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BEVEZETES

A diabetes mellitus a 20. szazad végére, 21. szazad elejére olyan elterjedtté valt, hogy
ma mar népbetegségnek szamit. A cukorbetegségben szenveddk szamat 2000-ben 171 millid
fore becsilték a 20 éven feliilieck korében, és ez 2030-ra varhatéan 366 milliéra fog
novekedni. Magyarorszagon nincs kozponti regiszter, ami pontosan nyilvantartand a
cukorbetegeket, de az ismert cukorbetegek szama a népesség mintegy 5-5,5%-at teszi ki.
Figyelemre mélto az is, hogy a sziirdvizsgalatok altalanos tapasztalata szerint minden ismert
cukorbetegre egy fel nem ismert diabetesben szenvedé esik. igy Magyarorszagon koriilbeliil
egymillio fore tehetd azok szama, akik diagnosztizalt, vagy fel nem ismert diabetesben
szenvednek [1].

A diabetes mellitus amellett, hogy népbetegség, elokeld helyet foglal el az ugynevezett
civilizacios betegségek soraban. Civilizacids betegségeknek hivjuk azokat a korokat, amelyek
a tdsadalmak fejlédésével, a kornyezet szennyezddésének fokozoddasdval, az életmod és a
szocialis viszonyok valtozasaval jonnek 1étre. A cukorbetegség ismeretlen volt a korabban a
civilizaciotol elzart kozosségekben egészen addig, amig a ,,fehér ember” hatasa meg nem
jelent a kornyezetiikben. Mara a nyugati civilizacio kozvetitette ,,jolét” eredményeként igen

nagy a 2-es tipusu cukorbetegség gyakorisaga koriikben is.

A XX-XXI. szazad forduldjanak egyik, népegészségligyi szempontbol legfontosabb
lelki betegsége a depresszio, mely 340 millio embert érint vilagszerte. Varhatoéan a betegség
jelentds terhet fog roni a tarsadalomra, hiszen az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO)
elorejelzése szerint 2020-ra a depresszido lesz a masodik leggyakoribb, munkaképesség-
csokkenésért felelés megbetegedés [2] (leggyakoribbnak a sziv és érrendszeri betegségeket
jelzik).

A Hungarostudy szerint, mely egy Magyarorszagon 2002-ben végzett orszagos
reprezentativ felmérés volt [3], enyhe depresszids tiinetekrol a megkérdezettek 27,3%-a
szamolt be. Kozepesen sulyos vagy sulyos, tehat klinikai kezelést igényld depresszios
tiineteket a megkérdezettek 12,9%-ndl talaltak. A stlyos, mindenképpen mieldbbi kezelést
igénylok aranya pedig 7,3% volt.

A depresszid nem egy mulé hangulatingadozas, melyet lehangold események,
tulhajszoltsdg valtanak ki, hanem egy sulyos klinikai tlinetmintdzat, olyan stlyos

pszicholdgiai zavar, amely elhuz6dd természetii lelki gyotrelmekkel jar, a honapok-évek

1
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multaval egyre rosszabba valhat, és a klinikai értelemben depresszids ember stlyos esetben a
legegyszeriibb dolgok kivitelezésére is képtelenné valik, s tehetetlenségében megprobal véget
vetni életének. A depresszidsok egy része képes fenntartani korabbi életvitelét, am a betegség
jelentdsen csokkenti hatékonysagukat, €s megfosztja 6ket oromeiktol.

Az elmult évek epidemiologiai vizsgalatainak Osszesitése alapjan a diabeteses
populacidban, a depresszio atlagos prevalenciaja 20%. A depresszi6 koriilbeliil két-haromszor
gyakoribb diabetesesekben, mint a kor és nem szerint illesztett egészséges populacioban [4].

Ko6z06s vonasa e két népbetegségnek, hogy elsdsorban a robbanasszeriien felgyorsulo
tarsadalmi hatasok révén létrejott karos kornyezeti tényez6k és a megvaltozott kornyezethez
nem megfelelden adaptalodott gének elégtelen mitkodése vezet a betegség kialakulasahoz. A
diabetesre és a depressziora hajlamositdo kornyezeti tényezékrdl, és a hatteriikben rejlé
bioldgiai mechanizmusrél sok mindent felfedtek az elmult évek vizsgalatai, mégis egyik
betegség koroktana Sem tekinthetd tisztazottnak a mai napig. Talan ennek is koszonhetd, hogy
kezelésiikre ugyan van lehetdség, de a ma ismert terapias lehetéségek a betegeket nem
gyogyitjak meg véglegesen, a gyogyszeres kezeléseknek szerteagazd mellékhatasai vannak, és
sok esetben a megfeleld kezelés ellenére sem sikeriil e betegségek szovodményeit megel6zni.

Napjaink vizsgalatai, melyek e korképek genetikai rizikofaktorainak megismerését
tlzik ki célul, egyrészt hozzasegithetnek a betegség korai sziiréséhez, masrészt a genetikai
rizikofaktoraiknak megismerése a két betegség ez idaig tisztazatlan pathogenezisének
megismerését is elsegitheti, és a jovében olyan farmakologia célpontokat tarhat fel, melyek

Uj, hatékonyabb kezelési modok kifejlesztéséhez segithetnek hozza.
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IRODALMI ATTEKINTES
2.1. A HUMAN GENOM VARIABILITASA
2.1.1. A GENETIKAI INFORMACIO MEGFEJTESE — A HUMAN GENOM PROJEKT

A Human Genom Projektet, 1989-ben alapitotta J. Watson. Ez a szervezet nemzetko6zi
Osszefogassal célozta meg a human genom megfejtését, az elsd haploid kromoszéma-szett
,betliinek”, azaz a human DNS szekvencidnak megismerését. A Huméan Genom Projekt
(HGP) els6, tgynevezett ,,nyers” szekvenciajanak kozlésére 2001-ben kertiilt sor [5], mely a
teljes szekvencia kb. 94%-at tartalmazta. Az eredményeket szabadon hozzaférhetd
adatbazisokban tették kozz¢é (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), melyek azoéta is folyamatos
fejlesztés alatt allnak. Az eredmények szempontjabdl az egyik legizgalmasabb kérdés az volt,
hogy hany géniink van? Az elsé eredmények alapjan a fehérjét kodolo gének szamat kb. 30-
40 ezerre becsiilték, késObb azonban ez a szam lényegesen csokkent. Ez egyben azt is
jelentette, hogy az emberi testben kifejez6d6 fehérjéket kodold rész kevesebb, mint 5%-ra
becstilhetd. A genetikai informacié maradék 95%-nak pontos funkcidja maig sem ismert.

A human genom megfejtését idokozben azonban egy, féleg gyogyszergyarak altal
tamogatott privat konzorcium, a Celera is megcélozta. Eredményeiket ugyancsak 2001-ben, a
Science hasabjain kozolték [6]. A Celera altal megfejtett szekvencia is elérhet6 az interneten
(http://www.celera.com), de hasznalata nem ingyenes. Az eredmények szempontjabol
lényeges kiilonbség, hogy ez a projekt joval kevesebb (26 588) fehérjekodold gént josolt,
mely kozelebb all a jelenlegi becslésekhez (18-19 ezer).

Az els6, ,nyers” szekvencidk kozlése utan mindkét konzorcium 2003-ban, a DNS
kett6s spiral felfedezésének 50. évforduldjan jelentette be a human genom megfejtésének
befejezését [7]. Ez sem jelent azonban 100%-0s ismeretet, azaz maradtak kisebb, ismeretlen
szekvencidju hézagok, elsésorban a nem-kodold, inkdbb a kromoszoma strukturajat

meghataroz6 szakaszokban.

2.1.2. MENNYIRE KULONBOZIK A KULONBOZO EMBEREK GENOMJA?

A human genom individualis kiilonbségeinek vizsgalata viszonylag régota folyik, de a
variabilitas els6 pontos becsléseit két személy, a Nobel-dijas J. Watson [8] és a Celera
vezetdje, Craig Venter [9] teljes diploid genomjanak analizise szolgaltatta. Ezek az adatok az

elozetes eredmények alapjan becsiilt 0,1%-nyi kiilonbség mintegy Otszordsét igazoltak

3
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(legalabb 0,5% kiilonbség). Még ebben az évben meghataroztak egy azsiai [10], és egy afrikai
[11] személy egyedi genomszekvencigjat is. Napjainkban, a DNS szekvenalasi technikak
rohamos fejlédésének eredményeképp egyre tobb ember teljes (diploid) genomjat ismerjiik
meg (1000 genom project, http://www.1000genomes.org/), ami nagyban hozzajarul majd a
populécio genetikai heterogenitdsanak jobb megismeréséhez.

A genetikai kiilonbségeket szokas két kategoriaba sorolni: mutacioknak nevezik
azokat a genetikai eltéréseket, melyek viszonylag ritkak, és altalaban monogénesen 6rokl6do,
sulyos betegségekhez vezetnek. Polimorfizmus alatt értik az 1%-nal gyakrabban eléfordulod
variansokat, melyek hatasa az egyedre nézve Kkicsi vagy semleges [12]. Ez a
megkiilonboztetés orvosi szempontbol hasznos, mivel a monogénes 6roklédésti mutaciok
meghatarozasa klinikai szempontbdl fontos, mig a komplex 6roklédést variaciok inkabb
csupan oroklott hajlamositd tényezdknek tekinthetdk, melyek hatdsat mas gének és a
kornyezet is befolyasolja.

A rohamosan fejlodo technikdk miatt egyre tobb 0j polimorfizmust fedeznek fel,
melyeknek gyakorisaga vagy hatdsaik megismerése még varat magara, igy gyakran nem
tudjuk, hogy egy-egy genetikai varians melyik kategériaba esik. Ezért ma mar elterjedtebb a
»polimorfizmus” kifejezés hasznalata mindenféle genetikai varidcid jelolésére. Formai
szempontbol az egyetlen bazispar cseréjét SNP-nek (single nucleotide polymorphism), mig a
rovidebb-hosszabb szakaszok valtozd szamu ismétlédését hosszusag-polimorfizmusnak

nevezik.

2.1.2.1. Monogénes oroklodésiu betegségek (mutaciok)

A sulyos rendellenességet okozd mutaciok gyakorisaga a populacidoban igen kicsi,
mivel a mutans allél valtozat nem terjedhet el a populacioban. Igy az egyetlen génhiban
alapuld, monogénes Oroklodésii betegségek igen ritkak. Ugyanakkor, ha egy csalddban
eléfordul egy adott mutacio, ennek genetikai diagndzisa maximalis prediktiv értékkel bir. A
monogénes Oroklodésli betegségek esetében igen nagy szerepe van a diagnosztikus és
prognosztikus értékii genetikai diagnozisnak (lasd 2.2.1. fejezet).

A monogénes 0roklodeésli betegségek megismerése elméleti szempontbol is igen
jelentds: megmutatja az adott gén funkcidkiesésének kovetkezményeit az emberi
szervezetben. Genetikai gyogyitasanak elméleti lehetdsége a génterapia, melynek azonban ma
még kevés példajat ismerjilk. A mutici6 pontos hatdsmechanizmusdnak ismerete azonban

sokat segit a megfeleld terdpia kialakitasaban. Hazai kutatasok is megerdsitették példaul a
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cisztas fibrozis [13], illetve a 21-hidroxilaz-hiany genetikai/prenatalis diagnozisanak

jelent6ségét [14-16].

2.1.2.2. Népbetegségek genetikai hattere

A gyakori betegségek hatterében csakis olyan genetikai tényezdk allhatnak, melyek
egyenként kis hatasuak, igy a populacioban elterjedhettek (,,Common Disease — Common
Variant” elmélet [17]. igy a népbetegségek rizikofaktorai sokfélék, a genetikai (poligénes

oroklodés) és kornyezeti rizikofaktorok 6sszjatéka alakitja ki a betegséget.

2.1.3. A GENETIKAI ASSZOCIACIO-VIZSGALATOK FO TiPUSAI

A komplex 0roklodésti betegségek genetikai hatterének kutatasa genetikai
asszociaciovizsgalatokkal torténik, melynek sordn egy egészséges €s egy beteg populacié egy
genom asszociacio analizise (GWAS=Genome-Wide Association Study), melynek soran a
genom teljes teriiletén szétszort tobb ezer markert hatiroznak meg. A markerek ismert
azok, melyek alléljai szignifikdnsan kiilonboznek a két csoport kozott. A betegcsoportban
gyakrabban eldforduld marker allélok alapjan lokalizalhaté a betegséghez kapcsolodo
kromoszomalis régi6. Az adott régié finom elemzésével meghatarozhatok azok a gének,
melyek kapcsolddnak (asszocialnak) a betegség eléfordulasaval. Mivel a fent leirt elemzéshez
tobb ezer beteg SNP-chip analizise sziikséges, a GWAS vizsgalatok igen koltségesek, és
altalaban nemzetkozi konzorciumok munkajanak eredményeképp jonnek 1étre [18]. Sajnos a
GWAS eredményei gyakran ellentmondasosak, példaul a 2-es tipusu diabetes vonatkozasaban
tobb GWAS is késziilt, melyek reprodukélhaté eredményeit egy nemrég megjelent meta-
analizis értékeli [19].

A kandidans gének asszociacié-vizsgalata soran a vizsgaland6 gének kivélasztasa az
adott betegség molekularis mechanizmusaban elméleti alapon feltételezheté komponensek
alapjan torténik. A diabetes elméletileg feltételezett kandidans génjei példaul az inzulin
jelpalya alkot6ibol, a hangulati zavarok legfontosabb kandidans génjei a neurotranszmitterek
(dopamin, szerotonin) felépitésében, lebontasaban és visszavételének komponensei koziil
keriiltek ki. Ujabban a GWAS eredményei szolgaltatnak olyan 1ij kandidans géneket, melyek

szerepe az adott pathomechanizmusban a GWAS eredményei alapjan valoszinisithetd.
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2.1.4. PCR-AMPLIFIKACIO
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1. abra. A PCR-reakcié elve
Forras: (Molekularis biologiai alapismeretek c. PhD kurzus (Dr. Sasvari Maria) alapjan
megrajzolva

A polimeraz-lancreakcié (PCR) soran a human minta felsokszorositani kivant részletét
primerekkel jeloljik ki. A primer 18-22 bazisbol allo, szintetikus, egyszala DNS
(oligonukleotid), mely egy adott DNS-szakasszal komplementer, azaz hozzatapad. A HGP
eredményeképp gyakorlatilag barmilyen genomi szakaszra tervezhetok primerek, hiszen a
DNS-szekvencia ismert. A primerek tervezése soran az egyik primer a kettdsszala DNS egyik
szalara, a masik primer a masik szalra tapad (lasd 1. abra). Az igy kijelolt DNS-szakasz
sokszorositasa hdstabil polimeraz segitségével, egy termociklus sokszoros ismétlésével

torténik, melynek 1ényege, hogy minden ciklusban megkett6zddik a kivalasztott amplikon.

21.4.1. Hosszusag-polimorfizmusok genotipizalasa

Ha a populacioban el6fordulo allélok egymastol hosszisagukban kiilonboznek, akkor
a PCR-termék méretéb6l a genotipus kozvetleniil meghatarozhaté [20]. A PCR-termékek
méretét elektroforézissel hatarozzdk meg, melynél a DNS-fragmentumok elektromos térben
vandorolnak — a Kkisebbek gyorsabban, a nagyobbak lassabban. A pontos méret-
meghatarozashoz egy uUgynevezett ,létrat” hasznalnak, mely ismert hosszisagli darabokat

tartalmaz (2. abra).
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2. abra. Hosszusag-polimorfizmusok genotipizalasanak elve
Az abra 3 személy (1,2,3) genotipusanak meghatarozasat mutatja be
(h=hosszt; r=r6vid. Homozigotak: h,h és r,r; heterozigota: h,r)
Forras: Molekularis biologiai alapismeretek c. PhD kurzus (Dr. Sasvari Maria) alapjan megrajzolva

2.1.4.2. SNP-genotipizalasi modszerek

Az SNP nem okoz valtozast a PCR-termék hosszaban, igy a genotipus
meghatarozasahoz tovabbi ,triilkkok” sziikségesek. Az alabbiakban csak néhany, a jelen

munkaban felhasznalt SNP-meghatarozasi mddszert mutatok be.

2.1.42.1. PCR-RFLP
A betlicsere hosszusagbeli kiilonbséggé alakithatd a PCR reakciot kovetd restrikcios

hasitassal (Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP). Ehhez a DNS-szekvencia 4-8
,betijét” nagyon specifikusan felismerd restrikcids endonukledzokat hasznalnak, melyek
koziil kivalasztjak azt, amelyik ,,felismeri” a baziscserét, és az enzimatikus hasitast kovetden
az egyik allél két kisebbre hasad, a masik nem hasithatd a betlicsere miatt. Mivel a hasitas
lehetségét kontrollalnunk kell, ezért igen fontos egy kontroll hasitasi hely is, amely nem
polimorf, tehat mindkét allél esetében elvagodik [21] (3. abra).



DOI:10.14753/SE.2012.1702

A. PCR termék hasitasa B. Elektroforézis
C
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3. abra. A PCR-RFLP elve
Az abra 3 személy (1,2,3) genotipizalasanak elvét mutatja be.
A meghatarozando genotipus egy CT SNP. A restrikcios endonukleaz felismerési helye sarga
négyzettel van jelolve. A C véltozatot az enzim el tudja hasitani, a T valtozatot nem. A szamok a
keletkezett DNS-fragmentumok hosszusagat jelzik bazisparokban kifejezve.
Forras: Molekularis biologiai alapismeretek c. PhD kurzus (Dr. Sasvari Maria) alapjan

megrajzolva

2.1.4.3. SNP-genotipizalas TagMan© rendszerrel

A genetikai vizsgalatok moédszerei az elmult években oriasi fejlédésnek indultak.
Szamos nagy hatékonysagu, azaz sok személy és/vagy sok SNP meghatdrozasara alkalmas,
gyors modszert dolgoztak ki, ezek egyike a TagMan© rendszer [22].

A TagMan© rendszer az Applied Biosystems altal kidolgozott modszer, melynek elve
merdben kiilonbozik a legtobb genotipizalasi modszertdl. Itt ugyanis nem a PCR-terméket
mérjiik, hanem a PCR soran lehasado probat. A proba allélspecifikus, azaz egy SNP két
alléljanak megfelelden kétféle lehet: az egyik proba csak az egyik (4. abran V=VIC nevi
fluoreszcens festék), a masik csak a masik allélt tartalmazé DNSszakaszhoz kapcsolodik (4.
abran F=FAM nevi fluoreszcens festék). A vizsgalando szakaszhoz kapcsolddo fluoreszcens
proba nem ad jelet, mert a masik végéhez egy kioltdo (4. abran ,,quencher” Q-val jeldlve)
molekulat is kapcsoltak kovalensen. Ha az adott szakasz a PCR-reakcio soran amplifikalodik,
a fluoreszcens jel detektalhatova valik. Ezéltal a PCR-reakcio soran a kétféle allélrol képz6do

PCR-termék kétféle fluoreszcencias jelet ad.
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T
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3. abra. A TaqMan® SNP genotipizal6 rendszer elve
Forras: Molekularis biologiai alapismeretek c. PhD kurzus (Dr. Sasvari Maria) alapjan
megrajzolva

Ennél a modszernél valos-idejii PCR (real-time PCR, RT-PCR) késziiléket hasznalnak.
A 96-0s talcaval mikodod késziilékekkel egyszerre 94 személy genotipusat lehet meghatarozni
(plusz 2 kontroll, amelyben nincs DNS). Minden egyes PCR-ciklus utan fluoreszcencia

intenzitasmérés torténik, mellyel az amplifikacié menete kovethet6. Ezért nevezik valos idejl

(real-time) PCR-nek.
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5. abra. SNP genotipizalasa TagMan® rendszerrel
Az abran minden egyes szines jel egy-egy személy genotipusit adja meg a mért
fluoreszcencia intenzitasok alapjan. (-): negativ kontroll (a mintdban nincs DNS).
Forras: (Molekularis biologiai alapismeretek c. PhD kurzus (Dr. Sasvari Maria) alapjan
megrajzolva

Az 5. 4bra ugynevezett végpontdetektalast mutat be, mely a PCR-reakcid befejezése

utan létrejovo fluoreszencia-intenzitas értékeit mutatja. Az 5. abran minden pont egy-egy

9
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személynek felel meg. A ,kék” jelet ado mintdk genotipusa CC, a ,,z61d” jelet adoké CT, a
,»piros” jelet adoké TT. Megjegyzem, hogy az abran a pontok szine a programban szabadon
valaszthato, a valosagban mért értékek fluoreszcens jelek, melyek detektalasa jelen esetben
két, kiilonbozé hullamhossztartoméanyra €érzékeny detektorokkal torténik. Az 5. dbran az is
lathatd, hogy az egyes genotipuscsoportok jol elkiiloniilnek egymastol, ami a modszer

megbizhatdsagat igazolja.

3.1. A DIABETES GENETIKAI TENYEZOI

A diabetes mellitus egy olyan anyagcsere-betegség, amelynek legfontosabb tényezdje
a szénhidrat-anyagcsere zavara, de egyarant jellemzi a komplex zsir- és fehérje-
anyagcserezavar. A pathomechanizmusban alapvetd tényezé az inzulin abszolut vagy relativ
hianya. Egyes esetekben mindkét eltérés egyiittesen fordul el6. A diabeteses esetek kb. 10%-a
1-es tipusu cukorbetegség (1TDM). Ezekben az esetekben a koroktan kozéppontjaban az
abszolut inzulinhiany all, ami autoimmun mechanizmust (sejt-medialta autoimmun béta-sejt
karosodas), vagy un. idiopatias betegség.

A béta-sejt karosodasat beindité folyamat menete pontosan nem tisztazott, de mint
kornyezeti tényezd szerepet jatszhatnak benne kiilonbozd kiilsd, kornyezeti fehérjék, melyek
aminosav-szekvenciaja tobbé-kevésbé hasonld a szigetsejt sajat antigénjeihez (molekularis
mimikri). A fehérje ellen termelt antitest elindithatja az autoimmun folyamatot. Egy masik
lehetéség, hogy egy virusfertézés a virus antigének expresszidjat hozza 1étre a béta-sejt
felszinén ¢és ez sejtek elleni immunvélaszt valt ki. A korkép klasszikus tlinetekkel jar
(polyuria, polydipsia, fogyas), és tobbségében 35 éves kor eldtt manifesztalodik. Inzulin
hianyaban ketoacidotikus koma alakul ki, ami megfeleld terapia hianyaban halallal végzodik.

2-es tipusu diabetes mellitusban (2TDM) szenved a cukorbetegek kozel 90%-a. Ebben
az esetben egyszerre beszélhetliink az inzulinhatds kérosodasardl és az inzulin elvélasztas
zavararol. A korkép tipusos esetben klasszikus tiinetek nélkiil, elhizashoz tarsulva, tobbnyire a
35. életév felett jelenik meg. Az orokletes fogékonysag talajan kialakuld inzulin-rezisztencia
miatt, a normoglikémia fenntartasa csak egyre magasabb inzulinszint mellett lehetséges. A
tulhajtott inzulinszekrécio végiil — nagyon leegyszeriisitve - a béta-sejtek kimeriiléséhez vezet.
Az inzulinelvalasztas elkezd fokozatosan csokkenni, a vércukorszint pedig a fiziologias
tartomanyt atlépve emelkedik. Ez a tendencia egy bizonyos hatdron til oralis antidiabetikum

adasa mellett vagy helyett sziikségessé teszi az inzulin adagolasat.

10
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A cukorbetegség két leggyakoribb formajan tailmenden megkiilonboztetjik a
gesztacios diabetest, mely a terhesség soran jelentkezd, vagy terhesség alatt felismert
szénhidratanyagcsere-zavar.

Az egyéb, specialis diabetesformak csoportjaba tartoznak a béta-sejtmiikodés genetikai
zavarai (MODY, MIDD), az inzulinhatas genetikai zavarai, a pancreas exocrin allomanyanak
megbetegedéseihez tarsuld formdk, endocrinopathidkhoz csatlakoz6, gyogyszerek és kémiai
anyagok altal kivaltott, infekciokhoz tarsuld diabetesek, ill. az immungenézisii diabetes

szokatlan esetei, és mas, esetenként diabétesszel tarsuld genetikai szindromak.

3.1.1. MONOGENES OROKLESMENETU DIABETES TiPUSOK

Az Orokletes hajlam diabetesben altalaban egyfajta fogékonysagot jelent, amely
kornyezeti  hatasokkal (életmdd, étrend, fizikai aktivitas, elhizas, virusinfekcio,
szociokulturalis tényezdk, egészségi allapotot rontd behatasok) tarsulva inzulinrezisztenciat,
hiperinzulinémidt vagy béta-sejt diszfunkciot eredményez. Az esetek meghatarozo részében a
cukorbetegség kialakulasaért oroklott és kornyezeti tényezok egyarant felelosek. Ezzel
szemben ismeriink olyan eseteket is, amikor a diabetes kialakulasaért egyértelmiien egyetlen
gén mutacidja felelés. A monogénesen 6roklédo diabetes hat kiilonboz6 MODY (maturity-
onset diabetes of the young) altipust foglal magaba, tovabba az inzulinrezisztencia-

szindromakat és a mitokondrialis eredeti diabetest.

3.1.1.1. MODY (maturity-onset diabetes of the younq)

A legismertebb monogénes droklésmenetii diabetes tipusok a MODY kategoéridiba sorolhatok.
A kifejezést 1965-ben Fajans hasznalta el6szor [23]. Jellemzdje a fiatalkori, altalaban 25 év
el6tti kezdet, a csaladi halmozodas, legalabb harom generacio érintettsége, az autoszomalis
dominans 6rokl6dés, az obesitas hidnya és a béta-sejtek miikodésének primer zavara. A mai
napig hat kiilonb6z6 gén mutacioit hoztak osszefiiggésbe a MODY-val, ennek megfeleléen
hat alcsoportot ismeriink (MODY1-6). Erdemes megjegyezni, hogy valamennyi MODY-
mutacié dominans 6roklésmenetii (lasd 1. tablazat 14. oldalon).

A MODY1 és a MODY3 klinikai megjelenése hasonlo. A betegeket kezdetben
mérsékelt hiperglikémia jellemzi, de életiik késébbi idészakaban oralis antidiabetikum adasa
vagy inzulinterapia vallhat sziikségessé. A MODY1-ért a hepatocyta nuklearis faktor 4 alfa
(HNF-40) gén mutacioja felelds, mig a MODY3 esetében a hepatocyta nuklearis faktor 1 alfa
(HNF-1a) funkcidja romlik el. A HNF-4a a 20q kromoszéman talalhatd, mig a HNF-1a-t a
12q kromoszéma hordozza. A MODY3 és a MODY1 fenotipusos hasonldsaganak alapja az,

11
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hogy a HNF-4a szabalyozza a HNF-10 miikodését [24, 25]. Ezek a transzkripcids faktorok az
inzulin gén kifejez6dését iranyitjak a béta-sejtekben, illetve olyan génekét, melyek a gliik6z
transzportjaban ¢s metabolizmusaban résztvevo fehérjéket kodoljak. A legtébb humén
populacidban a MODY leggyakoribb oka a HNF-1a gén hibaja, melyet jelenlegi tudasunk
szerint tobb mint 120 mutacid okozhat. Ugyanakkor a MODY'1 hatterében allo6 HNF-4a gén
mutacidi viszonylag ritkdk, ez iddig hazankban Gsszesen 13 csaladot azonositottak ebben a
tipusban [26].

A MODY2-t a 7q kromoszoman talalhat6 glukokinaz gén mutacidja okozza, melynek
tobb mint 100 kiillonb6zo formaja ismert. A mutacid hatasara csokken a glukokinaz — azaz a
béta-sejt glukoz szenzoranak - aktivitasa, ezaltal csokken a gliikozra adott inzulinvalasz és a
posztprandidlis glikogénszintézis a majban. A mutacié homozigéta formaban neonatalis
permanens diabetes mellitust okoz, mely inzulinkezelést igényel [27, 28]. A betegek
legtobbszdr panaszmentesek, csupan diétdra szorulnak, ritkdk a diabeteses szovodmények
[29].

Az inzulin promoter faktort (IPF-1) kodold gén egy igen ritka mutacidja okozza a
MODY4-et. A gén a 13q kromoszémaan helyezkedik el. A mutacié homozigéta forméaban
pancreas agenesist €s neonatalis diabetest okoz. Az IPF-1 is egy transzkripcios faktor, mely
kozponti szerepet tolt be a hasnyalmirigy fejlédésének szabalyozasaban elsdsorban az inzulin,
a glukokinaz, és az islet amyloid polypeptid gének expressziojanak szabalyozasaval. Ugy
tiinik, hogy elsésorban ez a faktor kdzvetiti az inzulin gén glikéz indukalt transzkripcios
aktivitasat. Ezt timasztja ala az a tény, hogy MODY4-ben els@sorban az inzulinszekrécio elsd
fazisa koros [30, 31]. A hepatocyta nuklearis faktor 1p-t (HNF-1B) kddold gén mutacioi a
ritka, de elkiilonithet6 MODY'5 (17q lokusz) altipust jelenitik meg. A fenotipusra jellemzd
veseeltérések (vesecystak, proteinuria, veseelégtelenség) nem a diabeteses nephropathia
kovetkezményei. Az eddigi 4 n6éi hordoz6 koziil ketténél belsd genitalis eltéréseket is leirtak
[32].

A NeuroD1 (neurogenic differentiation 1) transzkripcios faktor mutacidja a 2932
pozicioban a MODY6-ot okozza, eddig mindossze két csaladnal irtak le [33]. Errdl a
transzkripcids faktorrdl jelenleg minddssze annyit tudunk, hogy ez is sziikséges az inzulin gén

expresszidjahoz.

3.1.1.2. Inzulin-rezisztencia szindréomak

Az inzulin rezisztencia szindroma egy heterogén betegségcsoport, mely magaba

foglalja az inzulin receptor szindromakat €s a lipodisztrofidkat. K6zos benniik, hogy extrém
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hyperinzulinaemiéval jarnak, és hogy az inzulin nem képes kelld metabolikus hatast kifejteni
az érintettek ma4j, izom és zsir szovetében.

Napjainkig tobb mint 60 féle inzulinreceptor génmutaciot hoztak Gsszefiiggésbe az
inzulin rezisztencia kialakulasaval. A legtobb mutacié az inzulinreceptor extracellularis részét
valtoztatja meg, (pl.. Donahue, Rabson-Mendelhall szindromak) mely gatolja az inzulin
kotodését [34]. Az ,,A” tipust inzulin rezisztencia szindromaban viszont az inzulin receptor
intracellularis része modosul, mely az inzulin jelpalya normalis szignaltranszdukcidjat gatolja.

A lipodisztrofidkban az extrém inzulin rezisztencia mellett az a koz6s vonas, hogy a
zsirszovet olyan szervekben halmozodik fel koros mértékben, melyeknek fiziologias
koriilmények kozt nem szerepe a zsir raktirozdsa (pl.: vazizmok, madj). A congenitalis
generalizalt lipodisztrofiat (Berardinelli-Seip szindroma) a 9q34 kromoszéma régidban
(LMNA) gén harom kiilonbdz6 mutaciojardl is ismert, hogy lipodisztrofiat és
inzulinrezisztenciat okoz. A familiaris parcialis lipodisztréfia Dunningen tipusa autoszomalis
dominéns formaban 6roklodik. A betegséget pubertas utan kezdddo lipodisztrofia, ndvekedett
2-es tipust diabetes riziko, magas vérnyomas, dyslipidaemia, és korai koszortér-meszesedés
jellemzi [35].

Két csaladban irtdk le a PPAR-gamma gén ligandkoté helyeinek mutacioit (P476L
V290M). A mutacidé altal okozott 3-as tipusu parcialis familiaris lipodisztrofia dominans
oroklésmenetet mutat. A korképre jellemz6 a stlyos inzulin rezisztencia, korai diabetes,

hypertonia, magas szérum triglicerid és alacsony HDL szint.

3.1.1.3. Mitokondrialis diabetes

Elséként egy 10,4 kb méretii mitokondrialis deléciordl irtak le, hogy 20-30 éves
korban cukorbetegséget €s neuronalis hallasvesztést okoz. A mutaci6 anyai d4gon 6roklodik, az
ATP szintézisének zavarahoz vezet a béta-sejtekben, igy a glikoz szenzor hibaja miatt
csokken az inzulin szekrécid, ami diabetest okoz. A MELAS (mitokondrialis myopathia,
encephalopathia, laktatacidozis, stroke-szerli epizodok) szindromat egy mitokondrialis tRNS

génmutacio okozza, mely anyai agon 6rokl6do diabétesszel és kétoldali stiketséggel jar egyiitt
[36, 37].
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Gén
1okusz

Gén neve

Oroklés
menet

Fenotipusos jellemzok

MODY (maturity-onset diabetes of the young)

Hepatocita nuklearis

Kezdeti mérsékelt hyperglicaemia, késébb orélis antidiabetikumot vagy

MODY1 209 faktor 4o AD inzulint igényelhetnek, gyakoriak a késoi diabeteses komplikaciok
(HNF4o)
Glukokinaz Homozigétakban neonatalis permanens diabetes mellitus.
MODY?2 P (GCK) AD Heterozigotak panaszmentesek és Csak diétara szorulnak, ritkak a diabeteses
szovodmények.
Hepatocita nuklearis
MODY3 12q faktor 1o AD Lasd. MODY1
(HNFla)
MODY4 13q inzulin ’E:gr:‘f)er faktor |\, Orlis antidiabetikumot vagy inzulint igényeld diabetest okoz.
Hepatocita nuklearis . — . . . A
MODYS5 17q faktor 18 AD i\l/';?ﬁ;:gtstial;lp:ée(li?:gzl?:;sziljftelenseg. Ordlis antidiabetikumot vagy
(HNF18) geny '
Neurogén
MODY6 2932 differenciacios faktor 1 |AD Oralis antidiabetikumot vagy inzulint igényeld diabéteszt okoz.
(NEUROD1)
Inzulin rezisztencia szindrémak
Inzulin recentor Extrém inzulin rezisztencia, ¢hezési hypoglicaemia és postprandrialis
Donahue szindroma |19q P AR hypreglicaemia intrauterin retardacio, lipoatrofia, arc diszmorfia, jellemzi.
(INSR) 1 éven beliili halalhoz vezet.
Inzulin rezisztencia, ¢hezési hypoglicaemia és postprandrialis hypreglicaemia
Rabson-Mendenhall Inzulin receptor acanthosis nigricans, korai pseudopubertans, gyakori diabeteses ketoacidozis,
o 199 AR . qa
szindroma kronikus komplikéaciokkal.
(INSR) 1 évnél hosszabb tulélés.
ipust inzuli Inzulin receptor - ; . S — . .
A tfpusu lflzuhn 2l P Inzulin rezisztencia, acanthosis nigricans, hirsutizmus, obesitas és lipoatrofia
rezisztencia 19q AR/AD .,
o (INSR) hianya.
szindréma
Bernardinelli-Seip
9q34 congenital
L lipodystrophy 2
K;I;%Zililztzlltls 11qg13 (BSCL2) AR A zsirszovet kozel teljes hianya, inzulin rezisztencia, hepatomegalia, izom
gener . 1-acylglycerol-3- hypertréphia, hyperlipidaemia mentalis retardacid, cardiomiopéathia.
lipodisztrofia
phosphate O-
acyltransferase 2
(AGPAT?2)
. s lamin A/C
Familiaris parcialis . PR . . . .
L Progressziv subkutan zsirszvet vesztés a végtagok a torzs és glutealis
lipodisztofia 1921 AD = . 1 . R
. . (LMNA) regioban, zsirfelhalmozodas a nyakon és az arcon. acanthosis nigricans.
(Dunningan tipus)
ibulo- i Lamin A/C
Man@b_ulo gcralfs 1021 AR
tipusu lipodisztrofia (LMNA)
L, o Peroxisome proliferator-|
3-as tipusii parcidlis activated receptor
familidris 3p gamma AD Végtag és glutealis regiora lokalizalt subcutan lipodisztrofia.
lipodisztrofia
(PPARG)
Mitokondrialis diabétesz
MIDD
. Anyai . .
_(mate_ma"){ Mt DNS 10.4kb delécié AL 10-30 éves korban jelentkezd diabétesz, siiketség
inherited diabetes agon
and deafness)
MELAS
(mitokondridlis Mitochondrial transfer . A o . o .
miopathia, Mt DNS RNA(Leu(UUR)) Anyai  |mitokondrialis miopathia, encealopathia, laktat acidozis, stroke szerti
encefalopatia, laktat (MTTL1) agon epizodok, diabétesz, siiketség

acidézis, stroke
szerii epiz6dok)

1. tablazat. Monogénes oroklodésii diabetes tipusok
Forras: sajat 6sszefoglalo kozlemény [38]
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3.1.2. A KOMPLEX OROKLODESU DIABETES GENETIKAI RIZIKOFAKTORALI

A monogénesen 6roklodé diabetesek az Osszes diabetes eléfordulasanak kevesebb,
mint 5%-at adjak. Ugyanakkor az l-es és a 2-es tipusti diabetes, valamint a gesztacios
diabetes joval gyakoribb, a szénhidrat-anyagcsere zavarok kozel 85%-at adjak. A gyakori
diabetesek komplex oOroklodésti betegségek, melyek kialakulasaban a kornyezeti
rizikofaktorok (pl.: elhizds, mozgasszegény életmdd, nem megfeleld diéta, virusinfekciok,
stb.) mellett 6roklott tényezOk is szerepet jatszanak. A cukorbetegség hatterében szerepld
genetikai rizikofaktorok egyenként altalaban kis hatasuak, és csupan mas genetikai és
kornyezeti faktorokkal egyiitt okoznak betegséget [39].

Az 1980-as évek végén napvilagot latott, diabeteses ikreken végzett csaladvizsgalatok
voltak az els6 bizonyitékok, melyek alatamasztottak mind az 1-es [40-45] mind a 2-es tipust
cukorbetegség [46-48] oOrokolhet6ségérdl szoldo elméleteket. Napjainkban a tobb tizezres
populacidkon végzett teljes genom analiziseck (GWAS) eredményeinek koszonhetéen [49]
folyamatosan béviil azon gének listaja, melyek szamitasba johetnek a diabetesre vald
genetikai hajlam kialakitasaban. Ugyanakkor csupan néhany kandidans génvarianst sikeriilt

egyértelmiien a DM rizik6faktoraként azonositani.

3.1.2.1. Az 1-es tipusu diabetes kandidans génjei

Az 1'TDM o6rokolhetdségében nagy valdszinliséggel szerepet jatszo genetikai tényezdk
koziil tobbet mar a ,,GWAS éra” el6tt sikeriilt azonositani. Altalanosan igazolt genetikai
tényezoként tartjuk szdmon a HLA II osztalya (IDDM1 (6p21 kromoszoma) gének koziil a
DRB1 ¢és DQBI1 géneket, melyek az 1TDM genetikai meghatarozottsaganak kb. 50%-aért
felelések. A gének altal kodolt MHC II molekulak szerepe egyrészt az, hogy megkatik, és a
T-sejtek felé prezentdljak a betegség kialakuldsaban szerepet jatszd antigéneket, masrészt a
DR ¢és DQ gének altal kodolt molekulak kulcsszerepet jatszanak a béta-sejtek pusztulasat
okozo, autoreaktiv T-sejtek csecsemOmirigyben valo kivalasztodasaban és aktivalddasaban.

Tobb, nem-HLA génrél is viszonylag régota ismert, hogy kisebb mértékben ugyan, de
egyértelmien hajlamosit az 1TDM kialakulasara. Ilyen példaul az inzulin génjén talalhato
(INS) VNTR-régio (11pl5 kromoszéma szakaszon, [50-53]; a citotoxikus T-limfocita
receptor tipust protein-tirozin-foszfataz 22 (PTPN22) gén a l-es kromoszoéma pl3-as
régidjaban [57, 58]; valamint az interleukin-2 receptor alfa gén (IL2RA, [59-61].
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Roviddel a teljes genom vizsgalatok kezdete utan mar lathaté volt, hogy a GWAS
vizsgalatok tovabbi nagy segitséget nyujthatnak az 1TDM genetikai hatterének feltarasaban.
Példaul az els6 — viszonylag kisebb — GWAS vizsgalat is markans pozitiv eredményt hozott:
azonositottak az interferon-indukalt helikaz (IFTH1) gén egyik SNP-jét, mely a fehérje 946-0s
betegekben [62]. Erdemes megjegyezni, hogy ebben a vizsgilatban 6500 darab
aminosavcserét okozd SNP-t vizsgaltak. Ez az eredmény megerdsitést nyert a tovabbi eset-
kontroll, illetve csaladvizsgalatokban is [63]. Az IFIH1 gén bioldgiai hatasat tekintve is jo
kandidans génje a ITDM-nek, hiszen a gén terméke a virusfertézések szenzoraként mikodik.
Feltehetden a virus-RNS felismerésében jatszik kulcsszerepet, igy ez lehet a hianyzo
lancszem a kornyezeti triggerként szerepld virusinfekciok és a kialakuld autoimmun betegség
kozott.

Az elsé két, valoban nagy volumenii, 1TDM-es mintan végzett GWAS vizsgalatot egy
amerikai (Center for Applied Genomics, Abramson Research Center, The Children's Hospital
of Philadelphia) és egy angol (Wellcome Trust Case—Control Consortium) munkacsoport
parhuzamosan végezte. A Hakonarson vezette amerikai munkacsoport az [llumina cég 550000
SNP markert tartalmazo chip-jét hasznalta egy tobb mint 2000 f6s eurdpai mintan. Az
elemzés a korabban megismert 16kuszokon feliil kandidans génként azonositotta a CLEC16A
(C-type lectin domain family 16, member A) fehérje génjét, mely a 16p13 kromoszomalis
régioban helyezkedik el. A gén kizarolag elsédleges dentritikus sejtekben, B-limfocitakban és
természetes 016 sejtekben (NK-sejtek) expresszalodik. Funkcidjat tekintve — mai tudasunk
szerint — sejtadhézioban és a korokozok felismerésében szerepelhet, igy az — IFIH1-hez
hasonloan — bioldgiai funkcidja jol értelmezhetd [64].

A Wellcome Trust Case—Control hétféle, multifaktorialis 6roklésmenetii betegség
genetikai rizikofaktorait kutatta, koztik az 1TDM-ét is [65]. A vizsgilat 1TDM-es
szakaszaban 2000 eset és 3000 kontroll minta genotipizalasara keriilt sor az 500.000 SNP-
markert tartalmazo Affymetrix chip segitségével. Analizisiik megerdsitette a Hakonarson
munkacsoportja altal felismert 16p13 16kusz hatasat és emellett tovabbi kromoszoma régid
szerepére mutatott ra: 12q24 (kandidans gén: C120rf30) 12q13 18pll (kandidéns gén:
PTPN2).

Tovéabbi meta-analizisek lehetdséget nyujtottak arra, hogy az esetszam novelésével,
illetve specifikusan kivalogatott SNP-markerek segitségével kimutathatdéak legyenek olyan
rizikofaktorok is, melyek még multifaktorialis szinten is kis hatasuak (OR 1,1-1,2). Ezen

vizsgalatok soran azonositottak a kovetkezo géneket: UBASH3A (ubiquitin-asszocialt és SH3
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doménnel rendelkez6 protein A gén); BTB (broad complex tramtrack-bric-a-brac); BACH2
(cap ‘n’ collar (CNC) homology 2); PRKCQ (protein-kinaz C theta), valamint a 15q24 régio
kilenc génje koziil a CTSH-t (cathepsin H), a CLQTNF6-t (complement 1q tumor necrosis
factor related protein 6) és az SSTR3-t (szomatosztatin receptor 3) [66].

Index SNP  Kromoszoma régié Esély hanyados Kandidans gén

rs2476601  1p13 1,8 PTPN22
rs1990760 @ 2924 0,86 IFIH1
rs1004446 | 2931 0,62 CTLA4
rs17388568 @ 4g27 1,27 IL2-1L21
TObbszoros = 6p21 - MHC
rs3757247 | 60915 1,13 BACH2
rs41295061 | 10p15 0,61 IL2RA
rS947474 10p15 0,81 PRKCQ
rs6356 11p15 1,52 INS
rs2292239 | 12q13 1,3 ERRB3
rs17696736 12924 1,37 C120rf30
rs3825932 | 1524 0,87 CTSH
rs2903692 | 16pl3 0,65 CLEC16A
rs2542151 | 18pll 1,33 PTPN2
rs9976767 21922 1,16 UBASH3A
rs229541 220913 1,15 C1QTNF6

2. tablazat: Az 1-es tipusu diabetes kandidans génjeli, illetve kromoszoma régioi
Forras: 6sszefoglalo kdzlemények alapjan [65, 67-70].

3.1.2.2. A 2-es tipusu diabetes kandidans génjei

A 2TDM genetikai rizikofaktorainak feltérképezésére tett kisérletek soran elsdként
elméleti szempontbdl felvetett kandidans géneket vizsgaltak, azaz olyan géneket, melyek
miikodési zavara funkciojuk alapjan 2TDM-hez vezethet. llyenek példaul a monogénes
diabetest okoz6 gének polimorfizmusai (pl. MODY gének, WFS1), az inzulin rezisztencia
génjei (pl. PPARG), vagy a béta-sejt funkcidhoz és a megfeleld inzulin elvalasztashoz

sziikséges gének (pl. KCNJ11).

A MODY gének polimorfizmusai
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A MODY génekrol évtizedek 6Ota ismert, hogy miikodési zavaruk monogénes diabetes
kialakulasahoz vezet. Feltételezheté volt, hogy ugyanezen gének az anyagcserére kisebb
befolyast gyakorlé polimorfizmusai ugyan onmagukban nem okoznak diabetest, de mas
rizikofaktorokkal egyiitt hatva hajlamosithatnak a 2TDM kialakulasara. Az ismert hat MODY
gén koziil a HNFI1p egy intronban elhelyezkedé SNP-jérél (rs757210) sikeriilt igazolni, hogy
kis fokban ugyan (OR: 1,12) de 2TDM-re hajlamosit. Ezt az eredményt t6bb mint 15000
minta sszesitésével igazoltak, és ezt a hatast egy késébbi GWAS is megerdsitette [71-73].

A Wolfram-szindroma a WFS1 gén mutacidéi kovetkeztében fellépd komplex
tinetekkel jar6 betegség, melynek része a szénhidrat-anyagcsere zavara is [74]. A gén
polimorfizmusainak 24000 mintdn végzett vizsgalata kimutatott 2 SNP-t, melyek Kkis
mértékben ugyan (OR: 1,1), de egyértelmiien asszocialnak a 2TDM elofordulasaval, és
hatasuk késébb GWAS eredmények alapjan is megerésitést nyert [75, 76]. A gén a wolframin
fehérjét kddolja, mely az endoplazmas retikulum membréanjaban taldlhat6. Kimutattdk ugyan,

hogy a rizikot fokozo6 varians fokozza a béta-sejtek diszfunkcidjat [77, 78], de a wolframin

crer

Az inzulin rezisztencia génjei

A PPARG (peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor 7y) kezdettél fogva egy
kiilonosen vonzo kandidans gén volt, hiszen a gén terméke a diabetes egyik alapgyogyszere, a
tiazolidindionok célmolekuldja. Igy nem meglepd, hogy a PPARG génben azonositottak
eldszor multifaktorialis diabetesre hajlamosito génvarianst [79]. A témaban mérfoldkonek
szamitd meta-analizis [80] igazolta, hogy - érdekes mdodon - a gyakoribb allél a rizikofaktor,
mely homozigota formaban 20%-al noveli a 2TDM kialakulasi valoszintiségét. Ezt elsésorban

a riziko allélt hordozok magasabb inzulinrezisztencidjaval lehetett magyarazni [81].

A béta-sejtfunkcio génjei

Harom évbe ¢és hosszas kutatomunkéba keriilt, mig a PPARG-hoz hasonldan jol
megalapozott genetikai rizikofaktort sikeriilt felfedezni a béta-sejtek funkciojat befolyasolo
génallomanyban. A rizikofaktor azonositasaban itt is kulcsszerepe volt a farmakoldgianak. A
diabetes kezelésének egy masik célmolekuldja a szulfanilurea receptor, melynek génje
(ABCCS8) csupan néhany kilobazisnyi tavolsagra talalhato a KCNJ11 géntdl. A KCNJ11 a
szulfanilurea receptor funkcionélis partnere, a szigetsejt ATP szenzitiv K* csatornjat (Kir6.2)
kodolja. Tobb vizsgalatban igazoltdk a KCNJ11 egyik aminosav-cserét okozd

polimorfizmusanak szerepét, mely a 23. pozicioban 1évé glutamatot lizinre valtoztatja
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(E23K). A polimorfizmus hatasat [82], egy tovabbi meta-analizis [83] is igazolta. Tovabbi
vizsgalatok igazoltdk, hogy a rizikd allél hordozédsa koros inzulintermeléssel hozhatd
Osszefliggésbe [84, 85].

Nemrég szamoltak be [86] egy viszonylag erds hatasu genetikai rizikofaktorrol (O.R.:
1,5), mely egy transzkripcios faktort kodol (TCF7L2, transcription factor 7-like 2). Az
asszociaciovizsgalat igen nagy mintaszamu volt (1000 feletti 2-es tipusu diabetes csoport és
2000 feletti kontroll), és tobb populacion (izlandi, dan, eurdpai-amerikai) igazoltak az
Osszefliggést. Ez a kandidans gén egy teljes genomvizsgalat soran meriilt fel, melyben a 10-es
kromoszéma q karjan lokalizaltak egy 2-es tipusu diabetesre hajlamosité régiot. Ennek a
kromoszomalis régionak a fokozatos sziikitése végiil a TCF7L2 gén 3-as intronjaban 1évo
SNP-k haplotipusanak szerepét mutatta ki. A rizikot jelentd allél koros inkretin hatassal
Osszefliggd inzulinszekrécid csokkenést okoz [87]. A populécids szintli rizikd erre a
génvariansra 21%, azaz ennyivel csokkenne a betegség eléfordulasa a populacioban, ha ezt a

rizikofaktort ki tudndnk kiiszobolni.

A teljes genom asszocidacios vizsgalatok (GWAS) eredményei

Eddig tobb mint 30 2TDM teljes genom analizist kozoltek [88, 89], koztiik hat olyan eurdpai
[65, 90-95] és egy japan [96] vizsgalatot, melyek soran tobb mint 150000 SNP-markert
alkalmaztak. Ezekben a vizsgalatokban sikeresen azonositottak olyan kromoszomalis
régiokat, melyek 0sszefiiggenek a diabetes eléfordulasaval.

A korai GWAS vizsgalatok sikertelenségét elsGsorban azzal magyarazzik, hogy
kezdetben nem tudtak elérni a kis genetikai hatas kimutatasdhoz sziikséges viszonylag nagy
esetszamot, illetve a genotipizald technikdk fejletlensége miatt kevés SNP-markert
alkalmaztak. A genotipizald modszerek fejlédésének koszonhetden a kozelmlt teljes genom
analizisei minden esetben 150000-nél tobb SNP-markert alkalmaztak. Valamennyi nagy
esetszamu, eset-kontroll vizsgalat volt, melyek a mintavételi modszer, a konkrét esetszam, a
vizsgalt populacio €s a résztvevok kovetése tekintetében kiillonboztek egymastol.

Els6ként 661 beteg és 614 egészséges, francia szarmazasu résztvevd vizsgalata soran a
HHEX/IDE ¢és a SLC30A8 régiokat sikeriilt azonositaniuk a kutatoknak [93]. Nem sokkal
ezutan négy masik GWAS eredményei valtak ismertté. Steinthorsdottir és munkatarsai
300000 SNP-t tartalmaz6 Illumina chip-et hasznalva egy 1399 esetet és 5275 kontrollt
szamlalo izlandi populéciot vizsgalva talaltak ra a CDKALI1 gént tartalmazo régiora, mely

Osszefliggésbe volt hozhato a 2TDM-el.
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Index SNP Kromoszoma Kromoszoma régié/gén Felfedezés médja

rs10010131 4 WFS1 Kandidans gén

rs1801282 3 PPARG Kandidans gén

rs757210 17 HNF1B Kandidans gén

rs5219 11 KCNJ11 Kandidéns gén
Kapcsoltsagi analizis

rs7901695 10 TCF7L2 (finom térképezés)

rs10811661 9 CDKNZ2A/B GWAS

rs10946398 6 CDKAL1 GWAS

rs13266634 8 SLC30A8 GWAS

rs4402960 3 IGF2BP2 GWAS

rs5015480 10 HHEX/IDE GWAS

rs8050136 16 FTO GWAS

rs2237892 11 KCNQ1 GWAS

rs10830963 11 MTNRI1B GWAS

rs10923931 1 NOTCH2 GWAS meta-analizis

rs12779790 10 CDC123/CAMK1D GWAS meta-analizis

rs4607103 3 ADAMTS9 GWAS meta-analizis

rs7578597 2 THADA GWAS meta-analizis

rs7961581 12 TSPANS8/LGR5 GWAS meta-analizis

rs864745 7 JAZF1 GWAS meta-analizis

3. tablazat: A 2-es tipusu diabetes kandidans génjei, illetve kromoszoma régioi.
Forras: 6sszefoglald kozlemények alapjan [19, 39, 89, 93]

Ugyancsak a CDKALI régid szerepét latszik megerdsiteni harom tovabbi, fliggetlen, nagy
esetszamu vizsgalat is. A Wellcome Trust Case Control Consortium, és a Diabetes Genetics
Initiative vizsgalat az 500000 SNP vizsgalatara alkalmas Affymetrix chip segitségével 1924
2TDM ¢és 2938 kontroll, illetve 1464 2TDM és 1467 kontroll egyént vizsgalt az Egyesiilt
Kiralysagbol, valamint Svéd-és Finnorszagbol. A Fussion vizsgalat egy 1161 esetet és 1174
kontrollt tartalmazé finn populaciét tanulmanyozott az Illumina 300000 SNP chip
segitségével. Az emlitett harom vizsgalat eredményeinek Osszesitését kovetden megerdsitést
nyertek a kordbban felismert lokuszok (PPARG, KCNJ11 és TCF7L2), és tovabbi uj
kandidans géneket fedeztek fel (CDKN2A/2b, FTO, IGF2BR2). Ujabb, eurdpai populacion
végzett teljes genom szlrés, melyben egy kozel 1000 f6s finn, izraeli, német és brit
egyénekbdl allo populaciot vizsgaltak, nem hozott 0 eredményeket [94]. Egy japan
populacion végzett vizsgalat, melyben 194 eset és 1558 kontroll egyént genotipizaltak, a mar
ismert kromoszoma-régiokon feliil a KCNQI gén szerepét mutatta ki [96], melynek hatasa

kisebb mértékben ugyan, de az eurdpai mintan is kimutathato volt [97].

20



DOI:10.14753/SE.2012.1702

Meta-analizis

A korabbi harom, nagy GWAS vizsgalatot végz6 eurdpai kutatéesoport (WTCC, DGI,
Fussion) egyesiilésébdl jott 1étre a DIAGRAM (Diabetes Genetics, Replication And Meta-
Analysis) konzorcium, melynek célja az els6 2TDM GWAS meta-analizis elkészitése volt.
Elemzésiik soran az 57366 eurdpai szarmazasu 2TDM és kontrolt magaba foglalo, egyesitett
minta eredményei alapjan hat 10j szuszceptibilitdsi lokuszt azonositottak (NOTHCH2,
CDC123/CAMK1D, ADAMTS9, THADA, TSPANS8/LGRS5, JAZF1) melyek kozil a
NOTHCH2-t mar korabbi kandidans gén vizsgalatok is felvetettek.

3.2. ADIABETES ES A KOMORBID DEPRESSZIO
3.2.1. A DEPRESSZIO DIAGNOZISA ES A DEPRESSZiV TUNETEK MERESE

A DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders) alapjan a major
depresszid diagnozisanak feldllitdsdhoz két major tiinet koziil egy, a minor kritériumok koziil

legalabb négy egyidejli fennallasa sziikséges két héten keresztiil.

Major tiinetek:

1. A nap legnagyobb részében és csaknem minden nap levert hangulat, amelyet az egyéni
beszdmold (pl. szomorlisdg vagy Tlresség érzése) vagy masok megfigyelései (pl.
konnyezni 1atjak) jelez. Gyerekeknél vagy serdiiloknél elég az ingeriilt hangulat jelzése.

2. Az érdeklodés ¢és oOrom jelentés csokkenése minden vagy majdnem minden
tevékenységben a nap tilnyomoé részében, és majdnem minden nap (akar szubjektiv
beszamold, akar masok megfigyelése).

Minor tlinetek

1. Jelentés sulycsokkenés, vagy gyarapodas (havonta a testsuly 5%-at eléré valtozas)
diétazas nélkiil, vagy az étvagy jelentds csokkenése/ndovekedése, csaknem minden nap
(gyermekekben a stilygyarapodas elmaradésa).

2. Insomnia vagy hypersomnia csaknem minden nap.

3. Motoros agitacié vagy gatoltsag csaknem minden nap (mdasok megfigyelése, nem
elegendd csupan a nyugtalansag vagy meglassultsag szubjektiv érzete).

4. Féradtsag vagy anergia csaknem minden nap.

5. Ertéktelenség érzete vagy Kifejezett, ill. inadekvat onvad/biintudat, akar téveszmés fokban

IS, szinte minden nap (nem pusztan a beteg-1ét miatti lelkiismeret-furdalas vagy biintudat).
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6. Csokkent gondolkodési, 6sszpontositasi vagy dontési képesség, szinte minden nap (akar
szubjektiv élmény, akar masok megfigyelése).

7. A halal gondolatdval valdé gyakori foglalkozds (nem csak halalfélelem), visszatérd
ongyilkossagi gondolatok konkrét terv nélkiil vagy ongyilkossagi kisérlet vagy konkrét

ongyilkossagi terv.

A depresszio diagndzisanak felallitisa a DSM-IV (az Amerikai Pszichiatriai Szovetség
rendszere) vagy a BNO-10 (Betegségek Nemzetkozi Osztalyozasa 10) alapjan pszichiater
szakorvos altal torténik. A szomatikus betegségek mellett jelentkezd depresszio
diagnosztikdjdban azonban nehézséget okoz az, hogy a napjainkban hasznalatos
klasszifikacios rendszerekben (BNO-10), (DSM-1V) nem kiilonitik el a szomatikus
betegségek mellett jelentkezd pszichiatriai zavart. A DSM-IV tartalmaz egy kategoériat,
melyben a szomatikus betegséget kisérd pszichés betegségeket sorolhatjuk, azonban ez a
kategdria nem pontosan definialt, validitasa kétséges [98].

Annak érdekében, hogy segitsék a kezd6d6 hangulati zavar felismerését eldsegitsék, és
elére jelezzék a paciens fokozott kockazatit, depressziora vald hajlamat, a depresszio
szlirésére kiillonb6z6 pszichologiai teszteket fejlesztettek ki (CES-D, BDI, HADS, stb.). A
kérddivek egy része ugynevezett strukturalt, diagnosztikus kérddiv, amelyet a pszichiater tolt
ki a beteggel valo interju alapjan. A masik csoportba a beteg altal kitoltott kérddivek
tartoznak. Ezek olyan dnbecsld skaldkat szolgaltatnak, amelyek lehetdséget nytjtanak a beteg
allapotanak gyors felmérésére, nyomon kovetésére. A depresszid tiineteinek mérésére
kidolgozott kérddivek alkalmasak a depresszio Sulyossaganak szamszerisitésére, gyakorlati
alkalmazasuk egyszer(i. Felhasznalasuk kiilondsen fontos lehet azokban az esetekben, amikor
a paciens nem éri el a depresszio diagndzisahoz sziikséges (DSM-1V) kritériumokat.

A depresszios betegek elenyészé része fordul kozvetleniil pszichiater szakorvoshoz.
Tobbségiik eloszor haziorvosanal jelentkezik, hiszen panaszait elsdsorban testi eredetlinek
véli. Igy a betegség sok esetben nem, vagy csak hosszii id6 elteltével keriil felismerésre. Ezt a
tényt tamasztja ala Lustman és munkatarsainak felmérése is, mely szerint az alapellatasban az
esetek kétharmadaban nem ismerik fel a depresszio tiineteit. Az orvosok ilyenkor a depressziv
tiineteket a cukorbetegség okozta nehézségekkel és szovodményekkel magyarazzak, és a
betegeknek nem javasolnak antidepressziv terapiat [99].

Ezen diagnosztikus probléma megoldasa céljabol, valamint a depresszié fokozott
kockézatanak jelzésére, a mentalis betegség felismerésére, a depresszio szlirésére ¢és a tiinetek

stlyossaganak mérésére fejlesztettek ki az elmult idében tobb olyan kérdéivet, mely alkalmas
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a depresszid tiineteinek kimutatasdra az alapellatdsban is. A tlinetlistan alapuld skalak
(Hamilton, Beck) tételeibdl sok lehetne szervi betegség tiinete is. Ezen probléma megoldasa
céljabol fejlesztette ki Zigmond és Snaith 1983-ban a ,,Korhazi szorongas és depresszid”
(HADS: Hospital Anxiety and Depression Scale) kérdbivet, melynek magyar forditasat sajat
munkankban is felhasznaltuk. Ez a kérd6éiv elsGsorban a kiilonb6z6 szomatikus betegségek
mellett fellépd szorongdsos és depresszios tiinetek meglétére kérdez ra [100]. A kérddives
vizsgalat eredményeképp két, a szorongas (HADSa) és a depresszio (HADSd) dnbecslésen
alapuld skalaértékét kapjuk meg, amelyek lehetdséget nytjtanak a beteg allapotanak gyors
felmérésére, illetve nyomonkovetésére. Ismert, hogy az atipusos tiinetekkel jelentkezé
betegek felismerésére a fent felsorolt tesztek nem kifejezetten alkalmasak, hiszen pont a
tipikus depresszios tlinetekre kérdeznek ra. Ennek ellenére ezek a kérddives vizsgalatok mind
a depresszio szlirésénél, mind az epidemioldgiai vizsgalatokban, mind pedig az egyéni
terapids munkaban jol hasznalhatonak bizonyultak.

Az tgynevezett szubklinikai depresszid mérésének jelentOségét szamos publikacid
bizonyitja. Ezekben a vizsgalatokban kimutattak, hogyha a beteg nem is éri el a major
depresszio diagnoézisanak kritériumat, de jelentds depressziv tiineteket mutat, azaz
szubklinikus depresszioban szenved, 1ényegesen rosszabb lehet a beteg életminésége és a
gyogyulashoz sziikséges egyiittmiikodése [101]. Diabeteses betegekben kiilondsen fontos a
,Kklinikailag relevans” depresszi6 felismerése, ami a major depresszion tul magaban
foglalhatja a minor depressziot és disztimiat is. Ezen allapotok akadalyozzdk a betegek
mindennapi tevékenységet, beleértve cukorbetegségiik kezelését, ezaltal meggatolhatjak a

szénhidrat-anyagcsere rendezését, rontjak a betegek életmindségét, tehat kezelést igényelnek.

3.2.2. ADEPRESSZIO ES A MONOAMINERG RENDSZER

A depresszi6 monoamin-elmélete szerint a hangulati zavart elsdsorban a kozponti
idegrendszeri katekolamin és szerotonin hianya okozza [102-104]. A hangulati élet egyik
legfontosabb szabalyozoja a szerotonin. Ugyanakkor a szerotonin szerepe igen sokrétii: részt
vesz a cirkadian ritmusok (példaul a taplalékfelvétel) és az alvas szabalyozasaban is, valamint
a neurogenezisben [105]. Kiemelt jelentdségli a szerotonin szerepe az agyi
jutalmazasi/biintetési rendszerben. Epp ezért a szerotonin-egyenstly zavara a drog-abuzus és
az alkoholizmus kialakulasaban is kulcsfontossagl. A szerotonin periférias hatasai koziil ki

kell emelni a gyomor-bél motilitas szabalyozasat, melyben az enterokromaffin sejtek
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jatszanak szerepet. Ezen kiviil a szerotonin fontos szerepet tolt be a véralvadasban és az

értonus fenntartasaban.

3.2.3. ADEPRESSZIO NEHANY KANDIDANS GENJE

3.2.3.1. A depresszio orokolhetosége

A major depresszié genetikai meghatarozottsagat szamos ikervizsgalat igazolta [106-
109]. Az ikervizsgalatok meta-analizise a major depresszio orokolhetdségét (heritability)
33%-ra becsiilte [110], mely a jelentés kornyezeti hatas mellett (67%) egyértelmiien
azonositja a genetikai komponenst is. A depresszid ,,stressz-diathesis” modellje szerint
tobbféle kornyezeti és genetikai tényez6 egyiittes hatasa nyilvanul meg a hangulati zavar
kialakulasaban és sulyossagaban [111]. A kornyezeti tényezok koziil fontos a nem [112, 113],
a stresszt okozo6 életesemények [111, 114, 115], a gyerekkori negativ életesemények, és egyes
személyiségtipusok is [116]. Az esenddség (vulnerabilitas) egyénenként kiilonbozo lehet, és

ez els6sorban genetikai meghatarozottsaggal bir [117].

3.2.3.2. A szerotonin-transzporter és az SHTTLPR

A szinaptikus szerotoninszint két alapveté meghatarozoja a szerotonin-szintézis
sebessége €s a szinaptikus résbdl torténd visszavétel mértéke. A szerotonin visszavételéért
egyetlen transzporter fehérje, a preszinaptikusan elhelyezked6 szerotonin-transzporter (SHTT:
5-hidroxi-triptamin transzporter, génjének hivatalos neve: SLC6A4) felelés. A fehérje 12
transzmembran doménnel rendelkezik, és a monoamin transzporterek csalddjaba tartozik.
Maga a fehérje valdjaban egy ioncsatorna, mivel a szerotonin visszavétele Na* és CI
kotranszporthoz és K* antiporthoz kotétt. A transzporter Na'-gradiens ellenében veszi vissza a
szerotonint, ezaltal szabalyozva a szinaptikus rés szerotoninszintjét [118]. Expresszioja
kifejezetten magas a medialis és dorzalis raphe magvak sejttestén, valamint a szerotonerg
rostok axon termindlisain, dendritjein és egyes asztrocitakon.

A szerotonin-transzporter szamos psziChoaktiv vegyiilet célpontja, tehat a depresszio
¢s a szerotoninszint osszefliggését farmakologiai adatok is alatamasztjak. Jol ismert ugyanis,
hogy az egyik legelterjedtebb antidepresszans gyodgyszercsoport, a szelektiv szerotonin
visszavétel gatlok (SSRI, selective serotonin reuptake inhibitor) hatasanak Iényege a
szerotoninszint novelése a visszavétel gatlasaval. Az SSRI-tipusu antidepresszansok a
transzporter gatlasaval, a pszichostimulansok (pl.: amphetamin) pedig a transzport

megforditasaval novelik a szinaptikus szerotoninszintet [119]. In vivo SPECT (single photon
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emission computed tomography) vizsgalatok soran leirtdk, hogy major depresszidban
kimutathatdan valtozik a szerotonin-transzporter mennyisége az agytorzsi régioban [120].

A szerotonin-transzporter gén (SLCA4) a 17-es kromoszoma hosszu karjan talalhatod
(17911.2). A szerotonin-transzporter leggyakrabban vizsgalt polimorfizmusa az SHTTLPR-t
(5HTT linked polymorphic region). Ez egy hosszusag-polimorfizmus a promoter régidban,
melynél 20-23 bazisparnyi egységek ismétlédnek 12-szer vagy 14-szer, bar eléfordulnak mas,
ritkdbb valtozatok is (14-22 ismétlédés). Ezért szokas a ,hossza” (long, |, 14-szeres
ismétlédést tartalmazo), illetve a ,rovid” (short, s, 12-szeres ismétlodés) allélt
megkiilonboztetni. A polimorfizmus funkcionalis hatasat tobbféleképp is bizonyitottak.
Kiilonb6z6 genotipusu lymphoblast sejtvonalakat haszndlva azt talaltak, hogy a hosszu allélra
homozigdta sejtekben a szerotonin-transzporter mRNS- ¢és fehérjeszintje szignifikansan
magasabb, mint a rovid (s/s) és a heterozigdta (s/l) genotipust sejtekben [121]. In vitro
luciferaz riportergén-rendszerben is kimutattak a kétféle promotervarians eltérd transzkripcios
aktivitasat [122]. A funkcionalis hatast SPECT vizsgalatokkal is alatamasztottak [123].
Mindezek alapjan az SHTTLPR molekularis-funkciondlis hatdsa tobb oldalrol is
bizonyitottnak tekinthetd.

A szerotonin-transzporter masik gyakran vizsgalt hosszisag-polimorfizmusa a gén 2.
intronjaban talalhato STin2 (serotonin transporter intron 2), amelyben egy 16-17 bp hosszu
szakasz ismétlodik leggyakrabban 9-, 10- vagy 12-szer. A 12 ismétlddést tartalmazo allél
jelenlétében fokozottabb génexpresszidt tapasztaltak, mint a 10 ismétlédést hordozo forma
esetén [124], azaz ez a polimorfizmus is hatassal lehet a termel6édd fehérje mennyiségére.

Pszhichogenetikai vizsgalatok alapjan szignifikéns osszefiiggés all fenn az SHTTLPR
rovid allélja, és a hangulatzavarok kozott, bar az Osszefliggés ellentmondasos [125, 126].
Lesch munkacsoportja 1996-ban el6szor mutatta ki, hogy a rovid alléllal rendelkezok (az s/s
homozigdta és s/l heterozigota egyedek) magasabb pontszamot értek el a NEO-PI-R
személyiség kérd6iv (NEO Personality Inventory - Revised ) ,,neuroticizmus” skalajan, mint a
homozigdta 1/1 genotipusu egyének [121]. A replikacios tanulmanyok azonban ellenkezd
eredményeket is kaptak [127, 128]. Mint ahogy ez ilyen esetekben szokas, a megjelent
eredményeket meta-analizisnek vetették ald, mely Gsszességében igazolt dsszefliggést talalt a
szorongassal kapcsolatos személyiség jegyek és az SHTTLPR rovid allélja kozott [129]. A
személyiségjegyek ¢és az SHTTLPR-polimorfizmus kapcsolatat hazai vizsgalatok is igazoltak
[130].

A személyiségjegyek vizsgdlata mellett hamarosan elindult az SHTTLPR ¢és a

bipoléris depresszid kapcsolatdnak vizsgélata is, mely egy 2005-0s meta-analizis alapjan
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igazoltnak tint [131]. Hasonl6 eredményeket kaptak az SHTTLPR rovid allélja és az
ongyilkossagra valo hajlam 6sszefliggésében is [132].

Egy uj iranyzatot képvisel a gén és a kdrnyezet kdlcsonhatasanak vizsgéalata, melynek
elsé példaja Caspi csoportjanak munkaja [133] az SHTTLPR és a depresszio/ongyilkossagi
gondolatok Osszefliggésérdl. Az igen nagy elemszamu, longitudinalis vizsgalatban kimutattak,
hogy az SHTTLPR genetikai hatdsa els6sorban akkor érvényesiil, ha a személyek tobb
stresszhelyzetet ¢ltek meg. Ugyanez a genetikai hatds nem mutathaté ki azokndl a
személyeknél, akik az ¢életesemények vizsgalata sordn nem szamoltak be jelentds
stresszhelyzetekrdl. Ez az eredmény nemcsak magyardzatot adott az ellentmondésos
szakirodalmi adatokra, de egy Uj irdnyzatot inditott el, melyben a genetikai hatdsokat a

kornyezeti tényezok fliggvényében vizsgaltak.

3.2.3.3. A szerotonin szintézisével és bontasaval kapcsolatos polimorfizmusok

A szerotonin triptofanbol szintetizalodik, a reakcio sebességmeghatarozo 1épése a
triptofan-hidroxilaz (TPH) altal katalizalt reakci6. A TPH aktivitasa kalciumfiiggs, ¢és a
neuron aktivitasatol fiigg. A TPH az aromas aminosav-hidroxilazok szupercsaladjaba tartozik,
hasonloan a tirozin- és a fenilalanin-hidroxilazokhoz.

A triptofan-hidroxilaz génkiiitott egér vizsgalata érdekes eredményeket hozott: mig a
génkiiitott egér periférias szoveteiben valoban lecsokkent a szerotoninszint, az agykéregben és
a hippocampusban nem valtozott szamottevéen [134]. Ezek az eredmények utaltak elészor
arra, hogy a triptofan-hidroxilaznak legalabb 2 génje van. A késdbbiekben a 12-es
kromoszoéman azonositottak a TPH2-t, és megallapitottak, hogy a két fehérje aminosav
szekvenciaja 71%-ban azonos [135].

A TPH2 genetikai polimorfizmusai koziil funkcionalis szempontbdl jol igazolt az
1463G/A SNP, mely egy aminosavcserét okoz (Arg441His), ami a szerotonin-termelés 80%-
os csokkenésével jar. A szerotoninhianyt okoz6 allélvarians viszonylag ritka (2% alatt), egyes
adatok szerint azonban gyakorisaga né major depresszios betegek korében [136, 137]. Késobb
azonban nagyobb populaciokat vizsgalva sem tudtak azonositani a ritka TPH2 varianst [138-
140]. Ugyanakkor tjabb aminosavcserével jard6 SNP-ket fedeztek fel (Pro206Ser, Arg55Cys,
Ser41Tyr), de a depresszidval valé kapcsolatuk nem egyértelmiien tisztazott. Ujabban a
gyakoribb, nem aminosav cserével jaro SNP-k vizsgalata keriilt el6térbe, melyeknél jelentOs
kapcsoltsagot is kimutattak és két haplotipus blokkot azonositottak, melyet Osszefiiggésbe
hoztak a major depresszio eléfordulasaval [141]. 2007-ben Lin és munkatarsai a gén -703

(GIT) (rs4570625) és a -473 (A/T)-as pozicoban elhelyezkedé promoter-polimorfizmusok
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funkcidjat vizsgaltdk. Ennek soran bemutattdk, hogy a GA haplotipus hordozdsa a
promoteraktivitds szignifikans csokkenésével jart a tobbi harom T allélt tartalmazo
haplotipushoz képest [142]. Ezt kdvetben a polimorfizmus tovabbi funkcionalis jelentdsségét
célkeresztbe allito vizsgalatok részben alatamasztottak a kezdeti eredményeket [143].
Ugyanakkor ezen kezdeti vizsgalatokkal ellentmondd eredmények is napvilagot lattak, ami
miatt nem tekinthetjiik lezartnak ismereteinket a TPH2 gén rs4570625 polimorfizmusarol
[144]. A kozelmultban az rs4570625 polimorfizmusat Osszefliggésbe hoztak az érzelmek
szabalyozasaval; a G allél hordozéasa Osszefiiggést mutatott szorongasos személyiségjegyek
gyakoribb el6fordulasaval egészséges személyekben [145] és megvaltozott amygdala
funkcioval [146].

A szerotonin és mas aromas aminok bontasat a mitokondrium kiilsé membranjaban
talalhatd monoamin-oxidaz (MAO) végzi. Két eltéré szubsztrat-specificitasi izoformat
ismeriink (MAO-A és MAO-B). Mindketté génje az X kromoszoma révid karjan talalhatod
[147]. A MAO-A elsésorban a szerotoninra és a noradrenalinra specifikus, mig a MAO-B a
feniletil-aminokat és a dopamint bontja. Lokalizaciojukat tekintve a MAO enzimek nemcsak
az idegrendszerben fordulnak elé. Trofoblasztokban a MAO-A, thrombocitakban a MAO-B,
fibroblasztokban pedig mindkét izoforma kimutathat6. Farmakoldgiai szempontbdl a MAO-
inhibitorok igen jelentések, mint példaul a moclobemid, egy specifikus MAO-A inhibitor, a

kedélybetegség egyik fontos gyogyszere [148].

3.2.3.4. Az agyieredetii neurotrofikus hormon (BDNF)

A BDNF (brain-derived neurotrophic factor)-t a kortikalis neuronok termelik és
inaktiv formaban szekretaljak. Az eldalak proteolitikus aktivalodas soran alakul at a
biologiailag aktiv formava. Feltételezik, hogy a BDNF fontos faktora a neurogenezisnek, és
szerepe lehet az idegsejtek stressz-érzékenységében is. A gén Val66Met polimorfizmusa
megvaltoztatja a fehérje szerkezetét. Kimutattak, hogy a metionin varians in vivo €s in vitro
koriilmények kozt is alacsonyabb depolarizacio-indukalt szekréciot hozott 1étre [149]. A
BDNF szintje a depresszié biomarkereként is felvet6dott, mivel szérumszintje alacsonyabb
depresszios betegekben. Mindezek alapjan a BDNF a pszichiatriai genetikai vizsgalatok egyik
fontos kandidans génje, és Val66Met polimorfizmusat Osszefiiggésbe hoztak kognitiv

defektusokkal és hangulati zavarokkal is [150].
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3.2.35. Eqgy purinerq ioncsatorna, a P2RX7

Az utobbi években elindult a major és az unipolaris depresszid teljes genom analizise
(GWAS) is, mely érdekes eredményeket hozott. A 12q24.31-es kromoszomarégiod részletes
térképezése deritett fényt a P2RX7 génvaridnsok lehetséges szerepére major és a bipolaris
depresszioban [151, 152]. Ez a purinerg receptor egy ATP-koté kalciumcsatorna, mely
neuronokon és mikrogliasejteken expresszalodik szamos agyi régioban [153]. A P2RX7
génvariansok funkcionalis hatasa, és az agymukodéssel vald kozvetlen Osszefiiggése azonban
nem tisztazott. Annyit azonban lehet tudni, hogy az egyik vizsgalt SNP, mely a GIn460Arg
aminosavcserét  okozza, az ioncsatorna  C-terminalis doménjében hoz  létre

konformaciovaltozast, ami feltehetéen hatassal van a receptorfehérje ligandkotésére [154].

3.2.4. A DIABETES ES DEPRESSZIO KOMORBIDITASANAK OKAI

Diabeteses populaciot vizsgalva azt talaltak, hogy a depresszid eléfordulasa gyakoribb
pozitiv csaladi anamnézis mellett, nékben (a depresszi6 valdsziniisége kétszeres a férfiakéhoz
képest), alacsonyabb iskolazottsag mellett, ha egyediil élnek és ha a kornyezetiik kevés tarsas
tamogatast tud nyutjtani a szamukra, és ha elhizottak (BMI1>30) [155]. Azt is kimutattak, hogy
depresszioban szenvedd cukorbetegeknek magasabb a glikalt hemoglobin-értéke (HbALc)
[156], ezért gyakrabban jelennek meg diabeteses szovédmények [157] ebben a
betegcsoportban, mely gyogykezelésiiket joval koltségesebbé teszi [158, 159]. Major
depresszios cukorbetegek 80%-anak van 5 éven beliil 1 vagy tobb depresszids relapszusa
[160]. Az elmult években 4 longitudinalis vizsgalat is bizonyitotta, hogy a depresszioval
komorbid cukorbetegeknek magasabb a mortalitisa a nem depresszids cukorbetegekhez
képest [161-164]. A depresszio korai felismerése és kezelése cukorbetegekben javithatna a
gliikoz kontrollt, [165-167], ugyanakkor megfeleld pszichiatriai kezelésben a depresszios
cukorbeteg populacio csupan 25%-a részesiil.

A depresszio ¢és a diabetes kapcsolatanak legkézenfekvébb magyarazata a
cukorbetegség kronikus, sokszor az életminéséget rontod jellege lehetne. A diabetes kronikus
betegség, ¢lethosszig tartd hatassal van a betegre, sulyos €s progredidlo szovodményekkel jar
(atherosclerosis, retinopathia, nephropathia, erektilis diszfunkcio, labszarfekély). Ez
jelentdsen rontja a beteg életmindségét, ami alapjat képezheti a depresszié kialakulasanak. A
kapcsolat a depressziv szimptomak stlyossaga €s a diabeteses komplikaciok kozott szintén
szignifikans. Stlyosabb depresszios tiinetek sulyosabb és tobb diabeteses komplikacidval

tarsulnak [168].
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Ez az 0Osszefiiggés azonban nem elégséges, ahhoz, hogy megmagyarazzuk, miért
gyakoribb a depresszid azon betegek esetében is, akiknél csupan az inzulinrezisztens allapot
mutathat6 ki, illetve azokndl, akiknél a manifeszt cukorbetegség ijonnan felfedezett. Ezen
talmenden ismert, hogy a diabetes sulyossagatol fliggetleniil is Kimutathaté az asszociacio a
depresszio, depressziv tiinetek és a csokkent életmindség kozott [101]. Nemrégiben latott
napvildgot egy tanulmény, mely szintén a két betegség kozos eredetét tdmaszthatja ala. Az
1715 személy bevonasaval tortént vizsgalat szerint a depresszid (mint fliggetlen
rizikotényez6) noveli a 2-es tipust cukorbetegség kialakulasanak kockazatat, ugyanis a
vizsgalatban résztvevo depresszidsok 2.23-szor gyakrabban valtak cukorbeteggé, mint nem
depresszios tarsaik. [169]

Depresszios allapotban valtozik az inzulin-érzékenység is. Régi tapasztalat, hogy
major depresszioban gyakran kapunk koros vércukor-terhelési gorbéket, kiilondsen, ha
intravénas gliikoztolerancia-teszttel vizsgaljuk a betegeket. Ez a hangulati tiinetek javulasakor
normalizalédik, mig a folyamatosan depresszids tiineteket mutatd betegekben akkor sem, ha
antidepressziv gyogyszeres kezelésben részesiilnek. Az inzulin-rezisztencia javulasaért tehat
nem a kezelésre hasznalt gyogyszer, hanem a depresszié javulasa a felelés [170]. A
depresszié soran kialakuld inzulin-rezisztencia nem fligg 6ssze sem az életkorral, sem a
taplaltsagi allapottal, sem a testsullyal, sem a fizikai aktivitassal vagy a vércukorértéket
kedvezdtleniil befolyasold hormonok szintjével [170].

A depresszid kapcsan kialakul6é inzulin-rezisztencia okai pontosan még nem
tisztazottak, de létrejottében feltehetden tobb tényezd is szerepet jatszik. Mind a major
depresszidra, mind pedig az inzulin-rezisztenciara jellemz6 a hypothalamus-hypophysis-
mellékvesekéreg rendszer és a szimpatikus idegrendszer aktivacidja, €s a szerotonin altal
kozvetitett ingeriilet-atvitel alulmiikddése. Ez felveti azt, hogy a két korallapot kialakulasdban
hasonl6 élettani mechanizmusok is szerepelnek [171] .

A hipotalamusz-mellékvese tengely magaba foglalja szamos hormon, tébbek kozott a
stressz-hormonok ¢és egyes anyagcsere-hormonok szabalyzasat is. Aktivitasa koveti a beteg
allapotat, a depressziv allapot megsziintével normalizalédhat. Az is ismert, hogy a szteroid
hormonok emelkedett szintje inzulin-rezisztenciaval parosulhat. A depresszidosok és a nem
depresszidosok kozott a kiilonbség nem annyira a reggeli, inkdbb a délutdni és az esti
kortizolszint tekintetében figyelhetd meg. A szdba jové tényezOk kozott szerepel még a
depresszioban tilmiikodd szimpatoadrendlis szabalyozas és a szintén fokozott aktivitast
mutaté hypothalamus-hypophysis-mellékvese tengely. Ezek a tényez6k nem csak a diabetes

kialakulasaban, de annak progressziojaban is szerepet jatszhatnak. [172]

29



DOI:10.14753/SE.2012.1702

A depresszio egyes tipusaiban megfigyelhetd az agyi szerotonin ingeriilet-atvitel
alulmiikddése. Ezt hivatottak kezelni az SSRI-ok, a szelektiv szerotonin reuptake gatlok,
amelyek a depresszi6 elsé vonalbeli gyogyszeres kezelésévé valtak az elmult évtizedben. Az
agyi szerotonerg aktivitas és az inzulin érzékenység kozott egészséges onkéntesekben pozitiv
Osszefliggést talaltak. Arrol is beszdmoltak mar, hogy az SSRIl-kezelés depresszids
diabetesesekben javitotta a szénhidrat-anyagcserét, csokkent az inzulinsziikséglet. Ezen kiviil
az is ismert, hogy a csokkent szerotonerg miikodés fokozott étvaggyal jarhat. A szerotonerg
transzmisszio ¢s az inzulin érzékenység Osszefliggései annak is felvetik a lehetdségét, hogy a
depresszid bizonyos formai, valamint az ehhez tarsuld inzulin-rezisztencia kialakulasanak
hatterében kozos genetikai tényezok allhatnak [171, 173, 174].

A depresszid egyes, a szervezet immunrendszerében fontos szerepet jatszo vegyiiletek,
a citokinek aktivacidjan keresztiil is hozzajarulhat inzulin-rezisztencia 1étrejottéhez. A
citokinek emelkedett szintje egyarant megfigyelheté diabetesben és depresszioban, mely
hozzajarulhat az inzulin rezisztenciahoz és a béta-sejt diszfunkcidhoz [175]. Olyan teoridk is
léteznek, amelyek a diabetes okozta metabolikus valtozdsokat hozzdk kapcsolatba a
depresszioval, a leglijabb kutatasok pedig a sejten beliili jelatviteli utvonalak megvaltozasat
probaljak osszefiiggésbe hozni a két betegséggel. A citokinek kozvetleniil és a hypothalamus-
hypophysis-mellékvesekéreg rendszeren keresztil is befolyasolhatjdk az inzulin
érzékenységet. Ilyen tényez6 lehet még a dohanyzas, az obesitas, és a gyulladasos citokinek
hatasa [172].

Bar az agyszovetet sokan a klasszikusan nem gliikéz érzékeny szovetek kozé soroljak,
mara mar vildgossa valt, hogy az inzulin bejut az agyba és receptorain keresztiil, jelpalyajanak
tagjait aktivalja [176]. Az 1960-as években Margolis és munkatarsai leleményes kisérletben
bizonyitottdk, hogy a periféridsan beadott inzulin egy része megjelenik a liquorban, tehat atjut
a vér-agy gaton [177] s6t az agy bizonyos régidi in situ is eldallitjak a hormont, amely agyi
inzulinreceptorokhoz koétddve a kognitiv funkciokat és a hangulati életet befolyasolja [178].
Az agyba jutott inzulin, csakiigy, mint mas szovetekben, az inzulin receptoron keresztiil hat.
1978-ban Havrankova és munkatarsai mutattak ki el6szor az inzulin receptor jelenlétét a KIR-
ben [179]. Azéta tudjuk, hogy az inzulin receptor az agy szamos teriiletén jelen van,
legnagyobb koncentracioban a bulbus olfactorius, a hypothalamus, a cerebralis cortex, a
kisagy ¢€s a hippocampus teriiletén. Az inzulin kézponti idegrendszerei hatasaival kapcsolato(j
ismeretek egy eddig még fel nem tart magyarazatit adhatjdk a diabetes €s a depresszio

kapcsolatanak.
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A kozelmultban a neurotranszmisszioban ¢és az inzulintartalmi  granulumok
exocitdzisdban egyarant fontos szerepet jatszd kipanyvazo fehérjék (mint pl. a SNAP2S)
génpolimorfizmus  vizsgalattai is megerdsitik a cukorbetegség ¢és a depresszid
kapcsolatat.[180].

Tobb szerz6 utal arra, hogy a diabetes és a depresszio kozotti kétiranya kapcsolat
létezik [155]. A depresszio azért novelheti a diabeteses komplikaciok eléfordulasanak
valdszinliségét, mert csokkenti a beteg terapias egylittmiikodését, ndveli az egészségre karos
magatartasformdk szamat, és gyakran tarsul autondém idegrendszeri abnormalitasokkal.
Megforditva, a diabetesben jelentkez6 funkcionalis és fizikalis valtozasokra (példaul a
kronikus neuropatias fajdalomra) adott pszichés valasz, hozzajarulhat a depresszio
kialakulasahoz. [155]. Vannak kutatok, akik a depresszi6 oldalardl kozelitik meg a problémat,
¢s a depresszidoban ndvekedett pszichés stressz szerepét hangsulyozzdk. A hosszii tava
pszichés stressz noveli a kontrainzuldris hormonok (katekolaminok, glukagon,
glukokortikoidok, novekedési hormon) szintjét, ami hyperglykaemiat okoz, és csokkenti a

sejtek gliikozfelvételét, ami diabetogén hatasu.
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4. CELKITUZESEK

A bemutatasra keriil6 munka {6 célkitiizése a diabetes mellitus és a komorbid
depresszié genetikai hattértényezéinek vizsgilata a pathomechanizmus jobb megértése

céljabol.

A munka elsé részében eset-kontroll asszociacios vizsgalatokat kivantunk végezni
diabeteszes betegek és kontroll személyek genetikai polimorfizmusainak vizsgalataval.
Kandidans génvizsgalatainkban olyan gének analizisét tliztik ki célul, melyeket eddig a
szakirodalomban még nem, vagy csak mas szubpopulacion vizsgaltak. Vizsgalatainkhoz nem-
invaziv mintavételi eljarast (szajnyalkahartya-minta), és a kismennyiségi DNS-nek

megfeleld, érzékeny genotipizalasi modszereket kivantuk hasznélni.

crer

elhelyezked6 SNP (rs2821557) vizsgalatat. Ezt a kandidans polimorfizmust a kdvetkez6 okok
miatt valasztottuk ki: (1) KCNA3 génkilitott egerek vizsgélata valosziniisitette, hogy ennek az
ioncsatornanak szerepe lehet az elhizas, illetve az inzulin-rezisztencia kialakulasaban; (2) egy
elozetes, egészséges populacion tortént vizsgalatban kimutattdk, hogy a gén T-1645C
polimorfizmusa 0Osszefiiggésben all az inzulin-rezisztenciaval és a csokkent glikkoz
tolerancidval. Diabeteses betegeken azonban munkank megkezdésekor nem tortént még ilyen

jellegli vizsgalat.

2.-3. Célul thztik ki a HIF- a génjének (HIF-1a) 12-es exonjaban talalhato,
aminosavceserét (Pro582Ser) okozd SNP (rs11549465) eset-kontroll analizisét, mivel japan
populacidban elézetesen kimutattak [181] ennek az SNP-nek és a 2TDM eléfordulasanak

szignifikans Osszefliggését, azonban kaukazusi populacidra nem voltak még adatok.
Célunk a fenti polimorfizmusok allél és genotipus gyakorisaganak meghatarozasa

volt 1-es tipusi és 2-es tipusi diabetes mellitusban szenveddék csoportjaiban, valamint

egy kontroll csoportban.

32



DOI:10.14753/SE.2012.1702

Munkank masodik fazisaban hangulatkérdéivek segitségével kivantuk felmérni a
komorbid depresszio el6fordulasat betegcsoportunkban. A nemzetkozileg elfogadott,
magyar forditasban is fellelhetd és validalt kérdéivek koziil a Hospital Anxiety and
Depression Scale (HADS) o6nkitoltd kérddivet kivantuk felhasznalni, mivel szakirodalmi
adatok alapjan jol elkiiloniti az enyhe/kozepes/erds sulyossagu depresszios eseteket.

Genetikai vizsgéalatainkhoz 2 szerotonerg (SHTTLPR ¢és TPH2) és két nem-
szerotonerg (BDNF ¢s P2RX7) kandiddns gént valasztottunk ki, melyeket kordbban mar

Osszefiiggésbe hoztak a major és/vagy a bipolaris depresszio el6fordulasaval.

4-5. A nem szerotonerg kandidans gének koziil a pszichiatriai genetika egyik sokat
vizsgalt kandidans génjét, a BDNF (brain-derived neurotrophic factor) Val66Met
polimorfizmusat (rs6265) kivantuk vizsgalni, valamint az uni- és bipolaris depresszdval a
kozelmultban Osszefliggésbe hozott purinerg ioncsatorna génjét, a P2RX7 GIn460Arg
aminosav cserét okozo SNP-jét (rs2230912).

Kérdésfeltevéseink a kovetkezok voltak:

(a.) Kimutathaté-e a diabetes csoportban genetikai hatas a komorbid depresszio

vonatkozasaban?

(b.) Kimutathaté-e ,,gén-kornyezet” kolcsonhatas a depressziéval osszefiiggo

genetikai faktor (,,gén”) és a betegek anyagcsereallapota (belsé ,,kornyezet”) kozott?

6. A fenti, széles korben vizsgalt polimorfizmuson kivill még vélasztottunk egy
viszonylag wj szerotonerg kandidans gént, a triptofan-hidroxilaz 2-t (TPH2 promoter -
703GT, rs4570625 SNP). A triptofan-hidroxilazrol ugyanis, mely a szerotonin-szintézis
kulcsenzime, nemrég mutattak ki, hogy 2 izoformaban fordul el6 (TPH1 ¢és TPH2).

7. A szerotonerg polimorfizmusok koziil vizsgalni kivantuk a szerotonin-
transzporter promoter polimorfizmusat (SHTTLPR), melyrél korabban mar kimutattak
gén kornyezet kolcsonhatast kontroll populacioban: a genetikai hatast erésebbnek talaltak

azoknal, akiknél kordbban stresszes életesemények is eléfordultak.
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5. MODSZEREK
5.1. RESZTVEVOK

Végs6 analizisiink soran 370 2TDM, 166 1TDM valamint 354 6nkéntes (nemben
illesztett) kontroll (K) személy adatait dolgoztuk fel. A résztvevoket részletesen tajékoztattuk
a vizsgalat céljardl, és a vizsgalathoz valé hozzajarulasukat aldirdsukkal rogzitettilk. A
vizsgalatok szakmai-etikai engedélyét az ETT-TUKEB adta meg.

A nem cukorbeteg kontroll személyeket az Eo6tvos Lorand Tudomanyegyetemen
vontuk be vizsgalatunkba (n=354; kor: 25,1 £ 8,5 év; 32,5% férfi és 67,5% nd).

A betegek a Semmelweis Egyetem ll-es és Ill-as szamu Belgyogyaszati Klinika
jarobeteg-ambulancidjan és fekvobeteg-részlegén gondozott egyénekbdl keriiltek ki. A
diabetes diagnozisanak felallitisa éhomi vércukorértékek illetve 75 gramm oralis
gliikozterhelés kiértékelése (OGTT) alapjan tortént a WHO kritériumainak megfelelden. A két
betegcsoport demografiai paraméterei a kovetkezdek voltak: 1TDM: n=166; kor: 36,9 + 13,1
év; 54,8% férfi és 45,2% nd. 2TDM: n=370, kor: 64,0 + 12,0; év 41,9% férfi és 58,1% nd. A
vizsgalatban résztvevok kozott kezelésiik tekintetében nem tettiink kiilonbséget. A betegek
szovOdményeit ¢és kisérObetegségeit rogzitettik, majd az aldbbi kizardsi kritériumokat
allitottuk fel:

A diabetes mellitus genetikai hattértényezdinek vizsgalata esetében kizaré ok volt
barmely ismert genetikai betegség, egyeb inzulinrezisztenciaval jaré ismert endokrin betegség
(hypo-, illetve hyperthyreosis, Cushing kor stb.), hasnyalmirigy-gyulladas okozta diabetes,
szteroid készitmény szedése.

A diabetes mellitussal komorbid depresszio genetikai hattértényezdinek vizsgalata
soran kizartuk az antidepresszanst szedd cukorbetegeket - hiszen a gyogyszerszedés
befolyasolta volna hangulatukat jelz6 pontszamaikat — valamint azokat, akik barmilyen
stulyos, akut vagy kronikus megbetegedésben szenvedtek, mely életmindségiiket jelentGsen

befolyésolta volna (pl. rosszindulatii daganatos betegség, veseelégtelenség, majelégtelenseg
stb.).

5.2. HANGULATMERO KERDOIV

A depresszio kvantitativ mérése céljabol a Hospital Anxiety and Depression Scale
(HADS) [100] kérddivet hasznaltuk fel, melynek magyar verzidjat Halmai és munkatarsai

[182] validaltak. A HADS kérd6iv a depresszié €s a szorongas jellemzésének nemzetkozileg
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elfogadott, 6nkitoltd kérddive, mert jol elkiiloniti az enyhe/kdzepes/erds sulyossagi eseteket
[183]. A kérddiv alkalmas a hangulati zavarok sulyossaganak kvantitativ mérésére [184]. Két
fo skalaja a szorongas (HADSa) és a depresszio (HADSd) mértékét jellemzi. Mindkét
skalahoz 7 kérdés tartozik. Az egyes kérdésekre 0-3 pontos valaszt lehet adni. A maximalisan
elérhetd pontszam egy adott skalan 21 pont. A kapott érték 0-7-ig normalis, 8-10-ig kozepes,
11 folott pedig sulyos pszichés allapotra utal [185]. Hazai vizsgalatok alapjan [186] a magyar

forditasu kérdoiv skalaértékeinek belsé konzisztenciaja megfeleld volt.

5.3. SZAJNYALKAHARTYA-MINTAVETEL ES DNS-IZOLALAS

A résztvevokt6l nem-invaziv eljarassal vettiink szajnyalkahartya mintat elézetesen leirt

modszer szerint [187]. Minden személy két, fiiggetlen mintat adott (A és B). A mintakat —

20 C°-on (mélyhiitében) taroltuk. A DNS-izol4las Dr. Sasvari Maria laboratériumaban tortént,
a Semmelweis Egyetem Orvosi Vegytani, Molekuldris Genetikai ¢és Patobiokémiai
Intézetében Gentra DNS-izolalé kit (Minneapolis, US) hasznalataval tortént. PCR-RFLP
esetében az A és a B mintabol egyszerre tortént a genotipus meghatarozasa, real-time PCR
alkalmazasa esetén altalaban az A mintak keriiltek feldolgozasra, majd esetenként ellenérzés
céljabol a B mintak is, mert a real-time PCR megbizhatdsaga joval nagyobb. Azokat az

eredményeket fogadtuk el, ahol az A és B minta alapjan meghatarozott genotipus azonos Volt.

5.4. POLIMORFIZMUSOK VIZSGALATA
5.4.1. HOSSZUSAG-POLIMORFIZMUSOK VIZSGALATA

Hosszsag-polimorfizmus vizsgalata esetén a bevezet6ben leirtak (2.1.4.1. fejezet) alapjan a
megfeleld6 DNS-fragmentum PCR-amplifikacidja utan a genotipus meghatarozasa az

elektroforetikus mobilitds alapjan tortént.

54.1.1. A szerotonin-transzporter-gén promoter-polimorfizmusanak (5-HTTLPR)

meghatarozasa

Az 5-HTTLPR rovid (s) és hosszu (1) varidnsok (14 és 16 ismétlddés, rendszeriinkben 469 ¢és
512 bp fragmentumok) meghatarozasa Dr. Sasvari Maria laboratériumaban tortént, az altaluk
validalt modszerrel [188], melyet kiegészitettink a benne 1évé A/G SNP (rs25531)
genotipizalasaval Wendland modszere [189] szerint. Az A/G SNP genotipizalasa RFLP-vel, a
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Hpall restrikcids endonukleaz felhasznalasaval tortént. A Hpall G jelenlétében hasit (SG:
402+ 67 bp; LG: 402+110 bp). Az eredményiil kapott genotipusok (S'S', S'L' és L'L’) a
hosszusag-polimorfizmus és az SNP-adatok funkcionalis egyesitése alapjan tortént (Parsey et

al., 2006) szerint: S'S' = SS+SLg,+LgLg; S'L'=SLa + Lalg, L'L' = LaLAa.

5.4.1.2. SNP-vizsgalatok PCR-RFL P-vel

Az SNP-vizsgalatok klasszikus modszere a PCR-RFLP, melynek elve a 2.1.4.2-es
fejezetben keriilt Osszefoglalasra. Az egyes SNP-k vizsgalata a PCR-termociklus
paramétereiben, az alkalmazott primerekben és a restrikcids enzimekben kiilonbozik.

Kvi.3 gén (KCNA3) -1645CT SNP: Az alkalmazott PCR reakcié: 15 perc 95 C°, majd 40
ciklus (94 C° 60 mp, 60 C° 30 mp, 72 C° 60 mp). A PCR termék meghatarozasa a Tsp509 |
restrikcids endonukleaz alkalmazasaval tortént. A 141 bp hossziisagih PCR-termék két hasitési
helyet tartalmazott: a kontroll hasitds egy 40 bp terméket adott, az allélspecifikus hasitas
eredménye T allél esetében egy 31 és egy 70 bp hosszuisagl fragmentum, C allél esetében a
141 bp PCR termék csak a kontroll hasitasi helyen vagodik el (101 bp + 40 bp). Az emésztés
kortilményei: 0.1 egység enzim, restrikcios puffer a gyartd eldirdsa szerint (1 x NEBuffer 1)
45 nl végtérfogatban + 5 ul PCR termék. Az emésztés 65 C°-on tortént 12 6raig. A termékek
elvalasztasa 1,5%-o0s agar6z — 2% metaphor kevert gélii horizontalis agar6z gélelektroforézis,

1 ora futtatds 100 V fesziiltséggel.

HIF-1a gén 45035 CIT SNP: Az alkalmazott PCR reakcié: 15 perc 95 C°, majd 40
ciklus (94 C° 30 mp, 52 C° 30 mp, 72 C° 60 mp). A PCR termék restrikcids emésztéséhez
hasznalt enzim a Tsp45 I, mely C genotipus esetén hasit mind a vizsgalt, mind a kontroll
pozicioban, igy harom kiilonb6zé méretli terméket kapunk (121, 139 és 194 bp). T genotipus
esetén a restrikcios emésztés csak a kontroll helyen torténik meg, igy két termék keletkezik
(260 és 194 bp). Az emésztés koriilményei: 0.2 egység enzim, 0.1 g/L BSA, restrikcios puffer
a gyartd eldirdsa szerint (1 x NEBuffer 1) 45 pl végtérfogatban + 5 ul PCR termék. Az
emésztés 65 C°-on tortént 12 oraig. A termékek elvalasztasa 1,5%-os agardz — 2% metaphor

kevert gélli horizontélis agaroz gélelektroforézis, 1 ora futtatds 100 V fesziiltséggel

54.13. SNP vizsgalatok valés idejii PCR-rel

A valos ideji PCR alkalmazasa az SNP-vizsgalatokban jelentGsen meggyorsitotta a
genotipizald munkat, ugyanis a genotipus meghatarozasahoz csupan egyetlen 1épés - a PCR-
amplifikacié — sziikséges, ahol a termociklus egy 10 perces 95 fokos DNS denaturdcioval és

enzimaktivacioval kezdédik, majd ezt koveti 35-40 ciklus, ciklusonként két fazissal (95 °C —
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15 sec, 60 °C — 1 perc). Minden esetben az Applied Biosystems TagMan© rendszerét
hasznalatuk, melynek elvét a 2.1.4.3-as fejezet tartalmazza. A vizsgalatok 6 pul végsé
térfogatban torténtek, mely tartalmazott 1-10 ng genomi DNS-t, valamint az Applied
Biosystems-t6] megrendelt ,,ABI TagMan mix”-et és a primerek-probak keverékét. Az egyes
SNP-k vizsgalatanal mindossze az alkalmazott primerek és probak térnek el, melyek eldre
meghatarozott kit-ben vasarolhatok, illetve esetenként Dr. Sasvari Mdria laboratoriuméaban
keriiltek megtervezésre. A moddszert a kovetkezd polimorfizmusok meghatarozasara
alkalmaztuk: KCNA3 (-1645CT SNP, rs2821557), HIF-1la-gén P582S (45035CT SNP,
rs11549465), triptofan-hidroxilaz 2 (TPH2) prométer (-703GT, rs4570625 SNP), BDNF
Val66Met (CT SNP, rs6265), P2RX7 gén GIn460Arg (AG SNP, rs2230912).

5.5. STATISZTIKAI MODSZEREK

A statisztikai elemzéseket a Windows SPSS 13.0 szoftver alkalmazasaval végeztiik.
Eset-kontroll vizsgalataink soran a mért genotipus-gyakorisagok nem tértek el a

Hardy-Weinberg egyensuly értékétdl. Ez esetben a Pearson-féle Chi négyzet, illetve Fisher-

féle egzakt tesztekkel végeztiik a statisztikai elemzést.

A depresszio tiineteinek értékelése soran a HADS pontszamok nem mutattak normal eloszlast.

Ezért négyzetgyok-transzformaciot alkalmaztunk a HADS pontszamokkal vald szamités

esetén. Kétmintas T-probat és Pearson korrelacios tesztet alkalmaztunk a nemi ¢és kor

hatasanak tesztelése a HADS pontszamokra.

A gén kornyezet interakcid vizsgalatdhoz tobbszempontos variancia-analizist (MANOVA)

hasznaltunk.

A tObbszords 0Osszehasonlitasbol eredd téves felderitési arany elkeriilése végett a

szignifikancia-kiiszobot jelenté p-értéket Benjamin és munkatarsai képlete alapjan

szamitottuk [190].
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6. EREDMENYEK
6.1. A DIABETES UJ GENETIKAI FAKTORAI
6.1.1. AKV1.3 (KCNA3) GEN -1645C/T SNP VIZSGALATI MODSZERENEK KIVALASZTASA

A vizsgalt kandidans gén neve a ,,HUGO Gene Nomenclature Committee” alapjan
KCNA3 (potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 3). A
molekuléris genetikai szakirodalomban egyre inkabb ezt a nevet hasznaljdk, azonban a
szakirodalomban elterjedten fordul el6 a Kv1.3 (voltage-gated potassium channel protein
Kv1.3) elnevezés is. A tovabbiakban, az orvosi irodalomban inkabb elterjedt Kv1.3 nevet
hasznalom. A Kv1.3 -1645C/T SNP meghatarozasahoz két, fiiggetlen modszert (PCR-RFLP
¢s valds idejii PCR) hasznaltunk fel.

PCR-RFLP alkalmazasa a Kv1.3 -1645C/T SNP meghatirozasara

A 6. dbran a Kv1.3. gén -1645C/T SNP PCR-RFLP-vel valo genotipizalasanak elvét, és egy
tipikus eredményrészletet lathato.

—1645CT AATT
PCR
141 bp 200 bp —
ﬂ 100 bp — <— 101 bp
< 70bp
Tsp509 I RFLP ~— 40 bp
(AATT)
» N CT CT CC TT CT
C T
101 bp + 40 bp 31 bp+70bp+ 40 bp

6. abra. A Kv1.3 gén -1645C/T SNP vizsgalata PCR-RFLP médszerével
Forras: sajat kozlemény alapjan rajzolva [191]

A: A modszer elve: A Kv1.3 gén prométerrégiojabol 141 bp hosszisagh szakaszt sokszorositottunk fel
PCR-el, mely tartalmazza a -1645C/T SNP-t. A Tsp509I1 nevl restrikciés endonukledz az AATT
szekvenciat hasitja specifikusan. A PCR-rel felsokszorozott szakasz két ilyen hasitasi helyet tartalmaz.
Az egyik magaba foglalja a vizsgalando SNP-t (nagyobb kor), a masik egy kontroll hasitasi hely
(kisebb kor). A PCR-reakciot kovetd restrikcios hasitas soran C allél jelenlétében csak a kontroll
helyen torténik vagas, és egy 101 bp és egy 40 bp méretii termék keletkezik. T allél esetében a
vizsgalando -1645 helyen is emészti a DNS-t az enzim, igy harom terméket kapunk (31 bp + 70 bp +
40 bp).B: A PCR-RFLP termékeinek elvalasztasa agardz-gélelektroforézissel: Az abra egy tipikus
elektroforézis képet mutat be, mely mutatja, hogy a 3 féle, kiilonb6z6 méretli termék az elektroforézis
soran jol lathatéan elvalik. L: 100 bp ,létra” (marker); 1-5: vizsgalt DNS mintak; a leolvashato
genotipus: 1: CT; 2: CT; 3: CC; 4: TT; 5: CT.
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Valos idejii PCR modszer alkalmazasa a Kv1.3 -1645C/T SNP meghatarozasara

A 7. 4bra egy tipikus eredményt mutat be valés ideji PCR-t hasznalva. A PCR
amplifikacio soran -1645C ¢és -1645T allélspecifikus probakat alkalmaztunk, melyek
kiilonb6z6 fluoreszcens festékkel voltak jelolve. A fluoreszcencia-intenzitds novekedése a
megfeleld allél jelenlétét mutatja. Bar a valds idejii PCR késziilékekben a fluoreszcencia
intenzitds folyamatosan detektalhato, jelen esetben elegendd volt az ugynevezett végpont-
detektalas, azaz a fluoreszcencia intenzitdsok értéke a PCR reakcio végén (lasd 7. ébra). A
mérési eredmények azt mutatjak, hogy a kivalasztott TagMan rendszer allélspecifitasa igen
megbizhat6, azaz a harom genotipuscsoport a mérés soran jol elkiiloniil egymastol és a DNS-t

nem tartalmazé negativ kontrolltol.

5)

o ¢ .

§ CcC

L 4 A.

L, CT

% '0 ®

Yo TT .I’o %
Negativ kontroll [
VIC jel (<1645 T)
T L qT C(FAM) e C (FAM ////”'
'g /// //// . //
(N) /T (Vic // /1 VIC) /
g / i e /
= / //
/ /o /

24 28 32 36 ciklus 24 28 32 36 ciklus 24 28 32 36 ciklus

7. abra. A Kv1.3 gén -1645C/T SNP vizsgalata valos idejii PCR hasznalataval
Az 4bra ,,A” részében 94 minta és 2 negativ kontroll (x) TagMan rendszerrel torténd genotipizalasanak
eredményeit mutatja be. A tengelyeken az allél specifikus probakbol lehasado festékek fluoreszcencia-
intenzitasa van feltiintetve. Lathatd, hogy a 3 genotipus csoport (CC=kék négyzet; CT=zo6ld
haromszdg; TT=piros kor) jol elkiiloniil. Az abra ,,B” része a kiilonbdzé genotipusti mintak tipikus
idobeli lefutas-gorbéjét mutatja. Forrds: sajat kozlemény alapjan rajzolva [190]
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A két modszer 6sszehasonlitasanak eredménye
100 kontroll minta parallel genotipizalasa a fent bemutatott PCR-RFLP és valos ideji

PCR technikéval azonos eredményt adott, mely egyben validalja mindkét moédszert. A
tovabbiakban a gyorsabb és kevesebb munkat igénylé (de koltségesebb) TagMan rendszert

hasznaltuk.

6.1.2. AKV1.3 (KCNA3) GEN -1645CT SNP ESET-KONTROLL VIZSGALATA

crer

diabetes esetleges kapcsolatanak vizsgalatahoz egy monocentrikus, keresztmetszeti tanulmany
keretében [191] Osszesen 420 cukorbeteg (ebbdl 370 2TDM és 50 1TDM), valamint 274
nemben illesztett kontroll (nem cukorbeteg) személy genotipusat hataroztuk meg.

A KCNA3 gén -1645CT polimorfizmusdra kapott allél és genotipus eloszlas
eredményeit a 4. és az 5. tablazatok foglaljak dssze. A 4. tablazat az allél gyakorisag értékeit
tartalmazza. Amint ez a tablazatbol lathatd, a -1645C allél a ritkabb, a -1645T a gyakoribb
mindegyik populacioban. Ugyanakkor a -1645C allél valamivel magasabb frekvenciaval
(42,3%) fordult el6 a kontroll csoportban, mint a betegcsoportokban. A C allél eléfordulasi
gyakorisaga a 2TDM csoportban 38,9%-ra, az 1TDM csoportban 36%-ra csokken, de ezek a
kiilonbségek statisztikailag nem bizonyultak szignifikdnsnak (K vs. 2TDM: p=0,217; K vs.
1TDM: p=0,481).

Kv1.3 allél
-1645 C -1645 T Osszes
Kontroll  42,3% (232) 57,7% (316) 100% (548)
1TDM 36% (36) 64% (64) 100% (100)
2TDM 38,9% (288) 61,1% (452) 100% (740)

4. tablazat. A Kv1.3 gén -1645C/T polimorfizmusanak allél gyakorisag értékei.
Kontroll: nem cukorbeteg csoport; 2TDM=2-es tipusu diabetes; 1TDM=1-es tipust
diabetesszel diagnosztizalt betegcsoport. A tablazat tartalmazza a vizsgalt allélok szazalékos
megoszlasat, valamint a konkrét esetszamot zarojelben.

Forrds: sajat kozlemény [191]
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A 5. tablazat a mért genotipus gyakorisagértékeit mutatja. Az allél és a genotipus
gyakorisag Osszehasonlitdsa soran megallapitottuk, hogy a vizsgalt genotipus megfelel a
Hardy-Weinberg egyenstlynak, azaz az allélgyakorisag értékeibél szamolhaté elméleti
genotipus-gyakorisagok nem kiilonboznek szignifikansan a mért genotipus-gyakorisagoktol.
Ez részint a genotipizald6 moddszer megbizhatosagat, részint pedig a vizsgalt populacio
(kaukazusi) homogenitasat igazolja.

Az eset-kontroll vizsgalat soran megallapitottuk, hogy a CC genotipus el6fordulési
gyakorisaga a kontroll csoportban a legmagasabb (19%), a 2TDM csoportban valamelyest
csokken (14.9%), az 1TDM csoportban ez a csokkenés még Kifejezettebb (10%), a kiilonbség
azonban statisztikai értelemben nem szignifikdns. A CT és a TT genotipusok eléfordulésa
hasonloan valtozik a kontrollhoz képest, ezért megengedheté a CT és a TT genotipus
kategoriak Osszevonasa. Az Osszevonds utan kapott értékeket a tablazat utolsd két oszlopa
mutatja. Mivel ebben az esetben csupan két kategoriaval szamolunk, a statisztikai proba ereje
megnd, ¢s az 1TDM vs. K csoportok dsszehasonlitdsdnak vonatkozasaban a Fisher-féle egzakt

teszt tendencidzus eltérést mutat (p=0,087).

Kv1.3 genotipus Osszevont genotipus

CC CT TT osszes CcC CT+TT

Kontroll 19% (52)  46,7% (128) 34,3% (94) 100% (274)  19% (52)* 81% (222)*

1ITDM  10%(5)  52%(26)  38% (19)  100% (50) 10% (5)*  90% (45)*

2TDM  14,9% (55) 48,1% (178) 37% (137) 100% (370)  14,9% (55) 85.1% (315)

5. tablazat. A Kv1.3 gén -1645CT genotipus gyakorisag eloszlasa [191].
A tablazat tartalmazza az egyes genotipus csoportok szdzalékos megoszlasat, valamint az
ehhez tartoz6 tényleges elemszamot. *Fisher-féle egzakt teszt: p=0,087.
Forrds: sajat kozlemény [191]

6.1.3. AHIF-1 gén 45035 C/T (rs11549465) SNP VIZSGALATA

6.1.3.1. A HIF-1a gén 45035 C/T SNP vizsgalati moédszerének kivalasztasa

Az optimalis genotipizald rendszer kivalasztisa ebben az esetben is két fliggetlen

modszer, a PCR-RFLP ¢és a TagMan valos idejii PCR 6sszehasonlitd elemzésével tortént.
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PCR-RFLP alkalmazasa a HIF-1a gén 45035 C/T SNP meghatarozasara

A PCR-RFLP moédszerben a Tspl nevi restrikcids enzim tiint alkalmasnak a kétféle
allél megkiilonboztetésére. A moddszer tovabbfejlesztett valtozataként olyan primerek
alkalmazasara kertilt sor, mely egy kontroll hasitasi helyet is tartalmazott, hasonldéan a Kv1.3
gén vizsgalatanal leirtakhoz. Igy a PCR soran egy 454 bp nagysagu termék keletkezett,
melynek Tsp45 I emésztett fragmentumai a genotipus szerint alakultak: T allél jelenléte esetén
csak a kontroll, nem polimorf helyen tortént hasitds, és igy egy 260 bp és egy 194 bp
hasitas tortént, igy a 260 bp termék két kisebb fragmentumra (121 bp és 139 bp) esett szét. A
8. dbra a PCR-RFLP-vel torténd genotipizalas egy tipikus eredményrészletét mutatja be. Az
abran a nagyon ritka TT homozigéta személy nem lathatd, erre a genotipusra a 260bp és 194

bp termékek jelenléte, ugyanakkor a 121 bp és 139 bp fragmentumok hianya jellemzo.

400 bp —
300 bp —

200 bp — |

<—260 bp

<194 bp

100 bp — ~—121 bp

80 bp —

CC CT CC CT

8. abra. A HIF-1a gén 45035 C/T SNP vizsgalata PCR-RFLP-vel
Az é4bran egy molekulatomeg-marker (L) és 4 személy (1-4) DNS mintajanak vizsgalata
lathat6. A baloldalon a molekulatomeg-marker fragmentumok mérete, a jobb oldalon a
restrikcios fragmentumok szamitott mérete van feltiintetve. Az 4abra alsd felében a
meghatarozott genotipusok lathatok.
Forrds: sajat kozlemény alapjan rajzolva [192]
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Valos ideji PCR moddszer alkalmazasa a HIF-1a gén 45035 C/T SNP meghatarozasara

Allelic Discriminal tion
5.000
4,500 TT ’
4.000
2500 A A
=
g b
CT|aAa
Li 3.000 t
= @
: ®
2.500
2000 . “ ‘
% CC
Negativ kontroll
1.014
0.456 0.625 1124 1624 2125 2625 3128 2.600
Allele X (HIF 45035C)

9. abra. A HIF-1a gén 45035 C/T SNP vizsgalata TagMan proébaval
Az abra ,,A” része 94 minta és 2 negativ kontroll (x) TagMan rendszerrel torténd genotipizalasanak
eredményeit mutatja be (2 minta mérése nem sikeriilt, mert fluoreszcencia intenzitasuk egyik kijelolt
tartomanyba sem esett bele). A tengelyeken az allél specifikus probakbol lehasadd festékek
fluoreszcencia intenzitasa van feltlintetve. Lathat6, hogy a 3 genotipus csoport (TT=kék négyzet;
CT=z61d haromszodg; TT=piros kor) jol elkiiloniil. Az abra ,,B” része a kiilonb6z6 genotipusti mintak
tipikus idébeli lefutas-gorbéjét mutatja. Forrds: sajat kozlemény alapjan rajzolva [192]

A masik, fliggetlen modszer soran allélspecifikus TagMan prébakat alkalmaztunk,
melyek megfeleléen specifikusnak tlintek ahhoz, hogy a genotipus a valos idejii PCR soran
végpontdetektalassal (1asd 9. abra) leolvashato legyen.

A két modszer Osszehasonlitdsdnak eredménye
150 minta genotipizalasa mindkét modszerrel ellentmonddsos eredményt adott: a

heterozigotak genotipusa az esetek tobb mint 10%-aban nem egyezett. A vitds mintak
szekvenalasi eredménye azt mutatta, hogy a PCR-RFLP soran esetenként nem jon létre a
restrikcios hasitas a vizsgalt SNP helyén annak ellenére, hogy a kontroll hasitas megtorténik.
Ennek magyardzata az volt, hogy egy 4 bp tavolsagban elhelyezkedd mésik SNP
(rs34005929) esetenként gatolta a restrikcios enzim miikodését. Igy az allél specifikus
TagMan rendszer hasznalata nemcsak gyorsabbnak, de megbizhatobbnak is bizonyult ebben a

genotipizalo rendszerben.

6.1.3.2. Nemi hatas vizsgalat

A HIF-1a gén rs11549465 eset-kontroll vizsgalata 536 cukorbeteg (370 2TDM ¢és 166
1TDM) és 354 kontroll (nem cukorbeteg) személy bevonasaval tortént. Korabbi vizsgalatok

szerint a nemnek befolyasa lehet a szénhidrat-anyagcserére [193, 194], ezért a statisztikai
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analizis els6 Iépéseként megvizsgaltuk, hogy van-e kimutathatd kiilonbség a genotipus
csoportok nemi megoszlasaban. Eredményeinket a 6. tablazat mutatja. Mivel a TT genotipus
ritka (<5%), ezeket Gsszevontuk a CT genotipust heterozigotakkal, és igy egy T allélt
hordozé (CT+TT) és egy T allélt nem hordozéd csoportot hoztunk létre. Pearson y? probat
alkalmazva nem talaltunk kiilonbséget a genotipusok nemek szerinti megoszlasaban egyik
vizsgalt csoportban sem (Kontroll: p=0.379; 1TDM: p=0,435; 2TDM: p=0,624).

Genotipus férfi no
cC 73.0% (84) 77.4% (185)
Kontrol CT+TT  27.0% (31) 22.6% (54)
oM cC 86.8% (79) 82.7% (62)
CT+TT  132% (12) 17.3% (13)
cC 81.3% (126) 83.3% (179)
T2DM
CT+TT  18.7% (29) 16.7% (36)

6. tablazat. A hypoxia-indukabilis faktor-1 alfa (rs11549465) C/T SNP genotipus
megoszlasa férfiak és nok kozott
A tablazat tartalmazza a genotipizalt személyek szamat, valamint azok szazalékos
megoszlasat. C= 45035C allél; T=45035T allél
Forras: sajat kozlemény [192]

Megvizsgaltuk azt is, hogy 0sszefliggés mutathato-e ki a vizsgalt SNP és a diagnozis
iddpontja, illetve a testtdmegindex kozott, de nem talaltunk kiilonbséget a T allélt hordozo és

nem hordoz6 csoportok kozott.

6.1.3.3. A HIF-1a gén C/T SNP eset-kontroll vizsgalata

Vizsgalatunk f6 célja az volt, hogy megallapitsuk, van-e Osszefliiggés a HIF-1 alfa
polimorfizmusa és a diabetes eléfordulasa kozott. A 7. és 8. tablazatban lathato az allél- és
genotipus frekvencidk megoszlasa szazalékos értékekben kifejezve (zarojelben megadva a
tényleges esetszamot). Els6 1épésként a cukorbeteg csoportot Gsszességében hasonlitottuk
Ossze a kontroll csoporttal (7. tablazat), majd ezt kovetden felbontottuk a betegcsoportot a
diabetes tipusa szerint 1TDM és egy 2TDM alcsoportokra (8. tablazat). A 7. és 8. tablazat
adatai mutatjak, hogy statisztikailag szignifikans kiilonbség mutathat6 ki mind a genotipusok,
mind pedig az allélfrekvenciak megoszlasaban az Gsszevont beteg- és a kontroll csoport kozt.
A betegcsoportban a CC homozigota genotipus szignifikdnsan gyakrabban fordult eld a
kontroll csoporthoz viszonyitva (83.2% vs. 76% »*(2)=10,792, p=0.005). Ezzel egybevagoan
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a betegcsoportban a T allél ritkabban fordult eld (8,7%) mint a kontrollokban (13,3%) )(2(1)=
9,602, p=0.002.

Kontroll (K) Cukorbeteg (C) K vs.C
cc 76.0% (269) 83.2% (446)
eredeti genotipus CT 21.5% (76) 16.2% (87) p=0.005
TT 2.5% (9) 0.6% (3)
dsszevont  CC 76.0% (269) 83.2% (446) 0,003
genotipus CT+TT  24.0% (85) 16.8% (90) p=5
) C allél 86.7% (614) 91.3% (979) B
allélok 1 ha 13.30% (94) 8.7% (93) p=0.002

7. tablazat. A HIF-1a allél és genotipus megoszlasa a kontroll és a cukorbeteg
populacio osszehasonlitasanal. Forras: sajdt kozlemény [192].

Kontroll (K) 1TDM 2TDM 1TDMvs. K 2TDM vs. K
cC 76.0% (269) 84.9% (141)  82.4% (305)
CT 21.5% (76)  14.5% (24)  17.0% (63) p=0.044 p=0.023
TT 25% (9)  0.6% (1) 0.6% (2)
CC 76.0% (269) 84.9% (141)  82.4% (305)

p=0.020 p=0.032
CT+TT 240% (85) 15.1% (25)  17.6% (65)

Callél  86.7% (614) 92.2% (306)  90.9% (673)
Talél 13.3% (94)  7.8%(26)  9.1% (67)

p=0.010 p=0.011

8. tablazat. A HIF-1a allél és genotipus megoszlasa a kontroll, az 1-es tipusu
(1TDM) és a 2-es tipusia (2TDM) csoportokban Forras: sajat kozlemény [192]

Hasonl6 eredményt kaptunk abban az esetben is, ha a betegcsoportot felosztottuk 1-es
(1ITDM) és 2-es tipusii (2TDM) cukorbetegek csoportjara (8. tablazat). A T allél viszonylag
ritka, kiilondsen a beteg csoportokban (8,7%), a TT homozigotak nem érik el a Pearson xz
tesztben a validitaskiiszobot.

Ezért érdemesnek latszott a genotipus kategéridkat Gsszevonni egy T allélt nem
hordozo6 (CC) és egy T allélt hordozo (CT és TT) csoportra. Amint ez a 8. tablazatban lathato,
az 1TDM ¢és a 2TDM csoportok egymastél nem kiilonboztek jelentésen a genotipusok
eloszlasa szempontjabol. gy mindkét beteg csoportban kiilon-kiilon is ki tudtuk mutatni a T
allél jelenlétének statisztikailag szignifikans hatasat: a T allél jelenléte védd hatastinak

bizonyult mind az 1-es, mind pedig a 2-es tipusu diabetes el6fordulasaval szemben.
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6.2. A DIABETESSZEL KOMORBID DEPRESSZIO GENETIKAI TENYEZOI

6.2.1. A VIZSGALT BETEGCSOPORT JELLEMZOI

Teljes minta KA RA
100% (N =218) 100% (N =81) 100% (N =137) KA vs. RA
férfi 48.2% (105) 48.1% (39) 48.2% (66) ,
»%(1) <0.001, p >0.99
né 51.8% (113) 51.9% (42) 51.8% (71)

kor 58.00+13.63 58.63+1537 57.63+1253  ((1,216) =052 p =0.60

BMI 29.56 + 5.67 28.91+5.44 29.90+5.79 t(1,180) =-1.11,p =0.27

HbAlc 8.01+1.85 632+050  9.01+1.62 t(1,176) = -18, p < 0.001
1TDM  10.1% (22) 11.1% (9) 9.5% (13)
2TDM  89.9% (196)  88.9% (72) 90.5% (124)

»2(1)=0.15,p =0.70

9. tablazat. A betegcsoport demografiai és klinikai jellemzdi [195]
BMI: testtomegindex, KA: kielégitd szénhidrat-anyagcseréjii csoport, RA: rossz szénhidrat-
anyagcseréji csoport, HbAlc: hemoglobin A;. értéke, 1.TDM: 1-es tipusu diabetes, 2TDM: 2-
es tipusu diabetes.
A statisztikai elemzés diszkrét valtozok esetén x° proba alapjan, folyamatos valtozok esetében
t-probaval tortént. A kielégité (KA) és a rossz szénhidrat-anyagcseréjli csoportok (RA) a
felsorolt jellemzdkben nem kiilonboztek, kivéve a HbA 1c értékeit, ami természetes, hiszen
ennek alapjan tortént a besorolés.
Forrdas: sajat kozlemény [195]

A depresszioval tarsult 2-es tipusu cukorbetegség genetikai rizikofaktorait
tanulmanyozo vizsgalatahoz 236 kaukazusi rasszba tartozo 2-es tipusti cukorbeteget vontunk
be. A 236 betegbdl 24-nek az anamnézisében szerepelt depresszid (a betegek 10.2%-a),
koziilik 18 beteg a vizsgalat idépontjaban is antidepresszanst szedett - ezeket a betegeket
kizartuk a tovabbi vizsgalatunkbol. Igy 218 cukorbeteg hangulati jellemzéit vettiik fel egy
nemzetkozileg elfogadott kérd6iv, a HADS felhasznalasaval [195].

A betegek demografiai és klinikai jellemzdit, tovabba a testtomegindexet (BMI) és a
tartos vércukorszintre jellemz6 hemoglobin Alc (HbAlc) értékeit a 9. tablazat tartalmazza. A
vizsgélatban nagyobbrészt 2-es tipusti cukorbetegségben szenveddk vettek részt (89.9%). A
betegeket HgAlc értékiik alapjan egy fiziologias (HbAic szint < 7%) és egy patologias
szénhidrat-anyagcseréji (HbAic szint >7%) csoportra osztottunk, igy kaptunk egy kielégitd
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szénhidrat-anyagcseréjli csoportot (KA, n=81) €és egy rossz szénhidrat-anyagcseréjii csoportot
(RA, n=137).

A nem ¢és az életkor hatasat vizsgéalva a szorongasos és depresszids tiinetekre a
kovetkezd eredményeket kaptuk: a kor tendencidzusan korreldl a kérddiv skalaértékeivel
(HADS-szorongas: r = -0,129, p = 0,058; HADS-depresszi6: r = 0,127, p = 0,061). A nem
hatasa azonban szignifikansnak mutatkozott (HADS-szorongas: férfi = 4,72 + 3,34, n6 = 7,20
+ 3,92, 1(1,216) = -5,13, p < 0,001; HADS-depresszio: férfi = 4,29 + 3,34, n6 = 5,31 + 3,59,
t(1,216) = -2,31, p = 0,022), azaz a n6k bevallott atlagos szorongas értékei joval meghaladtak
a férfiakét. Hasonlo eltérés mutatkozott az atlagos depresszioszintben is (10. abra). Mivel a
nemi kiilonbségek szignifikdns hatdsinak bizonyultak, a tovabbiakban analizislink sordn a
nemet, mint kovaridnst vettiik figyelembe. A kétféle HADS skala értékei egymassal is
korrelaciot mutattak (r = 0,589, p < 0,001).

10 - O férfi
« M no
b
£ 8| p<0.001
L]
K]
% 6 p = 0.022
n
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<
T 4
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(@)
S 2-
N

0
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10. abra. Nemi hatias a HADS kérdéives eredmények értékeiben
HADS-a= HADS skéla szorongas pontszam, HADS-d= HADS skéla depresszids pontszam
Forrds: sajat kozlemény alapjan rajzolva [195]

6.2.2. HANGULATI JELLEMZOK AZ ELTERO ANYAGCSEREJU BETEGCSOPORTOKBAN

A kovetkezOkben megvizsgaltuk, hogy az anyagcsere-allapot dnmagéaban (genetikai
faktorok nélkiil) hatassal van-e a HADS kérdéivvel mérheté szorongias (HADS-a) és
depresszio (HADS-d) mértékére (lasd 10. tablazat).

47



DOI:10.14753/SE.2012.1702

Teljes minta KA RA
100% (N =218) 100% (N =81) 100% (N = 137) KA vs. RA

HADS-a 6.01+3.85 5.58 +3.55 6.26 £4.01 t(1,216) =-1.26,p =0.21

HADS-d 4.82 + 3.50 458+343 4964355 t(1,216) = -0.77, p = 0.45

10. tablazat. A Kkielégité (KKA) és a rossz anyagcseréjii (RA) cukorbetegek
hangulati jellemzoéinek 6sszehasonlitasa Forras: sajat kozlemény alapjan
szerkesztve [195]

Eredményeink azt mutatjak, hogy a szorongas (HADS-a) és a depresszié (HADS-d)

jelz6észamai nem kiilonboznek a kétféle betegesoportban.

6.2.3. A GENETIKAI POLIMORFIZMUSOK HATASA A HANGULATI JELLEMZOKRE

Megvizsgaltuk néhany, a szakirodalom alapjan feltételezhetéen depressziora
hajlamositd génvarians (5-HTTLPR, TPH2, BDNF ¢és P2RX7) esetleges Osszefiiggését a
cukorbetegek korében mérhetd depresszi6 (HADS-d) és szorongas (HADS-a) skala
értékeivel. A statisztikai kiértékelés soran vizsgaltuk a kor, a nem, a HbAlc értékei és a
genotipus lehetséges hatasat az 6nkitolt6 kérddivvel mért szorongas (HADS-a) és depresszid

(HADS-d) érékeire.

6.2.3.1. A szerotonin-transzporter-gén promoter-polimorfizmusanak (5-HTTLPR)

vizsgalata

A szerotonin-transzporter leggyakrabban vizsgalt polimorfizmusa a promoéterben talalhatd
hosszusagpolimorfizmus (5-HTTLPR), melynek révid (s) €s hossza (1) formait kiilonboztetik
meg. Az s allél el6fordulasa viszonylag ritka, ezért az ss homozigotak szama relative alacsony
(16,5 % a jelen vizsgalatban, lasd 11. tablazat). Eredményeink szerint azok a cukorbetegek,
akik a szerotonin-transzporter-gén 5-HTTLPR rovid alléljat (S) hordoztak, magasabb
pontszamot értek el mind a HADS-szorongas mind a HADS-depresszié skalan, de ez a
kiilonbség statisztikailag nem bizonyult eltéronek. Az eltérések akkor sem voltak
szignifikansak, ha a Wendland-féle [189] 3 allélos rendszert hasznaltuk (S'S' =
SS+SLg,tLglg; S'L'=SLa + Lalg, L'L' = LaLA).

A triptofan-hidroxilaz a szerotonin-anyagcsere egyik kulcsenzime, melynek tobb
polimorfizmusa ismert. Ezek kozil a jelen vizsgalatban a TPH2 gén promoéterének -703 GT

SNP-varidnsait vizsgéltuk részletesen (lasd 12. tablazat).
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Szerotonin transzporter (5-HTTLPR)

Genotipus HADS-a HADS-d

s/s 16.5 % (36) 6.22 +£4.43 5.17+3.81
s/l 46.8 % (102) 6.34 +3.78 5.20+3.62
I/l 36.7% (80) 5.49 +3.64 4.18 +3.14

MANOVA df F p F p
kor 1 5.42 0.02 3 0.09
nem 1 20.1 *x 3.53 0.06
HbA, ¢ 1 1.13 0.29 0.23 0.63
genotipus 2 0.41 0.66 0.62 0.54

11. tablazat. Az 5-HTTLPR és a HADS kérdoéives eredmények [195]
A HADS kérddiv szorongas (HADS-a) és depresszio (HADS-d) skalaértékeinek atlagat és
szorasat tlintettiik el az egyes genotipuscsoportokban (s=short=révid; I=long=hosszu allél). A
genetikai hatast a kor, a nem, és a szénhidrat-anyagcsere (HbA;c) szempontjabol multivariate
analysis of variance (MANOVA)-val hataroztuk meg. **p < 0,001

Forras: sajat kozlemény [195]

6.2.3.2. A triptofan-hidroxiliaz 2 (TPH2) gén promoter-polimorfizmusanak

vizsgalata

Triptofan hidroxilaz 2 (TPH2) promoter ( -703) G/T SNP

Genotipus HADS-a HADS-d

G/IG 59.6 % (130) 6.26 + 3.74 498 +3.51

GIT 36.2 % (79) 5.41+3091 449 +343

T/T 41% (9) 7.56 £4.48 5.53+4.24

MANOVA  df F p F p
kor 1 6.09 0.01 2.34 0.13
nem 1 24.7 *x 4.37 0.04
HbA, ¢ 1 2.17 0.14 1.92 0.17
genotipus 1 411 0.04 1.83 0.18

12. tablazat. A TPH2 -703 G/T SNP és a HADS kérdoives eredmények [195]

A HADS kérddiv szorongas (HADS-a) és depresszido (HADS-d) skalaértékeinek atlagat és szorasat
tiintettiik fel az egyes genotipus csoportok szerint. A genetikai hatast a kor, a nem, és a szénhidrat-
anyagcsere (HbAc) szempontjabol Multivariate analysis of variance (MANOV A)-val hataroztuk meg.

**p < 0,001
Forrds: sajat kozlemény [195]
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A bemutatott adatokbol jol lathatd, hogy a T allél ritka, ezért a TT genotipus
eléfordulasa alacsony (<5%). Igy a TT genotipust vagy kihagytuk az elemzésbél, vagy
Osszevontuk a heterozigdta csoporttal, mindkét esetben hasonlé eredményeket kaptunk. Amint
az a 12. tablazatban lathato, a szorongas skalaértékeinek tekintetében szignifikans genetikai
hatast észleltink (F(1,200) = 4,11, p = 0,044, 5 = 0,02, eré = 0,52): a G/T heterozigota
csoport szignifikdnsan alacsonyabb pontszamot ért el a G/G csoporthoz viszonyitva .

A genetikai varidnsok és a szénhidrat-anyagcsereallapot, mint kornyezeti tényezo,
egyiittes hatasat vizsgalva szignifikdns gén HDA;c interakciot kaptunk a TPH2 gén
vonatkozasaban (lasd 11. A. abra): a T allél jelenléte csokkentette a szorongasos tiineteket a jo
szénhidrat-anyagcseréjii csoportban; (KA csoport: G/G 6,31 + 3,56 vs. G/T 3,88 + 2,55, RA
csoport : G/G 6,24 + 3,88 vs. G/T 6,15 + 4,25, F(1,200) = 4,64, p = 0,032, ;72 = 0,023, er6 =
0,57). Ez a hatas a depresszios pontszamokra is kimutathatd volt (lasd 11. B. abra), de csak
tendencia szintli szignifikanciaval. (KA csoport: G/G 5,06 + 3,68 vs. G/T 3,38 + 2,50, RA
csoport: G/G 4,92 + 3,42 vs. G/T 5,04 + 3,70, F(1,200) = 3,09, p = 0,080, 112 = 0,015, er6 =
0,42).
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11. abra. A TPH2 és a szénhidrat-anyagcsereallapot kdlcsonhatasa a hangulati jellemzék
vonatkozasaban
KA: kielégit6 szénhidrat-anyagcseréjli csoport; RA: rossz szénhidrat-anyagcseréjii csoportot.
4.A.: HADS szorongas; 4B: HADS depresszios skala.
Forras: sajat kozlemény alapjan szerkesztve [195]
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6.2.3.3. A BDNF Val66Met (C/T) SNP-polimorfizmus vizsgalata

A BDNF Val66Met polimorfizmusanak gyakorisag értékei nem mutattak szignifikans eltérést
sem a betegcsoportok 6sszehasonlitasanal, sem pedig a HADS skalaértékek statisztikai
analizisénél (lasd 13. tablazat). igy a BDMF-polimorfizmussal kapcsolatos vizsgalataink
negativ eredménnyel zdrultak. A 13. tablazatban lathatd szignifikdns nemi ¢és korhatds a

szakirodalombol jol ismert.

Agyi eredetii neurotrifikus faktor (BDNF) Val66Met (C/T) SNP

Genotipus HADS-a HADS-d

C/C 67.4% (147) 6.13 £3.85 4.59 £3.53

CIT  29.4% (64) 5.83 +3.91 5.25 +3.40

T/T 3.2% (7) 5.14+£3.72 5.57+3.91

MANOVA df F p F p
kor 1 4.44 0.04 2.23 0.14
nem 1 32.3 Hx 5.47 0.02
HbA, ¢ 1 0.49 0.48 0.29 0.59
genotipus 1 0.19 0.66 1.7 0.19

13. tablazat A BDNF-gén polimorfizmusa és a HADS kérdoives eredmények
[195]
A tabldzat felsd részében lathatok az atlag HADS szorongds (HADS-a) és depresszid
(HADS-d) pontszamok ¢és szorasatlaguk a harom genotipuscsoportban. A MANOVA analizis
a tablazat also részében lathato: a kor, a nem, a szénhidrat-anyagcsere (HbA;C) és a genotipus
hatasa a HADS szorongas és depresszi6 pontszamokra. **p < 0,001
Forras: sajat kozlemény alapjan szerkesztve [195]

6.2.3.4. A P2RX7 GIn460Arg-cserét okozo polimorfizmus hatasai

A P2RX7 aminosavcserét okozod polimorfizmusanak Osszefliggését a major, illetve a
bipolaris depresszidval nemrég mutattak ki [151, 152]. Ezért érdemes volt megvizsgalni
ennek a génnek a hatdsat is cukorbetegeink csoportjaban. Eredményeinket a 14. tablazat
foglalja 6ssze. Eredményeink azt mutattdk, hogy a HADS kérddiv mindkét skalajan az A/G
genotipusu csoportnak magasabbak a pontszamai az A/A csoporthoz képest. Ha az igen ritka
G/G homozigdta csoportot kihagyjuk az elemzésbdl, a kdvetkezd statisztikai értékeket kapjuk:
HADS-szorongas: F(1,204) = 4,86, p = 0,029, ;12 = 0,023, er6 = 0,59; HADS-depresszio:
F(1,204) = 6,71, p = 0,010, ;12 = 0,032, er6 = 0,73. Emellett egy nem genotipus interakcio volt
megfigyelhetd. A G allélt hordozo férfiakban magasabb depresszids pontszamokat mértiink
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(férfi A/A: 3,53 + 2,78 vs. A/G: 6,03 + 3,79, nd A/A: 5,13 £ 3,47 vs. A/G: 5,51 + 3,89,
F(1,204) = 3,79, p = 0,053, #° = 0,018, er6 = 0,49)

Hasonlé eredményeket kaptunk abban az esetben is, ha a ritka GG homozigbta
csoportot a heterozigdta csoporttal Osszevontuk (HADS-szorongas: F(1,209)=5,16, p=0,024,
N2 =0,024, er6=0,62; HADS-depresszi6: F(1,209)=7,47, p=0,007, n*2 =0,034, er6=0,78). Ez
a genetikai hatds a tObbszoros tesztelés figyelembe vétele utan is szignifikdns maradt (p <

0,012).

P2RX7 GIn460Arg (A/G) SNP

genotipus N HADS-a HADS-d
AIA 66.5% (145)  5.53+3.71 431+322
AIG 31.2% (68) 7.00 £ 4.07 574 +3.83
G/G 2.3% (5) 6.40 £2.61 7.00 + 4.00
MANOVA df F P F P
kor 1 6.02 0.02 3.06 0.08
nem 1 17.8 *x 1.17 0.28
HbA, ¢ 1 0.95 0.33 0.38 0.54
genotipus 1 4.86 0.03 6.71 0.01

14. tablazat A P2RX7 gén GIn460Arg (A/G) hatasa a szorongas és a depresszio
pontszamokra [195]
A tablazat fels6 részében lathatok az atlag HADS szorongas (HADS-a) és depresszio (HADS-d)
pontszamok és szorasatlaguk a harom genotipus csoportban. A MANOVA analizis a tablazat als6
részében lathato: a kor, nem, szénhidratanyagcsere (HbAc) és a genotipus hatasa a HADS szorongas
¢s depresszié pontszamokra. **p < 0,001
Forrds: sajat kozlemény alapjan szerkesztve [195]
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7. MEGBESZELES
7.1. A DIABETESZ UJ KANDIDANS GENJEI

A diabetes genetikai rizikofaktorainak feltérképezése napjainkban zajlik. Az utdbbi
idében tobb genetikai varidnsrol sikeriilt egyértelmiien bizonyitani, hogy szerepet jatszanak a
diabetes kialakulasaban [196, 197], ugyanakkor a diabetessel kapcsolatba hozott kandidans
gének szama naprol napra emelkedik. Jelen munkdnkban olyan gének polimorfizmusait
vizsgaltuk, melyek eddig még nem meriiltek fel az irodalomban, vagy csupan mas (pl. Japan)
populédcioban vizsgaltak a diabetes eldfordulasa és az allél variansok kozotti lehetséges
kapcsolatot. A kiilonb6z6 human szubpopulaciok Osszehasonlitdo vizsgalata igen fontos,
ugyanis a genetikai polimorfizmusok gyakran eltéré gyakorisaggal jelentkeznek az egyes
népcsoportokban, ezért eléfordulhat, hogy egy adott allél az egyik szubpopulacidoban
rizikofaktorként szerepel, mig a masikban nem. Az allélfrekvenciak Gsszehasonlitd vizsgalata
azért is fontos, mert ha egy allél mas gyakorisaggal fordul el6 a human szubpopulaciokban,
akkor kevert minta esetében a populacio-stratifikacié miatt al-asszociacio johet 1étre [198].

Vizsgalatainkban két j gén szerepelt. Az egyik a KCNA3, melynek szerepe a diabetes
kialakuldsdban elméletileg varhat6 volt, de ezt a feltételezést eredményeink nem igazoltak. A
masik a HIF-la gén, melynek diabetesszel vald Osszefiiggését a kozelmultban japan
populacidban irtdk le, €s a bemutatott vizsgalataink ezt az dsszefliggést kaukazusi populécion

1s alatamasztottak.

7.1.1. KCNA3

A Kvl1.3 fesziiltségfiiggé K'-csatorna elsésorban az CCR7- (kemokin receptor)
effektor memoria T-sejtek (Tewm) sejtek) aktivalasaban jatszik szerepet, igy immunmodulator
tulajdonsagu. 1TDM-re genetikailag hajlamos patkanyokban a Kv1.3 csatorna gatloszerei
¢s a betegség kialakulasa is lelassult.

A Kv1.3 csatornat a kozelmultban, inzulin-érzékeny szévetekben (vazizom, zsir, maj,
agy) is sikeriilt kimutatni [199]. A KCNA3 génkiiitott egereken (Kv1.3-/-) végzett kisérletek
[200] felvetették, hogy az ioncsatornanak szerepe lehet az eclhizas, illetve az

inzulinrezisztencia kialakulasaban [201].
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A KCNA3 gén egészséges embercken tortént vizsgalata [202] soran deriilt fény arra,
hogy a gén T-1645C polimorfizmusa Osszefliggésben 4ll az inzulinrezisztencidval ¢és a
csokkent gliikkoztoleranciaval, melyet a polimorfizmus funkcionalis in vitro vizsgalata
KCNAZ3 gén atirddasat, valoszinlinek latszott, hogy ez a polimorfizmus mind az 17TDM, mind
a 2TDM kialakulasanak genetikai tényezdje lehet. A KCNA3 gén kandidans génként vald
felvetését tobb elméleti felvetés is alatamasztotta. Egyrészt valosziniinek latszott, hogy a
csatorna miitkodése befolyasolja szdmos, a 2-es tipust diabetes kialakulasdban szerepet jatszo
rizikofaktor megjelenését, masrészt immunmodulald hatasa révén szerepe van az autoimmun
valasz kialakuléséban.

A KCNA3 gén jelen munkaban vizsgalt polimorfizmusardl, a promoter régioban
taldlhatdé T-1645C SNP-r6l molekuléris elemzések soran kimutattak, hogy az SNP egy
transzkripcids faktor kotOhelyének megvaltozasa révén befolyasolja a gén atirasat, és ezzel a
képz6doé csatorna mennyiségét [202]. Ez utobbi pedig Osszefiiggésben allhat az inzulin-
rezisztencia és a gliikkoztolerancia kedvez6tlen alakulasaval.

Tudomadsunk szerint a jelen munkaban bemutatott vizsgélat az elsd a szakirodalomban,
mely a KCNA3 T-1645C polimorfizmusanak gyakorisagat vizsgalja diabeteses betegek
korében. Eredményeink szerint a KCNA3 gén mindkét allélvariansa gyakori, a kontroll
populacidban a C allél 42.3%-ban fordul eld, a T allél gyakorisaga 57.7 % (lasd 4. tablazat).
Az egyes betegcsoportokban nem mutathaté ki statisztikailag szignifikans eltérés a
kontrollhoz képest, bar a C allél el6fordulasa kismértékben csokken a betegekben. A
genotipus kategoridk (CC, TT, CT) 0Osszehasonlitdsa azt mutatja, hogy az 1-es tipusu
cukorbetegekben a CC genotipus eléfordulasa a kontroll gyakorisag (19%) értékének kb. a
fele (10%, lasd 5. tablazat)). Ez azt jelentheti, hogy ha egy egyén a KCNA3 gén -1645CC
genotipusaval rendelkezik, kisebb valdszinliséggel fog 1-es tipusu diabetesben szenvedni,
mint a T allélal rendelkez0 tarsai, azaz a CC homozig6dta genotipus védo hatast lehet az 1-es
tipusu diabetes kialakulasdban. A védd hatas magyarazata valdsziniileg az lehet, hogy a
KCNA3 gén altal kodolt Kv1.3 csatorna immunmodulalé hatasu. Elképzelhetd ugyanis, hogy
a gén CC genotipusu varidnsa a transzkripcios aktivitas kiilonbség alapjan jobban gatolja a
hasnyalmirigy béta-sejtjeinek autoimmun pusztulasat, mint a T allélal rendelkezd
genotipusok. A CC genotipus védo hatdsanak igazoldsara azonban még tovabbi vizsgalatok
szlikségesek, mivel a bemutatott adatok statisztikai értelemben tendenciézus eredményeknek
felelnek meg csupan, feltehetden a viszonylag kis esetszam miatt. Eredményeink azonban arra

utalnak, hogy a KCNA3 gén T-1645C polimorfizmusat érdemes lenne nagyobb 1étszamu és
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mas tipusu populacidkban vizsgalni, mert elképzelhetd a CC genotipus védd szerepe az 1-es

tipusu diabetes mellitus kialakulasaban.

7.1.2. HIF-1a

A hypoxia-indukalta faktor-1 (HIF-1) egy 120 kDa nagysagu a-alegységbdl és egy 91-
94 kDa-os P-alegységbdl allo, heterodimer formaban aktiv transzkripcios faktor, mely
hypoxias koriilmények kozott képes aktivalni a glikolizis enzimeinek, és az érujdonképzést
aktivalod faktorok célgénjeit, igy kulcsszerepet jatszik az emlds szervezet hypoxiahoz torténd
transzkripcios aktivitasaért els6sorban az a-alegység felelés. Az a-alegység prolingazdag
régidja oxigéndependens prolil-hidroxilazok hatasara hidroxilalodik, majd a von Hippel-
Lindau (VHL) fehérjével kapcsolodva normoxias koriilmények kozott degradalodik [204].

A HIF-1 fehérje a-alegységének génje (HIF-la) a 14-es kromoszoma q21-g24-es
szuszceptibilitasi régiot azonositottak [205]. A kozelmultban Yamada és munkatarsai egy
japan populécioban vizsgalta a HIF-la gén varidnsait. A japan munkacsoport 32 SNP-t
azonositott a génben, melyek koziil az egyik a 12-es exonban talalhato ¢és az 582-es prolin
szerinre modosulasat okozta (rs11549465). Ez az SNP Yamada és munkatarsai asszociacio-

analizise alapjan Osszefiiggést mutatott a 2TDM el6fordulasaval [181].

7.1.2.1. A HIF1-a oén polimorfizmusa 2T DM-ben

A HIFl-o gén diabetesben jatszott szerepének tanulmanyozasa céljabol kaukazusi
mintankon végeztiink eset-kontroll analizist, ugyanazt az SNP-t vizsgalva, mellyel a japan
csoport szignifikdns asszocidciét mutatott ki a diabetes vonatkozdsdban. Eredményeink
alatamasztottak a japan adatokat, amennyiben a ritka allélt tartalmazé genotipusok (CT+TT)
¢s a T allél gyakorisaganak statisztikailag is szignifikans csokkenését igazoltak diabeteses
betegek korében (lasd 7. és 8. tablazat).

Korabban tobben kiemelték a genetikai asszociacidanalizisek replikdcidinak
fontossagat, hiszen jol ismert, hogy jelentds eltérés lehet a génvaridnsok megoszlasa
tekintetében a kiilonb6z6 populaciok kozott. Vizsgalatunk 2-es tipusu cukorbetegekkel
foglalkozd részének eredményei egybevagnak Yamada és munkatarsainak egy japan
populacion végzett megfigyelésével, melyben el0szor hozzék Gsszefiiggésbe a HIF-1a gén 12.

exonban talalhatdé polimorfizmusat cukorbetegséggel [181]. Vizsgalatukban a japan nem
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diabeteses populdcidban 7% mig a diabeteses populdcidban csupan 4% volt a ritka varidns
gyakorisaga.. Kontrollcsoportunkban a T allél el6fordulasi gyakorisaga (13,3%) hasonlo volt
mas europai populaciokhoz [206] és majdnem kétszer olyan gyakran fordul elé a kaukazusi
populécidoban, mint a Yamada altal vizsgalt japan populacidban. Yamada és munkacsoportja
azonban nem vizsgalta ezt a polimorfizmust az 1-es tipusu diabetes vonatkozéasaban, ezért az
erre a betegcsoportra vonatkozo eredményeink a szakirodalom szempontjabol teljesen Gjnak

szamitanak.

7.1.2.2. A HIF1-¢a gén polimorfizmusa 1TDM-ben

Kiilon kiemelendd, hogy sem az allélfrekvencidk, sem pedig a genotipus-megoszlas
tekintetében nem taldltunk szignifikans kiilonbséget az 1TDM ¢és a 2TDM csoportok kozott.
Ugyanakkor az 1TDM és a 2TDM csoportok egyarant statisztikailag szignifikans kiilonbséget
mutatattak a kontrollcsoporthoz képest mind az allélfrekvencia, mind pedig a genotipusok
megoszlasanak tekintetében. Osszességében tehat sikeriilt kimutatnunk a HIF1-o gén egy
ritka variansanak védé hatdsat mind 1-es mind 2-es tipusu diabétesszel szemben, egy

kaukazusi populacidban.

7.1.2.3. A HIF 582-es polimorfizmusanak funkcionalis jellege

“yey

rrrrrrrrrrrrr

HIF-1a fehérje hidroxilacios pontja lenne, vagy hogy szerepe lenne a VHL-el valo
kotédésben, tovabba in vitro vizsgalatok sem jelezték, hogy a szerin-prolin csere ebben a
pozicioban megvaltoztatna a VHL-HIF1-a kotédést [208].

A HIF-1a gén e polimorfizmusanak eddigi funkciondlis vizsgalati eredményei
ellentmondasosak. El@szor Yamada és munkatarsai [181] mutattak ki riporter rendszerben a
ritka varians konzisztensen magasabb transzaktivalo hatasat a vad tipushoz képest. Tekintettel
arra, hogy a mutans varidns megndvekedett transzaktivacids kapacitasa csak hypoxids
koriilmények kozott volt kimutathatd, a szerzOk annak lehetdségét vetették fel, hogy a
genetikai varians ugy fejtheti ki védd hatasat cukorbetegséggel szemben, hogy az
egyedfejlodés sordn nagyobb mértékben aktivalja a hasnyalmirigy kialakulasaért felelds
célgéneket, és ezaltal, egy potensebb mitkddésre képes hasnyalmirigy fejlédik ki.

Hlatki és mtsai. nem tudtak reprodukalni Yamada eredményeit [206]. Munkank soran

egy luciferaz-riporterrendszer segitségével kutatocsoportunk is kisérletet tett arra, hogy
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igazolja ezen HIF-1o varians funkcionalis jelent0ségét, de nem talaltunk szignifikans
kiilonbséget a HIF-1a variansok transzkripcios aktivitasaban [192]. Egy lehetséges oka ezen
ellentmondasos eredményeknek az lehet, hogy a munkacsoportunk altal vizsgalt sejtvonalban
relative magas volt a HIF-1a endogén alapaktivitasa.

Tekintettel arra, hogy kisérleteik soran nem tudtak igazolni, hogy a HIFI1-a—ban
bekovetkez6 aminosavesere kovetkeztében 1étrejovd konformacios valtozas a HIF-la
szerkezetében megvaltoztatna a protein stabilitasat, Tanimoto ¢és munkatarsai arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a megvaltozott fehérjeszerkezet a transzkripcios kofaktorok
kotddését fokozhatja. Tovabbi, elsdsorban az onkologia teriiletén végzett kisérleteknek
ugyanakkor a korabbiakkal ellentétben sikeriilt igazolnia az rs11549465 varians fokozott
transzkripcios aktivitasat mind normoxias, mind pedig hypoxias koriilmények kozott in vitro
[209, 210]. Azt is kimutattak, hogy a ritka varians gyakroibb el6fordulasa Osszefiiggnek a
megnovekedett tumor-kisérdenzitassal fej, nyak és prosztatarakos betegekben.

A HIF-1 fehérje funkciojat tekintve kulcsszerepet jatszik a vaszkularis endothelialis
novekedési faktor (VEGF) expressziojaban és szekrécidjaban[211-213]. Az is ismert, hogy a
VEGF adasa noveli a hasnyalmirigy szigetsejtjeinek talélését szigetsejt-transzplantaciot
kovetden azaltal, hogy hatasara stimulalodik az érujdonképzddés, és javul a szigetsejt
¢rellatasa [214, 215]. Ezen feliil azt is tudjuk, hogy a VEGF-et tultermelé transzgenikus
egerek egyik jellemzdje, hogy hasnyalmirigyiikben szigetsejt-hyperplasia figyelheté meg, ami
arra enged kovetkeztetni, hogy a VEGF befolyassal lehet az endokrin pancreas embrionalis
kialakulasara [216]. A kézelmultban publikalt eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy
a VEGEF szigetsejt talélést fokozo hatasdbol adoddan csokkentheti az 1TDM kialakulasdnak

crer

57



DOI:10.14753/SE.2012.1702

7.1.3. AZ 1-ES ES A 2-ES TiPUSU DIABETES KOZOS GENETIKAI RIZIKIOFAKTORAI

Ahogy az mar a korabbi fejezetekben bemutatdsra keriilt, mindkét diabetes forma
megalapozott, széleskorien tanulméanyozott genetikai meghatarozottsaggal bir. Jol ismert,
hogy mind az 1-es, mind pedig a 2-¢s tipusu diabetes a szervezet igényeihez képest elégtelen
inzulin elvélasztas kovetkezménye, tovabba a két betegség késdi komplikacioi is hasonloak.
Ennek ellenére a mai tuddsunk szerint kéroktanuk hattere meglehetdsen kiillonbozo, ezért
esetleges k6zos genetikai hatteriik vizsgalata sokaig fel sem mertilt.

A kozelmultban tobb olyan elmélet is napvilagot latott, melyek a sokszor atfedd, és a
nem egyértelmil klinikumbol, valamint a diabetes kapcsan kialakuld béta-sejtes diszfunkciod
okabol indul ki. Ezek a vizsgalatok feltételezik az 1TDM és a 2TDM koroktanaban a kozds,
atfed6 elemeket. Talan a legismertebb a Wilkin és munkatdrsai altal megfogalmazott
,accelerator hipotézis” [218], mely szerint a két — mesterségesen kialakitott — diabetesforma
kozos hattere a béta-sejt betegsége. A kiilonbség csupan annyi, hogy az 1TDM-ben fennall a
folyamatot felgyorsitd autoimmun tényez6 is. Wilkins és munkatarsai hipotézisét latszanak
alatdmasztani azon csaladvizsgalatok is, melyek az 1TDM gyakoribb el6fordulasat mutatattak
Ki 2TDM-re pozitiv csaladokban [219-221].

Ezen tilmenden ma tobb olyan asszocidcid-analizist is ismeriink, melyek az elézetesen
2TDM-e hajlamositd genetikai rizikofaktorok hatasat igazoljdk 1TDM-ben. Az elsé ilyen
vizsgalat Johansen és munkatarsai nevéhez flizédik, akik a korabban igazoltan 2TDM-re
hajlamositd6 PPARY2 Prol2Ala polimorfizmus hatasat mutatattak ki 1TDM-ben [222, 223].
Az 1TDM ¢és a 2TDM kozos genetikai rizikofaktoraként azonositottdk a kozelmultban az
endothelialis nitrogén oxid szintaz (eNOS) intron polimorfizmusat is [222].

Jelen vizsgalatainkban Uj eredménynek tekinthetd az, hogy a vizsgalt HIFI1-a
polimorfizmus minor alléljanak véddé hatasat mind az 1-es, mind pedig a 2-es tipust
diabetesben kimutattuk. Ez az eredmény nemcsak egy Ujabb példdja az 1TDM és a 2TDM
koz0s genetikai rizikofaktoranak, de elméletileg is fontos lehet a hypoxia-indukalta faktor
diabetesben betoltott szerepének megértésében. Szakirodalmi ismereteink és sajat
eredményeink alapjan felvetheté az a hipotézis, hogy a ritka génvarians elsésorban a
hasnyalmirigy kialakulasa soran fenndllo hipoxias koriilmények kozott fejti ki védd hatasat

célgénjeinek kifejezettebb aktivaldsa révén.
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7.2. A DIABETES ES A DEPRESSZIORA VALO HAJLAM KOLCSONHATASA

Kiterjedt epidemiologiai vizsgalatok tamasztjdk ala a depresszido fokozott
elofordulasat, és szlirésének létjogosultsagat diabeteses betegek korében [4]. Ugyanakkor a

két népbetegség komorbiditasanak egyértelmii oka napjainkban még tisztazatlan.

Vizsgalataink soran a Hospital Anxiety and Depression Scale-t (HADS) hasznaltuk 2TDM
betege szorongasos és depresszios tlineteinek mérésére. A HADS onkitoltés kérddivet az
elmult idében sikerrel alkalmaztak asszociacids vizsgalatokban [224]. Hét iteme a szorongas,
hét pedig a depresszié tiineteire kérdez ra. A kérdések els6sorban a hangulati zavarok
altalanos tiineteire vonatkoznak anélkiil, hogy testi tiineteket (pl. étvagy, alvas zavarok)
érintenék, melyeknek mas klinikai magyarazata is lehetne. A HADS kérddiv egy megbizhatd
¢s praktikus eszk6z mind a klinikus, mind a kutatd kezében, mely alkalmas arra, hogy
segitségével mérni tudjuk a két leggyakrabban el6forduld lelki rendellenesség sulyossagat
[184]. Korabbi vizsgalatok igazoltak, hogy a kornak és a nemnek a HADS pontszamokra
szignifikans hatasa van [225]. Vizsgalatunkban munkacsoportunk ugyancsak erés nemi hatast
mutatott ki mind a szorongas mind a depresszio atlagos skalaértékében (p < 0,001, és p =
0,022), ugyanakkor a kor csak tendencia szinten befolyasolta ezeket az értékeket (p = 0,058, p
=0,061).

Munkénk soran egyrészt megvizsgaltuk négy, irodalmi adatok alapjan depressziora
hajlamosité kandidans genetikai rizikofaktor hatasat cukorbetegeink depressziv tiineteire.
Masrészt, Lustman és munkatarsai mérfoldkdnek szamitd, a glikémids kontrol és a
depresszios tiinetek Osszefiiggéseivel foglalkozé munkajat alapul véve [156], célunk volt
megvizsgalni, hogy cukorbetegeink ,,belsd kornyezete” azaz szénhidratanyagcsere-allapota

befolyasolja-e ezen polimorfizmusok hatasat.

7.2.1. NEM SZEROTONERG KANDIDANS GENEK VIZSGALATA

7.2.1.1. Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) VVal66Met SNP-je
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A BDNF egy a neurotrofinok csalddjaba tartozo protein, mely kulcsszerepet jatszik a kozponti
idegrendszer neuronjainak diferencialodasaban, novekedésében, ¢és a  kiilonb6zo
stresszhatasokra bekovetkezd, a sejt tulélését eldsegité reakciokban [226, 227]. A
kozelmultban tobb vizsgalat is megerdsitette, hogy a BDNF-nek szerepe lehet a depresszio
patogenezisében [228], igy a BDNF gént a depresszio egy megalapozott kandidans génjének
amindsavceserét (Val66Met) okozd SNP (rs6265), mely Osszefliggést mutatott egészséges
emberek depressziv személyiségjegyeivel [229]. Igy indokoltnak tiint megvizsgalni, hogy
kimutathaté-¢ ez a genetikai hatas diabeteses betegek hangulati rendellenességeinek
vonatkozdsdban. A  vizsgalt populdcioban nem taldltunk szignifikans eltérést a
genotipuscsoportok HADS pontszamaiban, tovabba a jol ismert nemi hatdson kiviil egyéb
kornyezeti hatdst sem tudtunk kimutatni statisztikai analizisiink soran. fgy a BDNF-

polimorfizmussal kapcsolatos vizsgélataink negativ eredménnyel zarultak.

7.2.1.2. P2RX7 GIn460Arg SNP-je

A P2RX7 a purinerg receptorral rendelkezd kation csatorndk csalddjaba tartozik, melyek az
extracellularis ATP medidlta gyors jeldtvitelben jatszanak szerepet a kdzponti
idegrendszerben. Eredetileg a receptort hemopoetikus eredetli sejtek, ugy, mint mikroglia és
limfocitak felszinén azonositottdk. FO szerepilk a kationbedramlas hatisara létrejovo
gyulladasos citokinelvalasztas révén a gyulladasos folyamatok kdzponti idegrendszeri valasz
kialakulasaban van [153].

Jol ismert, hogy a gyulladasos folyamat citokinjei részt vesznek a betegségtudat
részeként jelentkezd lehangoltsag, gyengeség kialakulasaban. Ezen megfigyelések szolgalnak
alapjaul a depresszid citokinelméletének 1s, melyek a kozponti idegrendszerben
megndvekedett mennyiségli gyulladdsos citokineket teszik feleldssé a depresszid
kialakulasaért [230]. A P2RX7 receptor megvaltozott miikddése tehat feltételezhetden
befolyassal lehet a kdzponti idegrendszeri citokinvalasz kialakulasaban, ezaltal hatassal lehet
a depresszios tiinetek kialakulasara [231]. Allatkisérletek soran a P2RX7 génkiiitott egerek
viselkedésprofilja arra utalt, hogy ezek az allatok kevésbé hajlamosak a depresszidra €s a

szorongasra, valamint kisebb do6zisu antidepresszansra is jol reagaltak vad tarsaikhoz képest

[232].
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Az altalunk vizsgalt polimorfizmus (GIn460Arg: A/G SNP) a receptor C-terminalis
doménjében okoz konformdaciovaltozast, mely létfontossdgl a csatorna megfeleld miikodése
szempontjabol. A génpolimorfizmusok funkciondlis hatdsanak tisztdzésa céljabol elvégzett in
vitro vizsgalatok soran stimulalt limfocitdk segitségével Denlinger €s munkatarsai igazoltak,
hogy a P2RX7 gén egy masik polimorfizmusa, mely az altalunk vizsgalt SNP-hez hasonloan a
Ugyanez a munkacsoport egy évvel késobb human monocitdkban igazolta a 460. pozicidban
arginit hordozé varians megnovekedett porusaktivitasat [234], mely alapjan felmeriil, hogy az
altalunk vizsgalt polimorfizmus G allélje is eldidézheti a csatorna fokozott miikodését a
kdzponti idegrendszerben.

A vizsgalatunkban szereplé P2RX7 génpolimorfizmus hangulatzavarokkal valo
Osszefiiggését kordbban hdrom fiiggetlen vizsgalat is megerdsitette. Eldszor Barden és
munkatirsai a G allél halmozott eléforduldsat mutattdk ki bipolaris zavarban szenvedd
betegek korében [235], majd a kdzelmultban ezt az asszociaciot egy 3500 6 feletti esetszamt
eset-kontroll vizsgalat is alatdmasztotta [236]. Ezzel parhuzamosan Lucae és munkatarsai
eset-kontroll vizsgalatuk soran a major depresszid és a G allél eléforduldsa kozott tudtak
Osszefiiggést kimutatni.

Munkank soran egy diabeteses betegekbdl allo populdcidban mutattuk ki a G-allél és a
depresszios tlinetek kozti Osszefiiggést. Azon diabeteses betegek, akik homo- vagy
heterozigota formaban hordoztak a G allélt, szignifikansan magasabb HADS pontszamokat
értek el, azaz kifejezettebb depresszios tlineteket jeleztek a homozigdta A genotipusu
betegekhez képest. Héjjas és munkatarsai hozzank hasonléan kimutattak a polimorfizmus
hatasat depresszios és bipolaris zavarban szenvedd betegekben is [237].

Habar a P2RX7 receptor pontos szerepe a depresszid kialakuldsdban még tisztazéasra
var, vizsgalatunk aladtdmasztja, hogy a gén vizsgalt polimorfizmusa feltehetéen a glutamaterg

neurotranszmisszio befolydsolasa révén hatva potencialis kandidans génje a depresszionak.

7.2.2. A SZEROTONERG RENDSZER POLIMORFIZMUSAI

A depresszid6 monoamin-elmélete szerint a depresszié patofiziologiajaban kulcsszerepet
jatszik a kozponti idegrendszeri szerotonin-metabolizmus zavara [238, 239]. Nem meglep6
tehat, hogy a depresszioval foglalkoz6 molekularis genetikai vizsgalatok azon fehérjék

génjeire fokuszalnak elsOsorban, melyek részt vesznek a szerotonin szintézisében, a
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szerotonin jelpalyaban, illetve a molekula lebontasdban. Munkdnk sordn hasonlo
megfontolasbol két szerotonerg gén, a szerotonin-transzporter és a TPH2 varidnsainak
lehetséges hatasat vizsgaltuk diabeteses betegeink depresszids €s szorongasos tiinetenek

vonatkozasaban.

7.2.2.1. A szerotonin-transzporter gén 5-HTTLPR polimorfizmusa

A klinikumban leggyakrabban sikerrel alkalmazott antidepresszans gyogyszerek (az SSRI-K)
célpontja a szerotonin-transzporter fehérje, mely kulcsszerepet jatszik a szerotonin
preszinaptikus visszavételében, ezaltal meghatarozo szerepe van a szinaptikus rés szerotonin-

crer

koncentracidjanak szabalyozasaban. Az 5-HTTLPR a szerotonin-transzporter gén
polimorf régiod egy 44 bazispar hosszl inzercid/deléciobol all, igy megkiilonboztetjiik a gén
egy rovid és egy hosszu variansat. 1996-ban Lesh és munkatarsai in vitro vizsgélataik soran
igazoltak, hogy kiilonbség van a két génvarians mitkddésében. Vizsgalataik alapjan a rovid
allél a gén csokkent transzkripcios aktivitasat okozza [121]. Az SHTTLPR roévid alléljaval
foglalkoz6 tanulmanyok sokszor adtak -ellentmondéasos eredményeket, de e munkak
Osszesitése soran Iétrejott metaanalizisek a polimorfizmus gyenge, de egyértelmil
asszociaciojat jelezték affektiv zavarokkal és depresszidra hajlamositd személyiségjegyekkel
[240, 241].

Eredményeink szerint azok a cukorbetegek, akik a szerotonin-transzporter gén 5-
HTTLPR rovid alléljat hordoztdk, magasabb pontszamot értek el mind a HADS-szorongas
mind a HADS-depresszio skalan, de ez a kiilonbség statisztikailag nem bizonyult eltéronek.

A 5HTTLPR-el kapcsolatos asszociacidanalizisek sok esetben vezettek
ellentmondasos eredményre [242-244]. Elképzelhetd, hogy a jelen vizsgalatunkban részvevo,
kronikus betegségben szenvedd cukorbetegek affektiv tlineteit egyéb, altalunk nem vizsgalt
kornyezeti tényezOk is befolyasoltak, ami ahhoz vezetett, hogy a viszonylag kis genetikali

hatast nem tudtuk kimutatni.

7.2.2.2. A triptofan-hidroxilaz 2 (TPH2) -703G/T SNP-je

A TPH2 enzim a szerotonin kozponti idegrendszeri szintéziséért felelds, megfelelé mikodése

kulcsfontossagu a prefrontalis kéreg és a hippocampus szerotonintermelésében (Walther et al.,
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2003). A TPH2 gén promoterrégidjaban a -703-as pozicidban talalhatdé egy G/T SNP
(rs4570625), melynek funkcionalis hatasara Lin és munkatarsai hivtak fel eloszor a figyelmet.
Munkajuk soran a promoterrégioban elhelyezkedd két SNP (-703 G/T, és a -473 AJT)
génatirasra kifejtett hatasat elemezték. In vitro vizsgélataik soran bemutattak, hogy a GA
haplotipus szignifikansan csokkenti a promoter aktivitasat [142] mind a harom, T allélt
harom variansat (-703 G/T, -473 A/T és a 90 A/G) vizsgaltak. Munkajuk révén megerdsitést
nyert a -703-as varians funkcionalis jelent6sége a promoter aktivacidjaban [143]. E két
egybehangz6 vizsgalati eredménnyel szemben egy harmadik vizsgalat negativ eredménnyel
zarult [144], igy a TPH2 gén promoter-polimorfizmusainak funkcionalis hatasa még nem
teljesen tisztazott.

Vizsgalatunk soran a TPH2 gén -703 G/T polimorfizmusanak lehetséges hatasat
vizsgaltuk a HADS kérdéivvel mért szorongisos ¢és depresszids tiinetekre diabeteses
betegekben.

Eredményeink szerint a magyar kaukazusi populécio, allélfrekvencia és a genotipusok
tekintetében hasonld megoszlast mutat, mint a mas, eurdpai és azsiai populaciok [245-247]: a
ritka T allélt homozigbta formaban a részvevok csupan 4,1%-a hordozta. Ezért a korabbi
vizsgalokhoz hasonléan a polimorfizmus hatdsdnak elemzéséhez létrehoztunk egy T allélt
hordozo6, Osszevont genotipus kategoriat (TT+GT) és egy T allélt nem tartalmazé6 GG
homozigota csoportot. Elemzésiink soran szignifikans asszocidciot talaltunk a TPH2 gén
varidnsai és a diabeteses betegek szorongdsos és depresszios tiinetei kozott. A G/G
homozigéta betegek szignifikansan magasabb HADS pontszamokat értek el, mint a G/T
heterozigotak, vagy az 6sszevont G/T+T/T csoport [195].
szamos pszichiatriai zavarral, mint példaul a depresszidra hajlamositd személyiségjegyekkel
[145], depresszids betegek fokozott Ongyilkossagi hajlamaval [248] és panikbetegséggel
[249]. Ezen kiviil funkcionalis agyi képalkoto vizsgalatok csokkent amygdala aktivitast irtak
le GG homozigota egyéneken, amely alatdmasztja a T allél funkcionalis szerepét is in vivo
koriilmények kozott [146, 250]. Megfigyelésiink megerdsiteni latszik a TPH2 génvariansok
szerepét a depresszio kialakuldsaban.

Tobb allatkisérlet és egy 1TDM-ben szenvedd betegeken végzett vizsgalat is igazolja,
hogy a nem megfeleld szénhidrat-anyagcsere csokkent kozponti idegrendszeri 5-HT
koncentracioval jar, mely részben a TPH2 hosszantartd csokkent miikodésével magyarazhato

[171, 173, 174]. Ezek alapjan elképzelhetd, hogy cukorbetegeinkben a nem megfeleld
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szénhidrat-anyagcsere, mint egy belsd kornyezeti rizikdéfaktor a TPH2 gén aktivitasanak
csOkkentése révén szorongasra és depressziora hajlamosithatja azon cukorbetegeinket, akik
arra genetikailag hajlamosak, azaz akik a TPH2 -703 polimorfizmus G alléljat hordozzak. Ezt
az elképzelést latszanak megerdsiteni Lustman ¢és munkatarsainak megfigyelései is, akik
Osszefiiggést talaltak diabeteses betegek magas vércukorértékei [251] és a kifejezettebb
depresszios tlineteik kozott [156].

Munkank soran mi is megvizsgaltuk, hogy kimutathaté-e egy ,,gén kornyezet”
kolcsonhatas a TPH2 gén -703-as polimorfizmusa és a betegek anyagcsereallapota kozott.
Szignifikans gén HbAjc interakciot kaptunk a TPH2 gén -703-as polimorfizmusa
vonatkozasdban. A T allél jelenléte csokkentette a szorongasos tiineteket a jO szénhidrat
anyagcseréjli csoportban; ez a hatas a depresszios pontszamokra is kimutathat6 volt tendencia
jelleggel.

Caspi és munkatarsai voltak az els6k, akik bemutattak, hogy egy genetikai rizikofaktor
hatdsa kifejezettebben érvényesiil, ha a rizikdt hordozod személyek egyuttal kornyezeti
rizikotényezének is ki vannak téve (Caspi et al., 2003). Tanulmanyukban a korai stresszes
¢letesemények, mint kornyezeti tényez6 és az SHTTLPR-polimorfizmus, mint depressziora
hajlamositd genetikai rizikofaktor interakcidjat vizsgaltdk. Bemutattdk, hogy azon betegeik,
akik fiatalon atestek valamilyen megterhel6 eseményen és a depresszid szempontjabol a rizikod
allélt hordozzak, kifejezettebb depresszios tiineteket produkalnak, mint a polimorfizmust nem
hordoz6 tarsaik. Jelen munkaban bemutatott eredményeink hasonld jellegli gén kornyezet
interakciora utalnak. Megfigyeltiik, hogy a depresszid szempontjabol feltehetéen védd hatasu
TPH2 -703 T allél csak azon cukorbetegeinkben tudta védd hatasat kifejteni, akik szénhidrat-
anyagcseréje rendezett volt. Eredményeink azt is felvetik, hogy a cukorbetegek nem
megfeleld szénhidrat-anyagcseréje egy belsé kornyezeti rizikdfaktora lehet a szorongés és a

depresszio kialakulasanak, mely a genetikai faktorokkal interakcidban fejti ki a hatasat.
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8. KOVETKEZTETESEK

1. A Kvl.3 (KCNA3) gén -1645CT polimorfizmusanak gyakorisaga nem kiilonbozik

egészséges kontroll, 1-es és 2-es tipusu cukorbetegekben

2. A HIF1-a gén Pro582Ser C/T polimorfizmusa esetében a CC genotipus szignifikansan
gyakrabban fordul eld kaukédzusi 2-es tipust diabetes betegekben az egészséges kaukazusi
populacidhoz képest. A ritka T allél hordozasa védd hatasti 2-es tipusu cukorbetegség

kialakulasaval szemben.

3. A HIF1-a gén Pro582Ser C/T polimorfizmusa esetében a CC genotipus szignifikansan
gyakrabban fordul eld a kaukdzusi l-es tipust diabeteses betegekben az egészséges

populacidhoz képest. A T allél jelenléte ebben az esetben is védd hatast.

4. A P2RX7 gén GIn460Arg A/G polimorfizmusa vonatkozasaban, azon diabeteses betegek,
akik homo- vagy heterozigota formaban hordoztak a G allélt, szignifikansan tobb depresszios
tiinetet jelentd, magasabb HADS pontszdmot érnek el a homozigéta A genotipusi

cukorbetegekhez képest.

5. A BDNF Val66Met C/T polimorfizmusa esetében nincs kiilonbség a kiilonb6z6 genotipus
csoportok depressziv pontszamai tekintetében és szignifikans interakciot sem volt a genetikai

hatas és a betegek anyagcsereallapota kozott.

6. A TPH2 -703 G/T polimorfizmusa esetében a T allél hordozasa szignifikansan alacsonyabb
depresszids tiineteket jelz0 HADS pontszamokkal jar egyiitt. A genetikai hatas mellett
szignifikans interakcid van a polimorfizmus és a betegek anyagcsereallapota kozott a
depresszié mértékének vonatkozasaban. A T allél jelenléte csak a jo szénhidrat-anyagcseréjii

betegekben csokkenti a HADS hangulati kérdéivvel mért pontértékeket.
7. A szerotonin-transzporter SHTTLPR hosszsag-polimorfizmusa esetében cukorbetegekben

nincs kiilonbség a kiilonb6z6 genotipus csoportok depressziv pontszamai tekintetében és

szignifikans interakciot sem volt a genetikai hatas és a betegek anyagcsere allapota kozott.
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9. OSSZEFOGLALAS

Jelen munkankban a diabetes mellitus és a komorbid depresszio feltételezett genetikai
hattértényezdit vizsgaltuk a két betegség pathomechanizmusanak jobb megértése céljabol.

A Kv1.3 (KCNA3) gén promoter régidjaban elhelyezkedd, a -1645-6s pozicioja SNP
(rs2821557) el6fordulasaban nem talaltunk statisztikailag szignifikans kiilonbséget a kontroll
¢s a betegcsoportok kozott sem az allél, sem a genotipus gyakorisagban.

A HIF-1 fehérje o alegységét kodoldo gén (HIF-la) 12-es exonjaban talalhato,
amindsaveserét (Pro582Ser) okozd SNP (rs11549465) eset-kontroll analizise soran
szignifikans Osszefiliggést talaltunk a CC genotipus és a 2-es tipusu diabetes eléfordulasa
kozott. Ezzel egybehangzoan a ritka T allél védé hatasunak tlinik a betegség kialakulasaval
szemben. Ezek az eredmények elsdként erdsitik meg az eldzetes japan vizsgalatot kaukazusi
populécioban.

Kimutattuk, hogy a HIF-1 a gén vizsgalt polimorfizmusa nemcsak a 2-es, de az 1-es
tipusu diabetes eléfordulasaval is szignifikans asszociaciot mutat, a T allél jelenléte itt is védo
hatast. Ez az eredmény nemcsak egy ujabb példaja az 1'TDM és a 2TDM kozos genetikai
rizikofaktoranak, de elméletileg is fontos lehet a hypoxia indukalt faktor diabetesben betoltott
szerepének megértésében. Elképzelhetd ugyanis, hogy a ritka génvarians a hasnyalmirigy
kialakulasa soran fennall6 hypoxias koriilmények kozott fejti ki védd hatasat célgénjeinek
kifejezettebb aktivalasa révén.

Munkank masodik fazisdban hangulatkérddivek segitségével kivantuk felmérni a
komorbid depresszio el6fordulasat diabeteses betegcsoportunkban.

A depresszio nem szerotonerg génjeit vizsgalva szignifikans genetikai hatast kaptunk a
P2RX7 vizsgélt polimorfizmusa ¢s a HADS kérddivvel mért depresszios szint kozott
cukorbetegek korében. Ugyanakkor nem kaptunk szignifikans interakciot a genetikai hatas és
a beteg anyagcsere allapota kozott. A BDNF vonatkozasaban nem talaltunk sem szignifikans
genetikai hatast, sem interakciot.

A depresszio szerotonerg kandidans génjei kozil a TPH2 esetében a szignifikans
genetikai hatads mellett szignifikans interakcidt kaptunk a mért polimorfizmus és a betegek
anyagcsereallapota kozott a depresszid mértékének vonatkozasaban. A T allél jelenléte csak a
JO szénhidrat-anyagcseréjii betegekben csokkentette HADS hangulati kérdéivvel mért
pontértékeket. A szerotonin-transzporter SHTTLPR polimorfizmusa esetében nem kaptunk

hasonlo jellegli valtozasokat.
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10.SUMMARY

In the present study our goal was to analyze potential genetic risk factors of diabetes
and co-morbid depression to gain a better understanding of the underlying mechanisms of
these conditions.

In the first part of our project we performed genetic case-control association analyses
of candidate gene polymorphisms in diabetics and healthy individuals.

There was no difference between the diabetic and healthy individuals in allele
frequencies or genotype distribution of the gene variant (rs2821557) in position -1645 of the
promoter region of the Kv1.3 gene (KCNA3).

In the case-control analysis of the genetic variant (rs11549465) found in exon 12 of
the gene encoding the a subunit of the HIF1 protein, we found significant association between
the CC genotype and type 2 diabetes. The T allele seems to be a protective factor against the
development of type 2 diabetes. Our results first to confirmed the protective effect of the rare
genetic variant of HIF1-a gene against type 2 diabetes in a Caucasian sample.

In our study the same HIF1-o polymorphism has so been shown to be significantly
associated not only with type 1 but also with type 2 diabetes. The presence of the T allele also
proved to be a protective factor against the onset of type 1 diabetes. These results not only imply a
potential common genetic background of type 1 and type 2 diabetes but also point out that
understanding the role of HIF-1a in diabetes is highly relevant. To our current knowledge it is
possible that the studied genetic variant of the HIF-1a by could be a protective factor against both
type 1 and type 2 diabetes, enhancing the transcriptional activity of target genes during pancreatic
development.

In the second part of the study, self report questionnairees were used to assess
depressive symptoms in diabetic patients.

Regarding the non-serotonergic genes, a significant association has been detected
between the P2RX7 G-allele and depressive symptoms: those with at least one G-allele had
higher depressive scores compared to the AA homozygotes.

The serotonergic TPH2 gene polymorphism was not only shown to be associated with
depressive scores in diabetic patients, but also a gene glycemic control interaction has been
demonstrated in our study. The T-allele decreased HADS questionnaire scores in patients with
good gycemic control. Similar associations were not seen during the evaluation of the
S5HTTLPR variants.
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