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ROVIDITESEK

cDNS komplementer DNS

CEL karboxil-észter lipaz

CFTR cisztds fibrdzis transzmembran konduktancia reguldtor gén
CLPS prokolipaz gén

CTLA4 "cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4" gén

CTRB2 humén kimotripszinogén B2 fehérje

CTRC human kimotripszinogén C fehérje

Ctrb egér kimotripszinogén B fehérje

Ctrc egér kimotripszinogén C fehérje

DEFAI humén al-defenzin gén

DEFA3 humén a3-defenzin gén

DEFBI human B1-defenzin gén

DM1 1-es tipusu diabetes mellitus, inzulin-fiiggd diabetes mellitus
DM?2 2-es tipusu diabetes mellitus, nem inzulin-fiiggd diabetes mellitus
DNS dezoxiribonukleinsav

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

ELISA "enzyme-linked immunosorbent assay"

GAPDH glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogendz gén

HBDI1 human B1-defenzin fehérje

HLA humaén leukocita antigén

HNP humaén neutrofil peptid

Hul human kationos tripszinogén fehérje

IFIH] "interferon-induced helicase C domain-containing protein 1" gén
INS inzulin gén

LDL alacsony denzitasu lipoprotein

MODY "maturity onset diabetes of the young", monogénes diabetes
MPO mieloperoxiddz gén

mRNA hirvivo ribonukleinsav

NF-xB "nuclear factor-kB"

PAGE poliakrilamid-gélelektroforézis

PCR polimeraz lancreakcio

PRSS1 human kationos tripszinogén gén

PTPN22 "protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22" gén
gPCR kvantitativ (valds idejll) polimeraz lancreakci6

RNS ribonukleinsav

RT PCR reverz transzkriptdz polimerdz lancreakcio

SDS natrium-dodecil-szulfat

SNP egynukleotidos polimorfizmus

SPINK1 Kazal-tipusu szerin protedz inhibitor gén

SUMO4 "small ubiquitin-like modifier 4" gén

TIA atmeneti agyi vérellatasi zavar ("transient ischemic attack")
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1. BEVEZETES

A cukorbetegség és a hasnydlmirirgy-gyulladds az endokrin, illetve az exokrin
pankredsz leggyakoribb betegségei, melyek kialakuldsdban fontos szerepet jatszanak
kiilonféle genetikai tényezdk. Az elmult 2-3 évtizedben jelentds felfedezéseknek lehettiink

tanui, amelyek megvilagitottak ezen betegségek genetikai hatterét.

1.1 A diabetes mellitus genetikaja

A magas vércukorszinttel jaré diabetes mellitus a metabolikus betegségek egy
csoportja, amely kialakulhat az inzulintermelés, az inzulin hatds vagy mindkettd zavara miatt.
Az l-es tipusi cukorbetegséget a hasnydlmirigy Langerhans-szigeteiben 1év6 B-sejtek
karosoddsa okozza, amely a szervezet abszoldt inzulin hidnydhoz vezet. A 2-es tipusud
cukorbetegség kialakuldsat elsOsorban a relativ inzulin hidnyért felelds inzulin rezisztencia
okozza, mely tarsulhat az inzulintermelés zavardval is. A korlefolydsban genetikai és
immunoldgiai tényezOknek 1is szerepiik van. A betegség hosszu tdvon kialakuld
szovodményei szinte az egész szervezetet érintik, foként szem-, vese-, ideg, és érkdrosoddssal

jarnak.

1.1.1 1-es tipusu cukorbetegség (DM1) genetikaja

Az 1l-es tipusu cukorbetegség a gliik6z homeosztdzis genetikailag heterogén
autoimmun betegsége, amely a hasnydlmirigy Langerhans-szigeteiben taldlhaté B-sejtek
immunoldgiai eredetli pusztuldsa miatt alakul ki. A szigetsejteket kdarosité antitestek
termelddhetnek az inzulin, valamint a glutaminsav-dekarboxildz és a tirozin-foszfatiz
enzimek ellen.

A 6-0s kromoszéma rovid karjan elhelyezkedé humén leukocita antigén (HLA) II.
osztdly DR3 és DR4 haplotipusai nagy mértékben eldsegithetik a betegség kialakuldsit, mig a
DR2 haplotipus jelenlétének védd szerepe van. Mds gének, gy mint az inzulin gén (INS,
11ql15), a PTPN22 (1p13), CTLA4 (2q33), CD25 / IL2RA (10p15), IFIHI (2q24), SUMO4
(6925) egyes génvéltozatai is fokozzdk a betegségre vald hajlamot, azonban hatdsuk a fent
emlitett HLA haplotipusokhoz képest kevésbé jelentds.

Mivel az 1-es tipusu diabetes elsOsorban autoimmun betegségnek tekinthetd, az
immunrendszer milkodését szabdlyozé géneknek szintén hatdsuk lehet a cukorbetegség
kialakulasdra. A késobbi fejezetben targyalt defenzinek a természetes immunrendszer
mikodésében jelentds szerepet jatszé peptidek. Egyes génvaltozataikat tobb autoimmun

eredetli betegséggel is kapcsolatba hoztak.



1.1.2 A 2-es tipusi cukorbetegség (DM2) genetikdja

A 2-es tipusu cukorbetegség a szervezetben eldzetesen kialakuld inzulin rezisztencia
talajan fejlodik a gliik6z anyagcsere kronikus betegségévé. A betegek relativ inzulin hidnyban
szenvednek, mikozben a hasnyédlmirigy inzulin termeld képessége kezdetben megtartott. A
DM?2 multifaktoridlis betegség, mely kialakuldsdban jelent0s szerepe van kornyezeti és
genetikai hatdsoknak is, korlefolydsdban nem jellemzd a [-sejtek autoimmun eredetii
pusztuldsa.

A természetes immunrendszer sejtjei €s medidtorai elsdsorban a bakteridlis, gombds
és virdlis eredetli fert6zések elleni védekezés frontvonaldt alkotjdk szervezetiinkben. Az
interleukin-1p, interleukin-6, interleukin-10, tumor nekrézis faktor-a egyes génvéltozatai
befolyésoljdk a szervezetiink inzulin-, triglicerid- €s koleszterinszintjét és hozzdjarulnak az
inzulin rezisztencia kialakuldsdhoz a zsir-, izom- és m4jsejtekben. Ez a folyamat a 2-es tipusu

cukorbetegségre jellemzod csokkent gliikdz tolerancidhoz vezet.

1.1.3 Defenzinek szerepe a cukorbetegség kialakulasaban

A defenzinek a természetes immunrendszer kis méretli antimikrobidlis peptidjei.
Gerincesekben 3 f0 tipusuk van: az a, B és 0, melyek koziil emberben csak az a- és -
defenzinek expresszdlédnak. Az antimikrobidlis hatdsuk mellett részt vesznek a gyulladdsos
folyamatok szabdlyozdsdban és az érelmeszesedés kialakuldsdban is, igy a cukorbetegséghez

tarsul6 makro- €s mikroangiopatia kialakuldsaban is feltételezhetd szerepiik.

1.1.3.1 a-defenzinek

Emberben a 8-as kromoszéma rovid karjan taldlhaté 23.1 I6kuszon 6 a-defenzin gént
(DEFAI, DEFA3, DEFAIB, DEFA4, DEFAS5, DEFAG6), és 5 pszeudogént kiilonboztetiink
meg. A humdan neutrofil peptideket (HNP 1-3) kédolé6 DEFAI és DEFA3 gének egyiittes
koépiaszdma nagy véltozatossdgot mutat az emberi populdcidban. A kozolt tanulméanyok
alapjdn a DEFAI / DEFA 3 képiaszdm atlagosan 4 és 11 kozé tehetd a diploid genomban.

Az o-defenzineket az alarminok (veszélyt jelzd molekuldk) kozé soroljuk, melyek
fontos szerepet jatszanak a gyulladasos folyamatokban, tovabbd nagy jelentdségiik van az
immunrendszer milkodésében. Az antimikrobidlis hatdson kiviil szerepiik van a kemotaxisban
valamint a gyulladdsos citokinek termelésében. Az a-defenzinek koziil a HNP1-3 peptidek
elsédlegesen a neutrofil granulocitdkban termelddnek és granulumaikban tarolédnak.
Gyulladdsos folyamatokban a granulocitdk aktivaciéja sordn keriilnek ki a véraramba.

Fokozzdk az LDL koleszterin kotédését az erek endoteljéhez, ezéltal az érelmeszesedés



kialakuldsat is eldsegitik, ezért a cukorbetegség hosszu tava szovodményeinek kifejlodésében

is feltételezhetd a szerepiik.

1.1.3.2 B-defenzinek

A humdn p-defenzinek szintén kis méreti antimikrobidlis peptidek. Jelenleg 38
B-defenzin gént kiilonboztetiink meg, melyek az 1-es, 6-os, 8-as, 1l-es és 20-as
kromoszémdkon helyezkednek el. Ezen kiviil 9 B-defenzin pszeudogén is taldlhat6 az emberi
genomban. Kozel az a-defenzin génekhez, 8-as kromoszéman taldlhaté a humén B1-defenzin
gén (DEFBI), mely alland6an expresszalddik szervezetiink epitélsejtjeiben.

A B-defenzinek kozvetlen antibakteridlis, antifungélis és antivirdlis hatdsa jol ismert,
melyeken kiviil kemotaktikus funkciéjuknak 1is jelentds szerepe van szervezetiink
védelmében.

A DEFB]I gén promoter régidjaban 3 egynukleotidos polimorfizmus (SNP) talalhato,
melyeknek a DEFBI génexpresszid szabdlyozdsdban van szerepiik (c.-20G>A, c.-44C>G és
c.-52G>A).

1.1.3.3 Defenzinek szerepe diabetes mellitus-ban

Ismert, hogy egyes citokin gének valtozatai szerepet jitszanak az 1-es vagy 2-es
tipusi cukorbetegség kialakuldsdban, azonban keveset tudunk a-defenzinek szerepérol.
Cukorbetegekben gyakran alakulnak ki fertézések, mivel a betegek immunrendszere sok
esetben gyengiilt. Kimutattdk, hogy cukorbetegség esetén a Pl-defenzin mRNS szint
csokkent a vesékben, mely magyardzattal szolgdlhat a gyakran megfigyelhetd hugyuti
infekciokra. Nemrégiben az is kideriilt, hogy a szd6ldcukornak és az inzulinnak kozvetlen
hatdsa van a B-defenzinek expresszidjara.

A HNP 1-3 plazmaszintje megemelkedett vesekdrosodasban és sziv-érrendszeri
betegségben szenvedoknél. A vesekdrosodds és sziv-érrendszeri megbetegedések a
cukorbetegség hosszu tavi kovetkezményei lehetnek, amelynek kapcsan felmeriil a kérdés,
hogy a DEFAI / DEFA3 gének képiaszam polimorfizmusai, valamint a neutrofil granulocitdk
mRNS expresszidja hatdssal vannak-e a HNP 1-3 plazmaszintekre 1-es és 2-es tipusu

cukorbetegekben.

1.1.4 Az endokrin és exokrin hasnyalmirigy megbetegedéseinek genetikai szinti
kapcsolata
A cukorbetegség kialakuldsanak szamos rizikofaktora van, melyek kozott szerepelnek

mind a kornyezeti, mind genetikai tényezok. A monogénes diabetes (MODY) egyetlen gén



rendellenessége miatt kialakul6é cukorbetegség, mely édltaldban a 25. életév elott kezdddik €s
nem jar ketoacidézissal. A MODY 11 tipusa genetikailag autoszomadlis domindns
oroklésmenetet kovet. Jellemzd, hogy a genetikai kdrosodds minden esetben kozvetleniil a
B-sejtek funkcidvesztéséhez vezet. A pankredsz miikddés romldsat MODY8-ban (karboxil-
észter lipdiz MODY vagy CEL MODY) mind az endokrin, mind az exokrin szovet kdrosoddsa
okozza.

A prokolipaz gén (CLPS) terméke a kolipaz és az enterosztatin prekurzora, mely foleg
az exokrin hasnydlmirigyben termelddik. A kolipdz fehérje nélkiilozhetetetlen kofaktora a
lipaznak, mely az epesavak altal emulzifikélt trigliceridek emésztését végzi. Az enterosztatin
peptid hormonként viselkedik, mely 4llatmodellekben negativan szabdlyozza a
zsirfogyasztast és az inzulin szekréciot. A CLPS gén SNP-it tobb tanulmanyban
Osszefiiggésbe hoztak a rendellenes inzulin szekrécidval, a 2-es tipusu diabetes kialakuldsdval
és zsirsavak emésztési zavaraival.

A cukorbetegség és az exokrin pankredsz elégtelenség egyiittes el6forduldsa
meglepden gyakori jelenség. A legtobb esetben nem egyetlen gén hatdsa miatt alakulnak ki,
mint a CEL MODY esetében, vagy a CLPS gén karosodasakor. Olyan, elsddlegesen az
exokrin pankredszt érintd folyamatok, melyek kiterjedt hasnyalmirigy karosodassal jarnak
(hasnydlmirigy-gyulladds, tumor, cisztds fibr6zis, hemokromatdzis), illetve a kiilonbozd
hasnyalmirigy rezekcios mitétek konnyen vezethetnek cukorbetegség kialakuldasahoz, melyet
3c tipusu diabetes-ként tartunk szdmon.

Azon mechanizmusok kutatdsa, melyek kronikus hasnyédlmirigy-gyulladdshoz
vezethetnek, nem csak az exokrin pankredsz mukodésének részletesebb megértését
szolgdljak, hanem egyes specidlis cukorbetegség tipusok kialakuldsdnak részletesebb

megismeréséhez is hozzdjarulhatnak.

1.2 A Kkrénikus hasnyalmirigy-gyulladas genetikaja

A krénikus pankreatitisz a hasnydlmirigy visszatéré vagy dllandé gyulladdssal jar6
megbetegedése, amelyet a hasnyalmirigy allandésult morfoldgiai elvéltozdsai, hasi fajdalom
valamint az endokrin, az exokrin vagy mindkét funkci6 kdrosoddsa jellemeznek.
Kialakuldsdban a genetikai tényezOk mellett gyakran a tdlzott alkoholfogyasztds és a
dohdnyzds jatszik szerepet. A kronikus pankreatitisz noveli a hasnydlmirigyrak
kialakuldsdnak veszélyét is.

A betegség kialakuldsdra tobb olyan gén mutdciéi is hajlamositanak, amelyek a

tripszinogén aktivacidjat szabdlyozzak. Ezek koziil a legfontosabb a kationos tripszinogén



(PRSS1 gén) p.R122H muticidja, mely az érintett csalddokban autoszomdlis domindns
modon 0roklddik és orokletes pankreatitiszt okoz. A p.R122H mutécié hatdsara fokozddik a
kationos tripszinogén autoaktivicidja, mert a mutans tripszinogént a kimotripszin C nem
képes lebontani. Ez feltehet6leg a tripszinogén hasnyédlmirigyen beliili aktivdlédasdhoz, igy a
hasnyalmirirgy Onemésztédéséhez és kronikus gyulladds kialakuldséhoz vezet. A
hasnydlmirigyen beliili tripszinogén aktividcié a pankreatitisz nem orokletes formdiban is
kulcsfontossagu tényezd a betegség patogenezisében. Ezen esetekben a mutédcidk a tripszin
inhibitort kédolé Kazal-tipusi szerin protedz inhibitor (SPINKI) génben, a tripszinogén
lebontésat katalizdlé kimotripszin C (CTRC) génjében vagy a cisztds fibrézis transzmembran
konduktancia reguldtor (CFTR) génben taldlhatok. A legtjabb eredmények a karboxipeptidaz
Al gén (CPAI) szerepére is ravilagitanak. A http://www.pancreasgenetics.org/ honlapon

taldlhatéak meg a betegség kialakuldsdval osszefiiggésbe hozhaté mutéaciok.

1.3  Egér tripszinogének

Jelenleg nem 4ll rendelkezésiinkre olyan d&llatmodell, amelyen kisérletesen jol
vizsgalhatéak lennének a pankreatitiszhez vezetd genetikai elvaltozdsok. Ahhoz, hogy egy
olyan egérmodellt hozzunk létre, amelyben egy tripszinogén muticié hatdsdra az emberi
megbetegedésre jellemzé moédon és mechanizmussal alakul ki pankreatitisz, ismerniink kell
az egér tripszinogének biokémiai tulajdonsigait, illetve a humdn muticiok egér
tripszinogénekre gyakorolt hatdsat.

Az egér genom 20 tripszinogén gént tartalmaz, amelybdl 11 latszolag funkcionalis,
azaz kifejezOdhet mRNS és fehérje szinten is (T4, T5, T7, T8, T9, T10, T11, T12, T15, T16,
T20). A maradék 9 tripszinogén gén vagy nem Kkifejez6dd pszeudogén (T1, T2, T3, T14)
vagy maradvanygén (T6, T13, T17, T18, T19), melynek egy vagy tobb exonja hidnyzik, igy
funkcidképes fehérje kddolasara alkalmatlan.

Irodalmi adatokbdl tudjuk, hogy az egér hasnydlmirigyben a T7 izoforma alkotja a
tripszinogén mennyiség 60%-4t. Nem ismert azonban, hogy milyen mds egér tripszinogén
izoformak fejezOdnek ki, azok hogyan autoaktivdlédnak és az autoaktivaciét hogyan

szabdlyozza az egér kimotripszin C.
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2. CELKITUZESEK

1. A természetes immunrendszer medidtorainak, igy a defenzineknek is szerepiik
lehet az 1-es és 2-es tipusu cukorbetegség €s az ehhez kapcsoléd6 makro és mikrovaszkuldris
szovOdmények kialakuldsdban. A defenzinek diabetes mellitus kialakuldsdban jdtszott
szerepének részletesebb megértése érdekében célunk volt:

® a humdin neutrofil peptid (HNP 1-3) plazmakoncentracidjanak mérése és a
mért koncentraciok lehetséges szerepének vizsgdlata a cukorbetegség és
szovoédményeinek kialakuldsdban,

e a DEFAIl / DEFA3 gének kopiaszdmanak és mRNS expresszidjanak
meghatarozasa cukrobetegekben,

¢ a Bl-defenzin gén (DEFBI) prométer régidjaban 1évo c.-20G>A, ¢.-44C>G és
c.-52G>A egynukleotidos polimorfizmusok (SNP) szerepének vizsgdlata 1-es
és 2-es tipusu cukorbetegség korfolyamataban.

2. Az oOrokletes hasnydlmirigy-gyulladds korlefolydsanak tanulményozdsahoz
hidnyoznak olyan é&llatmodellek, melyekben az emberi megbetegedéshez hasonléan egy
muticié hatdsdra spontdn gyulladds alakul ki a hasnyédlmirigyben. Mieldtt egy ilyen
egérmodellt 1étrehoznank, sziikséges az egér tripszinogének biokémiai jellemzése. Ennek
érdekében célul tliztiik ki, hogy

¢ azonositsuk az egér hasnyédlmirigyében termelddo 6 tripszinogén izoformékat,

e jellemezziikk az egér tripszinogének autoaktivicidjat €s megvizsgdljuk a
kimotripszinek szabdlyozé szerepét az autoaktivacidban,

e megvizsgéljuk a leggyakoribb, betegséget okoz6 human kationos tripszinogén

muticio, a p.R122H hatasat a T7 és T8 egér tripszinogénekben.
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3. BETEGEK ES MODSZEREK

3.1  Cukorbeteg- és kontroll populacié a humangenetikai vizsgalatokban

A cukorbeteg €s kontroll populdcié minden tagja Magyarorszdgon él6 magyar, akik a
tanulmanyban torténd részvételikkhoz irdsos beleegyezésiiket adtdk, melyet a Szegedi
Tudomanyegyetemen miikodo helyi Etikai Bizottsag eldzetesen jovidhagyott.

Tanulmdnyunkban 221 f6 egészséges véradé alkotta a kontroll populdcidt. A
betegcsoportban 0sszesen 257 cukorbeteg egyént vizsgaltunk, koziilik 117-en 1-es tipusd,
mig 140-en 2-es tipusu diabetes-ben szenvedett.

71 betegnek volt igazolhat6 nephropétidja (32 f6 DMI, 39 f6 DM2), 115 betegnél
retinopatia volt megfigyelheto (47 6 DM1, 68 f6 DM2), neuropatidja 95 betegnek volt (35 {6
DM1, 60 f6 DM2), 54 betegnél kordbban makrovaszkuléris betegséget — korondriabetegség,
stroke, TIA, periférids érbetegség, amputacio - irtak le (14 f6 DM1, 40 f6 DM2), mig 182
beteg szenvedett magas vérnyomads betegségben (50 f6 DM1, 132 {6 DM?2).

3.2  Humangenetikai vizsgalatokban alkalmazott médszerek

Alavadasgatolt (EDTA) vénds vért haszndltunk genomi DNS és leukocitabdl
szarmaz6 mMRNS izoldldsra, valamint a vérplazmédban 1év6 a-defenzin (HNP 1-3)
koncentracidjanak meghatirozasara.

A DEFAI / DEFA3 génkoOpiaszdm meghatarozas Linzmeier és mtsai. dltal korabban
kozolt modszerrel, kvantitativ real time PCR-rel tortént BIO-RAD CFX 96 qPCR gép
haszndlatdval. A reakcidelegy Fermentas Probe/Rox qPCR MasterMix-et és EVAGreen
(Biotium Inc., USA) festéket tartalmazott. Referenciagénként az mieloperoxidiz (MPO)
haztartasi gént ("housekeeping gene") vélasztottuk.

Husz betegben tortént DEFAI / DEFA3 mRNS expresszid mérése, amelynek
kivitelezésére kvantitativ reverz transzkriptdz (RT) PCR mddszert alkalmaztunk, amely
modszerhez LightCycler (Roche) késziiléket haszndltunk. Minden egyes reakcidelegy
elkészitése Light Cycler Fast Start DNA Master’ "> SYBR Green I master mix-szel tortént.
Referenciagénként a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogendzt (GAPDH) valasztottuk, az
expresszios kiillonbségeket AAC; mddszerrel hataroztuk meg.

A DEFBI gén prométer polimorfizmusait TagMAN prébdval, valés ideji PCR
modszerrel hataroztuk meg (DEFBI c.-20G>A, c.-44C>G, c.-52G>A). A genotipus-

megoszlasok szignifikancidjat x> prébaval és Fisher-teszttel ellenériztiik (p<0,05).
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A vérplazma HNP 1-3 koncentraciéjat ELISA-val mértiik (Hycult-Biotech HK324,
Uden, The Netherlands), majd Mann-Whitney teszttel és kétmintds t-probaval hasonlitottuk

0ssze az eredményeket.

3.3  Egér tripszinogének vizsgalatahoz alkalmazott médszerek

Az egér tripszinogéneket hasnydlmirigy homogendtumbdl ecotin affinitds
kromatogréfia segitségével izolédltuk, majd az egyes izoformékat ioncseréld kormatografidval
véalasztottuk el. Az izoformdk azonositdsa N-termindlis szekvendlds és tomegspektrogrifia
segitségével tortént.

A biokémiai kisérletekben haszndlt tripszinogéneket rekombindns mddon allitottuk
eld Escherichia coli baktériumban. A tripszinogén mutdnsokat kétlépéses helyspecifikus PCR
mutagenezissel készitettiik. A baktériumban termelt tripszinogéneket a zarvanytest frakciobol
nyertiik ki, a denaturdlt fehérjét in vitro renaturdltuk, majd ecotin affinitds kromatogréafidval
megtisztitottuk. A kimotripszinogéneket (human CTRB2, egér Ctrc és Ctrb) transzfektalt
HEK 293T sejtekben termeltiik, majd a poli-hisztidinnel ("His tag") jelolt fehérjéket nikkel
oszlopon végzett folyadék-kromatografia segitségével tisztitottuk.

A tripszinogének autoaktivacidjit 8-as pH-n, 1 mM és 10 mM kalcium jelenlétében
mértiik. 2 uM tripszinogént inkubdltunk 10 nM tripszinnel és 25 nM kimotripszinnel. A
tripszin aktivitdst 200 uM koncentriciéji N-CBZ-Gly-Pro-Arg-p-nitroanilid kromogén
tripszin szubsztrat segitségével mértiik.

A tripszinogénekben az autoaktivicioé sordn végbement peptidktés hasaddsokat SDS-

poliakrilamid gélelektroforézis €s N-termindlis szekvendlas segitségével hatdroztuk meg.
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4. EREDMENYEK

4.1 Humangenetikai vizsgalatok eredményei

4.1.1 a-defenzinek (HNP 1-3)

Kisérleteink igazoltdk, hogy az 1-es és 2-es tipusd diabetes-es betegek plazmdjdban
szignifikdnsan magasabb a HNP 1-3 (o-defenzin) koncentricidja, mint az egészséges
kontrollokéban. Az atlag koncentrdcid * szords 28.78 + 4.2 ng/mL volt az 1-es tipust, mig
29.82 £ 5.36 ng/mL volt 2-es tipust cukorbetegekben, szemben a kontroll populdcioban mért
11.94 £ 2.96 ng/mL értékkel (p<0.01). A o-defenzin plazmakoncentriciéja azokban a
cukorbetegekben volt a legmagasabb, akikben szovodményként korabban nephropatidt vagy
neuropatiat vagy sziv-érrendszeri megbetegedést irtak le.

Az o-defenzin génkdpiaszdm medidn értéke 10 volt és ennek vonatkozdsdban a
betegek nem mutattak kiilonbséget a kontrolloktol. A DEFAI / DEFA3 génkdpiaszam
egyénenként vizsgdlva nem mutatott Osszefiiggést az mRNS expresszids szinttel és a

plazmédban mért HNP 1-3 koncentraciokkal sem.

4.1.2 p1-defenzin

A DEFBI gén c.-20G>A és c.-52G>A polimorfizmusainak vizsgalatdbol kideriilt,
hogy e két SNP vonatkozdsdban a genotipus-megoszlds Osszességében nem kiilonbozott a
diabetes-es és egészséges egyének kozott. A c.-44C>G SNP vizsgalatandl azonban azt
tapasztaltuk, hogy a GG homozigéta genotipus szignifikdnsan alacsonyabb volt
cukorbetegekben a kontrollokhoz képest (2,5% vs 9,5%, p<0,01). Neuropdtids vagy
nephropdtids szovOldményekkel rendelkezd cukorbetegekben ez a kiilonbség még
szembetlindbb volt (1,2% vs 9,5%, p<0,01 és 1,5% vs 9,5%, p<0,01). Az alacsonyabb
B1-defenzin termelést determindlé CC genotipus gyakoribb volt cukorbetegekben, mint a

kontroll populaciéban (65% vs 50%, p<0,05).

4.2  Egér tripszinogének biokémiai vizsgalatanak eredményei
Az egér hasnydlmirigyében 4 tripszinogén izoforma fejezddik ki nagy mennyiségben:
T7, T8, T9 és T20. Funkciondlis vizsgélataink azt mutattdk, hogy leggyorsabban a T7
izoforma autoaktivalodik és éri el a legmagasabb tripszin aktivitdst autoaktivicié sordn.
Fiziol6gias kalcium koncentracié (1 mM) mellett a T20 izoforma nem képes autoaktivicidra.
Az egér kimotripszin C (Ctrc) a T7 izoformat gyengén hasitja az autolizis hurokban a

Leul49-Ser150 peptidkotésnél, melynek kismértékii gatlé hatdsa van az autoaktivicidra. A
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T8 és T9 izoformdt ugyancsak az autolizis hurokban, de sokkal gyorsabban hasitja a Ctrc a
Phel50-Gly151 peptidkotésnél, amelynek eredményeként a T8 és T9 izoformandl az
autoaktivacio teljes gatlasa kovetkezik be. Eredményeink alapjan az egér kimotripszin B
(Ctrb) is képes hasitani a Phe150-Gly151 peptidkotést, azonban 7-szer lassabban, mint a Ctrc.

A human kationos tripszinogén a 150. aminosav pozicidban szerint (Ser) tartalmaz,
amely mellett a kimotripszinek nem képesek hasitani. Azonban, ha a humén kationos
tripszinogén p.S150F mutdnsdval végezzilk el az autoaktivacids kisérletet humadn
kimotripszin B2 (CTRB2) jelenlétében, a CTRB2 hasitja a Phel150-Gly151 peptidkotést, €s
az autoaktivacio jelentés mértékben lassul.

Ellentétben a humén kationos tripszinogénnel, a T7 izoforma Leu82-Glu83, valamint
a T8 és T9 izoforma Leu81-Glu82 peptidkotéseit az egér Circ jelentds mértékben nem hasitja.
A T7 izoforma N-terminusat az egér Ctrc a Leul7-Aspl8 peptidkotésnél hasitja, igy az
aktivaciés peptidet roviditi, azonban ez a hasitds az autoaktiviciéra nem gyakorol jelentds
hatast.

Az oOrokletes hasnyalmirigy-gyulladdsban leggyakrabban kimutathaté genetikai
elvaltozds a humén kationos tripszinogén p.R122H mutécidja. Ez a muticié fokozza a
tripszinogén autoaktivicigjat, mert a humdn CTRC nem képes lebontani a mutdns fehérjét.
Val6szinti tehdt, hogy e muticié kozvetlen hatdsa a tripszinogén korai, hasnydlmirigyen
beliili aktivdcidja, mely a pankredsz onemésztodéséhez €s gyulladas kialakulasdhoz vezet.
Mivel kisérleteink végsé célja, hogy olyan egérmodellt készitsiink, amelyben a humén
muticiok hasnyadlmirigy-gyulladast idéznek eld, ezért megvizsgaltuk a T7 izoforma p.R123H
és a T8 izoforma p.R122H mutédnsainak biokémiai tulajdonsagait.

Kidertilt, hogy ezen mutansok aktivacidja jelentds mértékben nem kiilonbozik a vad
tipusu tripszinogénétdl, ami arra utal, hogy a p.R122H mutici6 hatdsa eltér az egér és humén
tripszinogénekben, ezért az egér tripszinogének ilyen mutdnsai nem megfeleld jeldltek egy

egérmodell 1étrehozésara.
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5. MEGBESZELES

5.1 Az a- és p-defenzinek jelentosége diabetes mellitus-ban

Kisérletes munkdnkban cukorbetegek és egészséges kontroll populdcié tagjainél
meghatdroztuk a vérplazma HNP 1-3 koncentracidjat, a periférids leukocitdkbdl a DEFAI /
DEFA3 mRNS expresszi6 szintjét €s genomi szinten a DEFAI / DEFA3 gének kopiaszamat.
A legmagasabb a-defenzin (HNP 1-3) plazmaszinteket olyan cukorbetegekben mértiik,
akiknél mikro- vagy makrovaszkuldris elvéltozasok voltak igazolhatéak. Nem taldltunk
Osszefiiggést a génkopiaszdm és az mRNS expresszid, valamint a génkdpiaszdm és a plazma
a-defenzin szint kozott. Ezek az eredmények azt bizonyitjdk, hogy a magas oa-defenzin
(HNP 1-3) szint diabetes-ben nem genetikailag meghatarozott. Feltételezhetd, hogy a
neutrofil granulocitdk kéros éllapotban (cukorbetegségben) torténd degranuldcidja okozza a
magas o-defenzin szintet a vérplazmédban. A szakirodalomban fellelhetd, egymasnak ellent
mond6 tanulméanyok a DEFAI / DEFA3 génkopiaszam és HNP 1-3 plazmakoncentracid
Osszefiiggésében arra 0sztondz, hogy az dltalunk megfigyelt jelenség tovabbi vizsgalatat
mindenképpen folytassuk.

A DEFBI gén c.1-44C>G SNP G alléljanak jelenléte egy feltételezett NF-kB
kotohelyet hoz 1étre a DEFBI gén promoter régidjdban, mely megnodvekedett DEFBI
génexpressziot okoz. A G allél gyakrabban jelenik meg az egészséges populdcioban, ezért
feltételezik protektiv hatdsat. A diabetes szovodményeinek vizsgélatival arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a G allél jelenléte kiilonosen nephropdtia és neuropétia
esetében rendkiviil ritka. A HBD1 diabetesben jatszott szerepét megerdsitik azok a korabbi
megfigyelések, melyekbdl kideriil, hogy a magas vércukorszint oka lehet a csokkent DEFB]

expresszidnak, valamint hogy az inzulin is képes a DEFB1 expressziot szabalyozni.

5.2 Az egér kimotripszin C az autolizis hurok hasitasaval szabalyozza az egér
tripszinogének autoaktivacigjat

Tobb kisérlet és probdlkozas ellenére a mai napig nem sikeriilt olyan egérmodellt
létrehozni, mely mind fenotipusdban, mind mechanisztikusan megfelel az emberben
eléfordulé orokletes hasnydlmirigy-gyulladdsnak, amely a tripszinogén pankredszon beliili
aktivdl6ddsa miatt jon létre. Ahhoz, hogy ilyen modellt készitsiink, meg kell ismerniink az
egér tripszinogének biokémiai tulajdonsdgait, valamint az egyes humdn muticiok hatasat az

egér tripszinogének autoaktivacidjara.



-16 -

Az egér genomban jelen 1év6 20 tripszinogén gén koziil az egér hasnyalmirigyében 4
tripszinogén izoforma fejez0dik ki nagy mennyiségben (T7, T8, T9 és T20). Koziilik a T7,
T8 és T9 autoaktivalddik fizioldgids kalcium koncentracié mellett. A T7 izoforma termelddik
a legnagyobb mennyiségben, autoaktivicidja a leggyorsabb és az autoaktiviacidé sordn a
legmagasabb tripszin koncentraciot éri el. Az egér Ctrc az autolizis hurokban taldlhaté
Phel150-Gly151 peptidkotés hasitasdval szabalyozza az egér tripszinogének autoaktivaciodjat,
mely hasadds eredményeként a T8 és T9 izoformdk autoaktiviciéja majdnem teljesen
gatlodik.

A T8 és T9 izoformdk autoaktivdcidjdnak Ctrc-fliggd gatldsa kialakulhatott annak
érdekében, hogy megvédje a hasnydlmirigyet az aktival6do tripszinogéntdl. Amennyiben ez a
feltételezés igaz, abban az esetben a peptidkotés kimotripszin-fiiggd hasadasa funkcionalisan
hasonld szerepet t6lt be, mint a CTRC szabalyoz6 szerepe a human kationos tripszinogén
autoaktivdlodasaban. A mechanizmus az egér tripszinogének esetében azonban az emberi
tripszinogéneknél megismert jelenséghez képest eltérd, eddig nem ismert szabdlyozé
mechanizmussal torténik.

A tripszinogének fizioldgids aktivdtora az enterokindz, amely aktivalo hatdsit a
patkobélben fejti ki. Kisérleteinkben megfigyeltiik, hogy a Phel50-Gly151 peptidkotés
hasaddsa nem csak az autoaktiviciét, de az enterokindz 4ltali aktivaciét is gatolja. Az
emésztés fiziologias helyén a tripszinogén aktivacio hatékonysaginak Ctrc-fliggd csokkenése
nem tlnik logikusnak, azonban elképzelhetd, hogy a tripszinogén aktivacié kinetikdjdnak
idébeni megnyuldsa elényos az emésztés hatékonysiga szempontjabol.

A kationos tripszinogén p.R122H muticidja az emberekben eléfordulé orokletes
hasnydlmirigy-gyulladds leggyakoribb oka. Kisérletes tapasztalataink alapjan kijelenthetjiik,
hogy a human kationos tripszinogén p.R122H mutdnsidnak analdgidjara létrehozott egér
tripszinogén mutdnsok nem mutattdk a humdn patogén fenotipusra jellemzdé biokémiai
tulajdonsdgokat. Orokletes pankreatitisz modellezésére egérben a p.R122H egér tripszinogén

mutansok nem alkalmasak.
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OSSZEFOGLALAS ES UJ EREDMENYEK

1. Megerdsitettiilk azokat a kordbbi megfigyeléseket, amelyek igazoltdk, hogy a
a-defenzin  koncentrdciéja a  vérplazmdban jelentds mértékben emelkedett
cukorbetegekben az egészséges populdcidhoz képest. Sajat vizsgélataink sordn azt
talaltuk, hogy mind a kontrollpopuldciéhoz képest, mind pedig a szovodménymentes
cukorbeteghez képest szignifikdnsan magasabb a HNP 1-3 szint azon cukorbetegek
vérében, akiknél szovOdményként nephropdtia, neuropdtia vagy sziv-érrendszeri
megbetegedés all fenn mind 1-es, és 2-es tipusu diabetes-ben.

2. Eredményeink azt mutattdk, hogy mind a kontrollpopuldciéban, mind a
cukorbetegekben a DEFAI / DEFA3 gének Osszesitett, diploid genomra értend6 medidn
képiaszama 10. Nem taldltunk 6sszefiiggést a DEFAI / DEFA3 génkoOpiaszam és mRNS
expresszio szintje, valamint a DEFA] / DEFA3 génkopiaszam és a o-defenzin fehérje
(HNP 1-3) vérplazmaban mérhetd koncentricidja kozott. Ezen eredmények azt
bizonyitjak, hogy a magas a-defenzin szint diabetes-ben nem genetikailag meghatarozott.
3. A DEFBI gén c.-44C>G egynukleotidos polimorfizmusdnak vizsgélatabdl
kideriilt, hogy a C allél szignifikdnsan gyakrabban fordul eld cukorbetegekben, mint az
egészséges kontrollpopuldciéban, amely arra utal, hogy a csokkent PB1-defenzin
termelésnek szerepe lehet a diabetes mellitus és szovédményeinek (nephropétia,
neuropatia) kialakuldsaban.

4. Az egér hasnyadlmirigyben fiziol6gids koriilmények kozott 4 kiillonbozo
tripszinogén izoforma fejezodik ki nagy mennyiségben: T7, T8, T9 és T20. A T7, T8 és
T9 izoformdk 1 mM kalciumban, pH=8,0-on autoaktivdlédnak, mig a T20 az emlitett
koriilmények kozott nem képes autoaktivaciora.

5. Az autolizis hurok a T8 és T9 izoformékban jelentds mértékben hasad Ctrc és
Ctrb hatdsara, mely hasadds szinte teljes mértékben meggatolja a T8 és T9 izoformak
autoakitvacidjat. Ezzel ellentétben a Ctrc-nek és Ctrb-nek nincs jelentds hatdsa a T7
izoforma autoaktivacidjara.

6. A p.R122H muticié nem véltoztatja meg lényegesen a T7 és T8 egér
tripszinogének autoaktivicidjit Ezért ezen mutdnsok biokémiai tulajdonsdgai nem

hasonlitanak a humén kationos tripszinogén patogén p.R122H mutdnséhoz.
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7.  KOSZONETNYILVANITAS

Oszinte koszonetem fejezem ki témavezetéimnek, Prof. Dr. Méndi Yvette-nek és
Prof. Dr. Sahin-Té6th Miklésnak, hogy megismertették velem az immunbioldgia és biokémia
csoddlatos vildgat. Mindig csoddltam tudomdnyos gondolkodasukat, szertedgazé tuddsukat és
Ujszerl otleteiket. Halds vagyok a doktori tanulmanyaim sordn mutatott tiirelmes és tor6do
utmutatasukért és a tudoményos palya védlasztdsa irdnti lelkesitésiikért.

Kiilon koszonetem fejezem ki Dr. Somogyvari Ferencnek, aki felkeltette a PCR
technika széleskorli alkalmazésa irdnti érdeklddésemet.

Koszonetem fejezem ki a Szegedi Tudomanyegyetem Altalinos Orvostudoményi Kar
Orvosi Mikrobioldgiai és Immunbioldgiai Intézet munkatarsainak, kiilondsképpen Dr. Buridn
Katalin, Dr. Megyeri Klara, Dr. Tiszlavicz Zoltdn Laszl6, Horvith Addm és Dr. Szekeres
Mirta 4ltal nydjtott segitségért és tandcsokért. Miillerné Dedk Gyorgyinek és Abrahdm
Mariannak koszonom a kitlind labortechnikai és gyakorlati segitséget, Rosztoczy
Zsuzsanndnak és Bognar Renatdnak a szakszerti adminisztraciés munkat.

Szeretném tovabb4a megkdszonni a Boston University-n miikodé Henry M. Goldman
School of Dental Medicine, Department of Medical and Cell Biology munkatarsainak , hogy
tanulmdnyaimat segitették. Kiilondsképpen Dr. Szab6é Andrés, Dr. Schnir Andrea, Dr. Geisz
Andrea, Dr. Baldzs Anita, Maren Ludwig, Dr. Sebastian Beer, Dr. Jiayi Zhou, Dr. Bence
Melinda és Sahin-T6th Vera segitségét emelem ki.

Nagy oromomre szolgdl, hogy doktori tanulmdnyaim sordn segitségemre voltak
kutatétarsaink, Dr. Walter Halangk €s Dr. Thomas Wartman (Department of Surgery, Otto-
von-Guericke University of Magdeburg), tovabba klinikai partnereink: Dr. Varkonyi Tamas,
Dr. Lengyel Csaba, Dr. Fehértemplomi Katalin, Dr. Nyiraty Szabolcs, Dr. Laurentzi Rita a
Szegedi Tudomanyegyetem 1. sz. Belgydgyaszati Klinik4jardl, Prof. Dr. Kempler Péter a
Semmelweiss Egyetem 1. sz. BelgyOgyaszati Klinikdjar6l, Dr. Szolnoki Zoltin a Békés
Megyei Pandy Kalmén Megyei Korhazbol, Dr. Sztriha Laszlé és Prof. Dr. Vécsei Laszlo a
Szegedi Tudomédnyegyetem MTA Neuroldgiai és Idegtudomanyi Kutatécsoportjabal.

Nagyra értékelem Borbds Janos segitségét a http://www.pancreasgenetics.org/ honlap
elkészitéséért és karbantartdsdért. Tovabbd koszonetem fejezem ki Dr. Amanda Watkinsnak
€s Martin Minns-nek, az angol nyelvii tézisem nyelvi lektoralasaért.

Szegedi munkdnkat a Kutatéegyetemi Kivalosagi Kozpont létrehozasit tdmogatd
TAMOP-4.2.2.A-11-1-KONV-2012-0035, és a TAMOP-4.2.2.B-10/1-KONV-2010-0012

palyazatok segitették. Bostonban végzett munkdnkat a National Institutes of Health (NIH)
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0sztondijak segitették (RO1DKO058088, RO1DK082412, RO1DK082412-S2 és RO1DK095753
(to M. S.-T.), valamint a Deutsche Forschungsgemeinschaft is timogatta (DFG HA2080/7-1).

Tézisemet ajanlom szeretett sziilleimnek, Varga Madridnak é€s Németh Mikldsnak,
akiknek mélységes tisztelettel koszonom a tanulmdnyaim sordn nydtjtott dlland6 szeretetét,

tdmogatdsat és batoritasat.



