamban, amely legnagyobb volt a vad (CC) genotipusnal és a
legalacsonyabb a heterozigota mutdnsoknal (CC:100 %, CT:0,8%,
TT:13,3%).Hallgatéi diplomadolgozat (Meggyesi Maria).

7. Két 0j vizsgalati modszert is bevezettiink 2010-ben:

a. mutacio szlirésként a heteroduplex analizist Nuclease emésztéssel (ez az
enzim a heteroduplexeket vagja).
b. kvantitativ és real-time PCR Stratagene qPCR késziilékkel.

8. Az I. Belgyodgyaszati Klinika Diabetes munkacsoportjaval (OEC, AOK,
Debrecen) a diabeteses betegeknél (1 €s 2 tipus) a katalaz aktivitas, C111T
exon9, ¢s -262C—T polimorfizmus vizsgalatokat befejeztiik. Az adatok
értékelése a diabetes jellemzoivel és ezen betegek egyéb laboratoriumi

paraméterivel elkezdddott.

9.. Vitai Marta levelezé PhD hallgaté (témavezetd: Dr. Goth Laszlo) a katalaz
enzim vizsgalataval kapcsolatos értekezésének hazi védése 2010
decemberében megtortént €s az értekezés beadasra keriilt 2011 februarban.
Védés 2011 majus, oklevél atadas 2011 november.

10.A fenti vizsgalatok és eredmények féként a diplomadolgozatot készité
hallgatok munkajanak az eredménye. Ezeket a Magyar Szabadgyok Kutato

Tarsasag 2011. évi kongresszusan 4 poszteren be is mutattak, amelyek témai

a. Katalaz gén polimorfizmusok (exon 3,4, 7, 10 és -262CT) vizsgalata csokkent katalaz
aktivitasi mintdkban kiilonb6z6 megbetegedésekben

b. Katalaz gén polimorfizmusok vizsgalata és konformacios sajatsagaik.

2012

1. Diplomadolgozatot készité 5 hallgatd munkai révén tovabb folytatodott a
csokkent katalaz aktivitast 55 minta. A mintak tovabbi exonjainak (2,
5,8,11,13) polimorfizmus/mutacié analizise PCR-SSCP, PCR-
heteroduplex, PCR-nukleazos emésztés, és nukleotid szekvencia
analizissel torténik.

2. Befejeztiik az eddigi eredményeink dsszefoglalasat, értékelést és kozlésre
benyujtottuk impakt faktoros nemzetkozi folyodiratokba.

3. TDK illetve diplomadolgozatként 2012-ben 6 hallgaté elkezdte a tovabbi
exonok polimorfizmus/mutaci6 analizisét.

4. -262C>T polimorfizmus hatasat tovabb vizsgaljuk a csontanyagcserére a
Laboratoriumi Medicina Intézet és a Sziilészeti Klinikéaval torténd
kooperacid keretében.
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EREDMENYEINK A KOZLEMENYEINK ALAPJAN

1. Goth L., Csordas M., Kosa Zs., Simics E.
A weak association of blood catalase cctivity and +22348C—T
polymorphism of the catalase gene in Hungarian female vitiligo patients,
Clinical and Experimental Medicine 2011: 4. 1-7 (Akadémiai Kiado,
Budapest), doi:1011556/CEMED.4.2010.2.1
A vér katalaz a +22348C—T polimorfizmussal a magyarorszagi férfi
vitiligos betegek esetén nem, mig a néknél (p<0.05) gyenge kapcsolatot
mutattak. Ezek az eredmények eltérnek az US/Canada-ban és az UK-ban
kozolt vitiligos betegek eredményeivel.

2. Kosa Zs., Nagy T., Nagy E., Fazakas F., G6th L.

Decreased blood catalase activity is not related to specific beta-
thalassemia mutations in Hungary.

International Journal of Laboratory Hematology 2012: 34: 172-178
doi: 10.1111/5.1751-553X.201101377 x IF: 1.368
Csokkent vér katalaz (84+24 MU/I (n:43) vs 118+18 MU/1 (n:1766) volt
detektalhato genetikailag determinalt beta-thalassemia trait Magyarorszagi
betegeknél. Ezen betegeknél 13 genetikai mutacid volt kimutathat6,
amelyek koziil 6 Magyarorszagon még nem volt ismert. Minden egyes
thalassemia mutacids csoportban szignifikdnsan csokkent a vér katalaz
aktivitas.
A betegseégben keépz6do szabadgyokok karosithatjak a katalaz protein
enzimatikus miikodését. A beta-thalassemias egyének fokozottan
fogékonyak az oxidativ stresszel jard valtozasokra.

3. Késa Zs, Fejes Zs, Nagy T, Csordas M, Simics E, Remenyik E, Goth L.
Catalase -262C>T polymorphism in Hungarian vitiligo patients and in
controls: further acatalasemia mutations in Hungary.

Molecular Biology Reports 2012:39: 4787-4795.
doi: 10.1007/s11033-011-1272-6 IF: 1.875
45 vitiligos és 162 kontroll egyénnél hatarpoztuk meg a promoter régid —
262C>T polimorfizmust, amely irodalmi adatok szerint befolyasolhatja a
katalaz fehérje expressziot. A magyarorszagi populacioban (vitiligo,
kontroll) a CC genotipus és a C allél szignifikansan csokkent. Ez
ellentétes a Svéd, a Szlovén, Marokkoi, Egyesiilt Kiralysagi, Gorog,
Torok és USA populéacioknal talalt genotipus gyakorisagokkal..
Vizsgalatok soran két akatalazémias mutaciot detektaltunk a 9. exonban:
a. G113A akatalazémia missense mutacid, amelyet els6ként 1995-ben
egy hypokatalazémias csaladnal detektaltak Eszak-Amerikaban. Ez az
els6 eset, hogy egy mutaciot a felfedezd orszagon kiviil detektaltak,
elséként Magyarorszagon.
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b. Két vitiligos ndvérnél talaltunk a 9 exonban uj akatalazémias mutaciot
(C37T, Arg365Cys) detektatunk, amelyet a Magyarorszagi
akatalazémia E tipusanak neveztiink el.

4, Nagy T., Csordas M., Kosa Zs., Goth L.
A simple method for examination of polymorphism of catalase exon 9:
rs769217 in Hungarian microcytic anemia and beta-thalassemia
patients.
Archives of Biochemistry and Biophysics.
doi: 10.1016/j.abb 2012.01.004 IF: 3.02
Egy egyszerti PCR-SSCP eljarast fejlesztettiink ki a kataldz én 9.
exonja mutacidi/polimorfizmusainak detektalasara. A PCR reakcioban
spontan képzddd egyszalu DNS nagyobb hatékonysaggal
detektalhat6, mint a denaturacio révén képzodott egyszalu PCR
fragment. Az eljaras legérzékenyebben detektaljaa C111T
polimorfizmust és a G113A akatalazémia mutaciot.
Ezzel az eljarassal vizsgalva a C111T polimorfizmust microciter
anemiaban és beta-thalassemia-ban azt talaltuk, hogy a TT genotipus
jar a legalacsonyabb vér katalaz aktivitassal.

5. Goth L, Nagy T.
Acatalasemia and diabetes mellitus
Archives of Biochemistry and Biophysics.
doi: 10.1016/j.abb 2012.01.005 IF: 3.02
A szerzok osszefoglaljdk a velesziiletett kataldz hiany és diabetes
mellitus kapcsolatat, amely témanak uttoroi és a legujabb kutatdsi
eredmeények alapjan probaljak magyardzni korabbi(Lancet 2000, Diab
Care 2001és 2008) megfigyeléseiket.
A kozleményt a szerzék az Archives of Biochemistry and Biophysics
kiilon szama
(Special issue on Catalase and Hydrogen peroxide Metabolism)
szamdra késziilt felkérés alapjan készitették.
A katalaz a hidrogén-peroxid metabolizmus egyik f6 szabalyoz6 enzime.
alakitja oxigéné és vizzé. Au Ujabb kutatasi eredmények azt mutatjak,
hogy kis koncentracioja szerepet jatszik tobb jelatviteli folyamatban ,
koztiik a az inzulin signaling-ban. A katalaz hidanyban megemelkedett
hidrogén-peroxid koncentracio tobb patologias folyamatban tobbek
kozott a diabetes mellitus patomechanizmusaban is szerepet jatszhat.
Ezt mutatja, hogy velesziiletett kataldz hianyban szignifikansan n6 a
diabetes, foként annak 2-es tipusdnak a gyakorisaga. Ez f6ként a ndknél
fordul eld és megvaltoznak a lipid, szénhidrat biomarkerek, a betegség
korabban manifesztalodik, mint a nem kataldz hidnyos egyéneknél.
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A velesziiletett katalaz hiany gentikailag heterogén, Magyarorszagon eddig
7 formdja ismert. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a diabetes 2- tipusaért
nem egy mutacid, hanem a mutacidk révén kialakult csokkent katalaz
aktivitas miatt megnovekedett steady-state hidrogén-peroxid egész életen at
tartd pancreas beta-sejt funkcio karosito hatasa lehet a felelds.

6. L. Goth, T. Nagy, Z. Kosa, Z. Fejes, H. Bhattoa, G. Paragh, M. Kaplar
Effects of rs769217 and rs1001179 polymorphisms of catalase gene on
blood catalase, carbohydrate and lipid biomarkers in diabetes mellitus.
Free Radica Research (in press, submitted 2012 04 21, minor revision
2012 05 23)

A diabetes mellitus multifaktorialis megbetegedes, amelyben a reaktiv
oxigén speciesek (ROS) is szerepet jatszanak. A ROS elleni védelem
gyengiilése a katalaz hiany miatt megndvekedett hidrogén-peroxid
koncentracid6 novekedése révén tobb megbetegedés , igy a diabetes mellitus
patomechanizmusdaban is szerepet jatszhat. A kézirat a kala gén exon 9
C111T polimorfizmus és a promoter régio -262C>T polimorfizmus hatésait
vizsgalja a vér katalazra , a lipid és szénhidrat metabolizmusra diabetes
mellitusos (1 és 2 tipus) gyakorolt hatasat a kontroll csoporthoz viszonyitva.
A CI11T polimorfizmus TT genotipusa a 2-es tipusu diabeteses betegeknél
magasabb gliikoz HbAlc €és ApoB koncentraciokkal jart.

A -262C>T polimorfizmus csokkent vér katalaz aktivitast mutatott
mindharom genotipusnal a kontrollokhoz képest.

A -262C>T polimorfizmus TT genotipusa a 2-es tipust diabeteses
betegeknél mutatta a legalacsonyabb ¢letkort, HDL koncentraciot és a
legmagasabb gliikoz, HbAlc, koleszterin, ApoB koncentraciokat és a
legkevesebb beteget(OR:3.36), akiket sulphonyluera-val kezeltek.

A 2-es tipustt diabeteses betegek esetén a -262C>T polimorfizmus TT
genotipusa diabetes komplikaciok fokozott kockazatara utal.

EREDMENYEINK ROVID OSSZEFOGLALASA

1. Vitiligoban a C111T exon 9 polimorfizmus csokkent katalaz aktivitassal
jar a n6 betegeknél.

2. A 13 kiilonb6z0 koztiik 6 1) magyarorszagi beta-thalassemia trait mutacio
csokkent katalaz aktivitassal tarsulva novelik ezen betegek ROS iranti
kockazatat.

3. A Magyarorszagi kontroll populacioban a -262C>T polimorfizmus
vizsgalata eltérOen tobb mas Eurdpai €s nem Europai populéciotdl eltérd
gyakorisdgot ¢és katalaz aktivitas valtozast mutatott.

4. Két uj akatalazémia mutaciot (G113A: elséként a leird orszagon kiviil,
C37T: Magyarorszagi F tipus) detektaltuk a kataldz gén 9. exonjaban.
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5. Kidolgoztunk egy egyszerii PCR-SSCP mutécio sziirési eljarast a katalaz
gén 9. exonjanak vizsgalatara.

6. Osszefoglaltuk velesziiletett kataldz hidny ¢és diabetes mellitus
kapcsolatat bemutatdé leg@jabb eredményeinket. Kovetkeztetés: a
velesziiletett katalaz hiany (akatalazémia) fokozott kockazatot jelent a 2-

7. A 2-es tipusu diabeteses betegek esetén a -262C>T polimorfizmus TT
genotipusa diabetes komplikacidk fokozott kockazatara utal.

KOZLEMENYEINK ELERHETOSEGE

1-5 kozleményiink elhelyezésre keriilt és elérhetd a

a. Debreceni Egyetem Egyetemi ¢s Nemzeti Konyvtara (Kenézy
Elettudomanyi Kényvtar, Debrecen) depositumaban.

b. benyujtasra keriil a MTMT (Magyar Tudomanyos Mivek Tara )
adatbézisaba.

EREDMENYEINK ALAPJAN A TOVABBI TERVEINK 2012-2015

OTKA 71902 palyazat felderitett ROS megbetegedésekben tobb mint 60
olyan erdsen csokkent (<50%) vér katalaz aktivitasii mintat, amelyeknél
az exonok vizsgéalata alapjan a velesziiletett kataldz gén mutéaciok
bizonyossaggal kizarhatok.

Az 1) OTKA103902 szdmu palyazatunk keretében ezeknek az erdsen
csokkent (<50 %) aktivitasi kiilonb6z6 megbetegedésekben (beta-
thalassemia, diabetes, presbyacusis, vitiligo) detektalt az expressziot
befolyasold tényezdk (tovabbi részletes promoter polimorfizmusok,
miRNA, metilacid) vizsgéalata adhat magyardzatot. Ezek ismerete ezen
megbetegedések patomechanizmusdnak megismerését és ezek alapjan a
prevenciojukat, kezelésiiket segithetd eld.
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A PROJEKT MEGVALOSITASA SORAN BEKOVETKEZETT
VALTOZASOK

1. Személyi valtozasok:

Siike1 Eszter(foiskolai tandrsegéd), Tarnai [1diko(f6iskolai adjunktus) és Csordas
Melinda(orvosdiagnoszitikai laboratériumi analitikus) tavoztak a tanszékrdl és a
tovabbi kutatasokban nem vesznek részt.

Nyesténé Nagy Teréz (orvosdiagnosztikai laboratoriumi analitikus) a tanszékre
torténo felvétele (2008 december 1-) 6ta részt vesz a kutatasban.

2009. 10. 01-t61 Kosa Zsuzsanna (okl. vegyész) nappali PhD hallgatoként
csatlakozik a projekthez (témavezetd: Prof. Dr. Goth Laszlo, témaja: kataldz gén
mutaciok és polimorfizmusok vizsgalata kiilonb6z6 megbetegedésekben.

Evente 3-6 Orvosdiagnosztikai laboratoriumi analitikus (BSc) hallgaté és 1-2
molekularis biologus (MSc) hallgatoTDK illetve diplomadolgozat készitése
soran vett részt a katalaz kutatasban.

2.Intézményi valtozasok:

A DE, OEC, Egészségligyi Karon torténd atszervezések révén a kutaté munka
valtozatlan helyen , de 0j nevii tanszéken (Debreceni Egyetem, Orvos és
Egészségtudomanyi Centrum, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Orvosi
Laboratoriumi €s Képalkotd Diagnosztikai Tanszék, Nagyerdei krt 98, Debrecen
Pf 55, H-4012, 2008-) folyik tovabb 2008-t6l.

A kutaté laboratorium Debreceni Egyetemen Orvos- és Egészségtudomanyi
Centrumaban (Debrecen) folyo korszertsitések (TAMOP palyazatok)l révén
2009 nyaran a kooperalo Borgyogyaszati Klinika kutaté laboratoriumaban
kapott helyett ¢s folytatta a kutatast.

2011 nyaran elkésziilt a terveink alapjan feltjitott molekularis genetikai/katalaz
kutat6 laboratorium, amelyben akar 5-8 hallgato is dolgozhat korszer(i
koriilmények kozott.

Miszer korszerlsités:

1.Az 1990-ben gyartott és azdta allanddan hasznalt PCR késziilek (DNA
Thermal Cycler, Perkin EImer-Cetus, Norwalk, CT, USA) cseréje mar
elengedhetetlenné valt és helyette egy ijabb, flithetd fedelii, két munkahelyes,
gradiens PCR beszerzése megtortént, amellyel a munka mar 2010-ben
elkezdddott.

2. A kutato laboratorium Tanszéki forrasbol egy QPCR- Real-Time késziilékkel
gazdagodott (STRATGENE P4500)
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Az OTKA 71902 tamogatas segitségével késziilt:

BSc diplomadolgozatot

2008: Kocsordi Krisztina, Kujbus Rita, Szabd Eniké

2009:Hollosi Erika, Kiss Anita, Irén, Racz Anita, Verbenszki Kitti Madai Orsolya
2011:Erdei Edit, Fejes Zsolt, Bogati Réka, Meggyesi Maria

2012:Pasztor I1dik6, Kovacs Nora, Hamar Diana, Flasko Zsofia, Pocs Rita

MSc diplomadolgozat:

2012 Nyesténé Nagy Terez

TDK munka

2011 és 2012 Fejes Zsolt

Hazai publikaciok és poszterek az OTKA 71902 tamogatasaval

1 Kiss A., Kosa Zs., Nagy T.

C111T mutation in catalase exon 9 in diabetes, thalassemia and its association with catalase
activity, Laboratoriumi Medicina, 2010, 35, 3, 179

2.Hollosi E., Madai O., Verbenszki K., Kosa Zs., Nagy T.

Catalase gene mutations in diabetes, thalassemia and their association with catalase activity,
Laboratoriumi Medicina, 2010, 35, 3, 1793.

3.Racz A., Késa Zs., Nagy T.

ROS examinations (SOD, BAP, d-ROMs, GPx) in diseases and their association with catalase
activity, Laboratoriumi Medicina, 2010, 35, 3, 199-200

Konferencia eléadasok és poszterek:

1.

Kosa Zs., Goth L.Katalaz gén muticioinak é€s aktivitdsanak vizsgéalata kiilonb6zo
megbetegedésekben.Laki Kalméan Doktori Iskola Doktorandusz hallgatéinak 2011. évi
konferenciaja. Debrecen, 2011. jinius 18. (el6adas)
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