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ROVIDITESEK JEGYZEKE

A dolgozatban szeregd human gének és genetikai kifejezések roviditései

A

ADIPOQ gén
C

CDKLA-1 gén

CDKN2A/2Bgén

Chr.
CLEC16Agén
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G

GCKgeén
GLUT4 gén
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HNF1A gén
HNF4A gén
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OMIM

MHC
MTNR1B gén
p
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PTPN2gén
PTPN22gén
q

RNS
SLC30A8 gén
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T

TCF7L2 gén
VNTR

adenin

adiponektin gén (3927)

citozin

ciklin-dependens kinaz like-A 1 gén (6p22.3)
ciklin-dependens kinaz inhibitor 2A és 2B gén (9p21
kromoszéma

C-tipusu lektin domén 16-os csalad, A tag gén (36(8)
guanin-citozin gazdag szekvencia a promoter régrayekén
citotoxikus T-limfocita asszociélt antigén 4 géq33)
dezixiribonukleinsav

ektonukleotid pirofoszfatdz 1 gén (6922-923)
elss/méasodik utodnemzedék

zsirtbmeg és obezitads asszocialta gén (16g12.2)

guanin

glikokindz gén (7p15.3-p15.1)

glukéztranszporter 4 gén (17p13)

telles genom asszociécios vizsgalatok

hepatocita nukleéris faktor 1-alfa gén (12q24.2)
hepatocita nuklearis faktor 4-alfa gén (20q13.12)
Hardy-Weinberg equilibrium

interferon indukalta helikaz 1 gén (2924)

interleukin 2 receptor alfa gén (10p15-p14)

inzulin receptor szubsztrat 1 gén (2q36)

human leukocita antigén génrégio (6p21.3)

befelé egyeniranyit6 kalium-csatorna, J alcsaldebsltag (11pl15.1)
kapcsoltsagi egyensulytalansag

Mendeli Orokbdés Emberben program adatbazisa, online verzié
f6 hisztokompatibilitasi komplex

melatonin receptor 1B (11921-q22)

kromoszdma rovid karja

peroxiszoma proliferaciot aktivalé receptor gamnaa (3p25)
protein tirozin-foszfataz non-receptor 2 gén (1884d11.2)
protein tirozin-foszfataz non-receptor 22 gén (1g}13
kromoszéma hosszu karja

ribonukleinsav

cink transzporter 8 gén (8924.11)

egypontos nukleotid polimorfizmus

timin

T-sejt specifikus transzkripciés faktor(20g25.3)

Valtoz6 szamu isméitlések
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A dolgozatban szerepd egyéb roviditések

ADA Amerikai Diabétesz Tarsasag

ADP adenozin-difoszfat

Ala (A) alanin

ANCOVA kovariancia analizis

anti-TPO tireoperoxidaz elleni antitest

APC antigén prezentalo sejt

ATP adenozin-5'-trifoszfat

BMI testtbmeg-index

Ca kalcium

Cl konfidencia intervallum

COOH karboxilcsoport

CRP C-reaktiv protein

DCCT Diabétesz Kontroll és Széadmeények Tanulmany (USA, Kanada, 1983-
1993)

DELFIA disszociacio disitett lanthanoid fluoro-immunoassay

DIPP 1-es tipusu Diabétesz Predikcios és Prevenciosi®r@innorszag, 1994)

ETT TUKEB Egészségugyi Tudomanyos Tanacs Tudomanyos és Eeii&th
Bizottsaga

Eu eurépium

EURODIAB kutatoi halézat, mely 1988-ban alakult Europabagyarmekkori 1-es
tipusu diabétesz epidemioldgidjanak tanulmanyoaaséar

ex/iem excitacids és emisszios hulldmhossz

FATP zsirsav-transzportal6 protein

FFA szabad zsirsav

FRIP korai inzulinvalasz

FT3 szabad trijod-tironin

FT4 szabad tiroxin

GAD65 glutaminsav-dekarboxilaz 65 kDa molekulatoriépforma

GADA glutaminsav-dekarboxilaz elleni antitest

GIn (Q) glutamin

GLP-1 glukagon-szdr peptid 1

GLUT-2/4 glukoz transzporter 2/4

HbA 1 glikalt hemoglobin Ac

IA-2A tirozin-foszfataz elleni antitest

IAA inzulin elleni antitest

IAPP sziget amiloid polipeptid (amilin)

ICA szigetsejt elleni citoplazmatikus antitest

IDDM inzulindependens diabétesz mellitusz

IFG csokkent glukoztolerancia stadiuma

IGF2 inzulinszefi névekedési faktor 2

lgG/M immunglobulin G/M

IGT emelkedett éhomi vércukor stadiuma

IL-1/2/6/10 interleukin-1/2/6/10

INF-p/ vy interferon béta/gamma

IPF-1 inzulin prométer faktor 1

IVGTT intravénas glikdztolerancia-teszt

K kalium

LADA felnéttkori latens autoimmun diabétesz

Leu (L) leucin

MAF minor allél frekvencia

Met (M) metionin
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TNF-a
TRAb
TRF
Trp (W)
TSH
Tyr (Y)
Uucp
Val (V)
We
WHO
ZnT8

fiataloknal jelentke& felnétt diabétesz
esetszam

aminocsoport

természetes 6tejt
nitrogén-monoxid

esélyhanyados

Orszagos Veérellatd Szolgalat
szignifikancia

populacios jarulékos kockazati hanyad
polimeraz lancreakcié

prolin
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T-sejt receptor

tireoglobulin
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tirozin

szétkapcsolo fehérje
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1. BEVEZETES

1.1. MONOGENES ES KOMPLEX BETEGSEGEK

A huméan betegségeket genetikai hatterik alapjampocsusitva monogénesés

poligénes korképekekilonithettink el.

A monogénes betegségekeatgy gén defektusa és altalaban egy fehérje hibaja

okozza, az 6rokidési mintazatuk a hagyomanyos mendidzbalyokat kdveti, azaz

+ az uniformitas (hasonl6sag) szabalygzerint az el$ hibridnemzedék (F1)
valamennyi egyede fenotipusaban és genotipusabargyforma. A
fenotipust a dominans-recessziv o6roklésmenetben omindns, az

intermedier 6roklesmenetben az intermedier tulagdgrhatarozza meg.

+ aszegregacié (hasadas) szabalzerint, ha elté genotipusi homozigota
szubket keresztezlink, az élstodnemzedékben a séiitulajdonsagok nem
olvadnak ¢ssze, hanem ezt a nemzedéket (Fl) towessBtezve

valtozatlanul megjelennek a masodik utodnemzedéekbzn

A monogénes betegségek esetén a genetikai vadémegyéni rizikG nagyon nagy,
am a varians ritkasagabdl adédoéan a teljes pogddzEtas minimalis. Ezen betegségek
esetén, bar gyakoriak a fenotipusos expressziohamnidciok, az oki genetikai varians

és a korallapot kozotti kapcsolat jol meghatarofgtt

Az 1800-as évek kozepe Ota a kutatok szamos, aehesmhbalyokat nem kouet
oroklési folyamatot fedeztek fel (pl. csokkent peaecia, valtozé expresszivitas,
poligénes tulajdonsagok, gén-gén koélcsdonhatasok-kgényezet interakciok) és
kiderult, hogy az egysziérmendeli mintakat kévét domindnsan vagy recessziven
0roklodé betegsegek csak igen ritkan fordulnak E]. A human betegségek dént
tobbsége a poligénes médon of@d komplex vagy multifaktorialis kérképek kozé
tartozik. A komplex betegségek tobb gén hajlamosiliélvariansanak, koérnyezeti
faktoroknak és véletlensZeesemények kombinaciéjanak eredmeényeként jonnek lét
Bar vitatott, hogy a poligénes betegségek kialaaban az alacsony penetranciaju,

altalanos vagy a ritka, nagy penetranciaju allédékrman-e el&dleges szereplk, az
9
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biztos, hogy az 6roklott betegségre hajlamositovgéansok csupan a kockazat egy
részét képezik a betegség-fenotipus kialakitaséBakomplex betegségek esetén a
genetikai hajlam azt jelenti, hogy az egyén a pagabk atlagot meghalad6 kockazattal
bir az adott betegség kialakulasa szempontjab&@zdeem eredményezi automatikusan
az adott betegség-fenotipus kialakulasat, hiszéralapvebten befolyasolja az egyén
életmddja és a kornyezeti téngkzis. A kornyezeti és életmddbeli faktorok kozil
leggyakrabban a taplalkozast, a stresszt, @zéseket €és a dohanyzast jelélik meg
kivaltd tényesdként, és bar ezek tényleges patogenetikai szerepsza kevéssé
bizonyitott, tapasztalati tény, hogy az életmod a&skdrnyezet megvéltozatasa
megebzheti vagy késleltetheti egy betegség kialakulEsat].

1.2. GENETIKAI VIZSGALATOK

A komplex betegségek genetikai hatterének vizsgdatrt kiemelkeikn fontos,
mert a molekularis patomechanizmus megismerésa reagithet kisirni a betegségre
genetikailag hajlamos embereket és () gydégyszesoéhit azonositasara is lebség
nyilhat. Ugyanakkor a multifaktorialis betegségeketikai vizsgalatat szamos ténez

neheziti:

+ a fenokopia: kizarélag kornyezeti hatasok ugyanaztklinikai képet
eredmeényezik, mint a genetikai tén§kz

+ a pleiotropia: ugyanaz a mutacio a kdrnyezet heddsge fenotipust okoz;

+ az allél heterogenitas: kulonkdballélkombinaciok hasonlo klinikai képet

eredmeényeznek;

+ a lokusz heterogenitas: kulonkiokuszon talalhaté mutdcidok ugyanazt a

betegséget okozzak;

+ az inkomplett penetrancia: a mutans gén hordozbjaeén alakul ki a

betegség.

A genomika megujult eszkdztaranak felhasznélasavadgszerte intenziv
kutatbmunka indult ezen komplex mechanizmusok nmégére, melynek célja az

emberi szervezet genetikai kodjanak minél teljeseigigismerése. Aluman Genom
10
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Projekt (1993-2006) §bb eredményei:

4+ A human genomigen polimorf, 3,2 milliard (3,2x1) bazisparbél [adenin
(A), citozin (C), timin (T) és guanin (G)] all, uggakkor a ,hasznos
informacio”, azaz a fehérjéket kodolo 25 000-30 @géd a genom kevesebb
mint 1-2%-at foglalja el. A gének éatlagosan 300Qi&@arbdl allnak és
véletlenszdien koncentralédnak a nagykiterjedésiem kbédol6 DNS

szakaszok kozott.

+ Két nem rokon ember genetikai allomanya 99,9%-bamas, ez 3 millio
bazisparnyi kulonbséget jelent, melyet mutaciok maimorfizmusok
képviselnek. A mutaciok olyan ritka, 1%-nal kisebb gyakorisagu
allélvaltozatok, melyek altaldban monogénes d@dddi betegségeket
okoznak. Agenetikai polimorfizmusok 1%-nal gyakoribb génvaltozatok,
két f6 tipusuk az egypontos nukleotid variaciosingle nucleotide
polymorphism (SNP)] és @altozoszamu isméttésekivariable number of
tandem repeats (VNTR)], melyek a poligénes betetisdgalakulasaban
jatszhatnak szerepet. Kozel 10 milli6 olyan SNP wahuman genomban,
melyek minor allél frekvencidja nagyobb mint 1%, &=ek képviselik a
genetikai variaciok 90%-at [4].

1.2.1. KAPCSOLTSAGI VIZSGALATOK (LINKAGE ANALYSES )

A komplex betegségek genetikai hatterének tanulweédsa soran alkalmazott &ls
megkozelitést aklasszikus kapcsolatsagi vizsgalatokjelentették. A kapcsoltsagi
vizsgalatban azt nézik, van-e bizonyiték a betagsépajlamosité elméleti
kromoszomalis helylgkus) és a jeldbhely (markel) alléljeinek egyuittes (kapcsolt)
oroklodésére. Olyan csaladokat vizsgélnak, melyekberldbhaét, adott betegségben
szenved gyermek van. VéletlensZebroklodés esetén a testvérek genotipusa egy gén
négy (két apai és két anyai) allélja tekinteteb&ban mindkét valtozat azonos, 50%-
ban az egyik allél k6z6s, 25%-ban mindkét allél niées a betegséggel sujtott testvérek
a betegséggel 6sszefliggésbe hozott marker alléeketl nagyobb aranyban kdzésen

hordozzak az arra utal, hogy a marker allél és @gséget okozd I6kusz kodzott
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kapcsolat lehet. Az adott allél protektiv, ha batesivérekben a véletlensiten vartnal
ritkabban fordul & [5]. Ennek a genomszifitmegkdzelitésnek az azéelye, hogy
lehettvé teszi U] gének felfedezését, anélkil hogy isémkn azok funkciojat.
Ugyanakkor a moddszer hatranya, hogy leginkabb ald@dményes, ha az adott
csaladban tobb beteg egyérdfetdul, ha a genetikai variAnsok penetranciaja nagy
illetve ha egy gén hibaja okozza a betegséget|@xiaétel az 1-es tipusu diabétesz,
mely bar poligénes orobdlesi, a kapcsoltsagi vizsgalatok révén tébb hajlamosito
varianst azonositottak). A kapcsoltsagi vizsgalatoinég a sikeres esetekben is -
amikor a kapcsolt génrégi6 megféleh nagy és sok lehetséges okozati génvarianst

tartalmaz - szekvencia analizisnek kell kovetni [6]

1.2.2. ASSZOCIACIOS VIZSGALATOK (ASSOCIATION ANALYSES)

Az asszociacios analizisoran azt vizsgaljak, hogy egy adottarker l6kusza
betegcsoportban gyakrabban vagy ritkdbban fordelée mint az adott betegségre
negativ, nem rokon népességben. Az asszociaéesége arelativ rizikdval (RR)
fejezhed ki: ha az RR>1, akkor hajlamosito, ha az RR<1pwatélrél van sz6. Pozitiv
esetben feltételezhiget hogy a marker és a betegséget okoz6 l6kusz egwnas
kapcsoltsagi kiegyensulyozatlansagdéinkage disequilibrium (LD)] van, azaz a két
pozicidban le¢ allélkombinaciok gyakorisaga eltér az egyes alladgakorisaganak
szorzatatdl. Amikor az egyik helyen mutaciokéntldéal egy allélvarians, a masik
helyen egy meghatarozott allél van, igy ez a koadrogsddik, mivel a két 16kusz
egymashoz kozel helyezkedik el a kromoszéman, kéatiekombinacio valdszisége

alacsony.

Ez a megkozelités mar tobb sikert hozott a kompletegségek genetikai

V4

a vizsgalni kivant marker I6kuszokat, azaz hipaeté&azérelt a megkozelités [6].

A komplex betegségek genetikai asszociacios viasgdloran kétfkihivassal kell
szembenézni: agazi és a hamis kapcsolatok megkilénboztetésdetve azoksagi

viszony bizonyitdsa Az el probléméat az allélek alacsony penetranciaja okcazaz

12
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a legtobb ilyen allél csak mérsékelten emeli adsetgek kialakuldsanak kockazatat. A
betegségre hajlamosité gének felismerését jedent befolyasolja, hogy mekkora az
adott allél jelentette betegsegrizikd illetve azlélal atlagpopulaciéban észlelt
frekvenciaja. Az allél gyenge hatasa nagyobb migtatet kdvetel az asszociacios
szignal felismeréséhez, nem ritka, hogy tobb ezagysagrenitiesetszam szikséges az
asszociacios vizsgalatban a jel hattérzajtol vdldil@enitéséhez [1]. Areplikacios
vizsgalatoka kapcsoltsagi vizsgalatban tesztelt genetikaamaok oksagi viszonyanak
igazolasara szolgalnak. A komplex betegséggel kdgita hozhatd variansok
azonositdsdhoz nem szikséges mind a tizmilli6 SMNpizalni, hiszen a genom
specidlis, nagy isiisédi terlleteit és a teljes genomiaszsek eredményeit elemezve
vildgossa valt, hogy az SNP-k alléljai mintakat.(baplotipusokat alakitanak ki. A
kozeli SNP-k alléljei szoros kapcsolatban dllnak,zt ea kapcsoltsagi
kiegyensulyozatlansagot azonban megtérik a hapistijokkokon  beldli
rekombinaciés eseménydkzek a rekombinaciék azonban nem véletlerigrerhanem
elsssorban unforropontokonfordulnak eb a human genomban. A haplotipus-szerkezet
ismerete lehéwé teszi olyan SNP-halmazok kivalasztasat, amelpelkekonyan
informalnak a variaciok kozés mintadzatarol, és @ranyithatja a figyelmet azon jelolt
génekre és genomikus régiokra, melyekkel a tovébbia érdemes asszociacios
vizsgélatokat végezni [1].

1.2.3. TELJES GENOM ASSZOCIACIOS VIZSGALATOK  (GENOME-WIDE
ASSOCIATION STUDIES, GWAS)

Az 1990-es években a genetikai technologiaddigite lehévé tette a genetikai
markerek mikroszatellita és SNP s#imészletes feltérképezését a teljes human genom
teriletén [7]. igy napjainkban a komplex betegséggknetikai hatterének
tanulmanyozasahozteljes genom asszociacios vizsgalateklegmodernebb eszk$zok.

A GWA vizsgalatok soran alkalmazoRNS-chip vagy microarray technoldgia
lényege, hogy egy lUveg- vagyiamyag hordozoéra ismert oligonukleotid szekvenciakat
aplikdlnak és erre viszik rA a betegmintakbdl széin feldarabolt és jelzett

nukleinsavdarabokat. A lemezhez d&dibtt, jelzett nukleotidok nagy felbontasu
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leolvasasa utdn a jelek intenzitdsabol becsdilhedbgy az adott szekvencia a beteg
mintajaban éifordult-e vagy sem [3]. Az elmult években genotiplestformok jottek
létre, ezek lehévé teszik a teljes genom teriletén SNP-k szazedteryyidej
genotipizalasat egyetlen chipen. Ezaltal az 6sgraert SNP tarsulasa tesztethet
vizsgalt betegséggel kapcsolatban. Fontos felissné@gy ezek az SNP-k gyakran nem
a tényleges ok-okozati genetikai variansok, hanemaaégiét jeldd I6kuszok, ahol a
valodi ok-okozati varians elhelyezkedik [3]. A GWAzsgalatok & hatranya, hogy a
tesztelt variansok sokasaga miatt szigoru stataizkiliszobértéket kell meghuzni, hogy
a kis#irt genetikai varidnsok pozitiv eredményt adjanakhigotézisvizsgalatok
tesztelése soran is. A statisztikai értékelés semgoru szignifikancia kiiszobértéket
alkalmaznak§<5x10®). Ahhoz, hogy elérjék ezt a szignifikancia szintktilonosen kis
hatasefsséd genetikai variansok esetén - igen nagyszamu Jasgalanyra van

sziikség [6].

1.3. A XXI. SZAZAD LEGJELENT OSEBB KOMPLEX BETEGSEGE: A DIABETESZ

A cukorbetegség (diabétesz mellitusz) a XXI. szégylk legjelenisebb komplex
betegsége, mely az Egészséglgyi Vilagszervezet (W\éCslése szerint 2030-ra 366

millié embert érint majd a Foldon.

Az i.e. 1550 korulre tehételsy leirasat koveéien évszazadokon at egységesnek
tartottak a kérképet, annak ellenére, hogy a kdfintkegfigyelések hamar nyilvanvaléva
tették a diabétesz ké#ségét, hiszen egyértdinvolt a kilonbség a fiatal, vékony,
inzulinflgg betegek és az ddebb, talsulyos, gyakran magasvérnyomasban és mas
artérids betegségben is szeriyethzulinpétlas nélkil is életképes betegek kozott.
Himsworth 1936-ban kisérletében bizonyitotta az inzulinéendk és az
inzulinérzéketlen cukorbetegség tipus létezését rf@gis csak 1951-ben javasoltédk
elészor az 1-es és a 2-es tipusu diabétesz elneveYésflil 1976-ban - az
autoimmunitas fogalmanak felszinre kerilésp;sejt elleni antitestek azonositasa, €s a
fiatalkori cukorbetegség human leukocita antigéeékialé kapcsolatanak felismerése
utan - fogadték el aiabétesz heterogenitasanak elméld@t A jelenleg érvényes

klasszifikaciés szisztéma a WHO altal 1998-ban &ifll0] és az Amerikai Diabétesz
14



doi:10.14753/SE.2013.1801

Tarsasag [11] altal évente megujitott etiologiadyelason alapul és négy ¢soportba

sorolja a cukorbetegséget: 1l-es tipusu, 2-es tjpgedztacios és egyeb specidlis

diabétesz (1. abra).

. Az 1-es tipusu diabétesz

A: autoimmun mechanizmusy

B: idiopathias

Il A 2-es tipusu diabétesz

Il Eqiyéb specialis diabétesz tipusok

A. A béta-sejt-miikodés genetikai zavarai
1. 12-es kromoszoma, HNF-1a (MODY3)

2. 7-es kromoszoma, glukokinase (MODY2)
3. 20-as kromoszéma, HNF-4a (MODY 1)

4. 13-as kromoszéma, insulin promoter factor-1 (IPF-1; MODY4)
5. 17-es kromoszoma, HNF-1b (MODY5)

6. 2-es kromoszéma, NeuroD1 (MODY®6)

7. mitokondrialis DNS

8. egyeb

B. Az inzulinhatas genetikai zavarai

1. A-tipust inzulin rezisztencia

2. leprechaunismus

3. Rabson-Mendenhall szindroma

4. lipoatrophicus diabétesz

5. egyéb

1. pancreatitis

2. trauma/pancreatectomia
3. neoplasma

4. cysticus fibrosis

5. hemochromatosis

6. fibrocalculous pancreatopathia
7.egyéb

D. Endokrinopatiak

1. acromegalia

2. Cushing szindréma

3. glucagonoma

4. pheochromocytoma

5. hyperthyreosis

6. somatostatinoma

7. aldosteronoma

8. egyéb

IV. Gesztacids diabétesz

C. A hasnyalmirigy exokrin részének megbetegedéseihez tarsuld formak

E. Gyogyszerek vagy kémiai anyagok kivaltotta tipusok
1. vacor (N-3-pyridylmethyl-N'-p-nitrophenyl urea)
2. pentamidine

3. nicotinsav acid

4. glucocorticoidok

5. thyroid hormonok

6. diazoxide

7. béta-adreneg agonistak

8. thiazidok

9. dilantin

10. y-Interferon

11.egyéb

F. Infekciokhoz tarsulé diabétesz

1. kongenitalis rubeola

2. cytomegalovirus

3.egyéb

G. Az immungenezisii diabétesz szokatlan formai
1. “Stiff-man” szindréma

2. anti-inzulin receptor antitestek

3.egyéb

H. Mas, esetenként diabétesszel tarsulo genetikai szindromak
1. Down szindréma

2. Klinefelter szindréma

3. Turner szindréma

4. Wolfram szindréma

5. Friedreich ataxia

6. Huntington chorea

7. Laurence-Moon-Biedl szindréma

8. dystrophia myotonica

9. porphyria

10. Prader-Willi szindréma

11.egyéb

1. &bra: A diabétesz etioldgiai klasszifikacidja (DA, 2012)

(A tovabbiakban csak a kutatdsaimban szér&ptiabétesz tipusokkal foglalkozok.)

1.3.1. Az 1-ES TiPUSU DIABETESZ (T1DM)

Az 1-es tipusu diabétesz az Osszes cukorbeteg 52$6f6-at adja, korabban
inzulindependens vagy fiatalkori cukorbetegségrekeavezték, de mara igazolédott,

hogy barmely életkorban kialakulhat. Az etiologiaztalyozas szerint az 1-es tipusu
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diabétesz két alcsoportra oszthatd: az autoimmurhamizmussal kialakulé 1A és az
idiopatids 1B forméra. Azautoimmun mechanizmust formaban a p-sejtek
destrukcidjat a genetikailag fogékony egyénekbenyareti faktorok hatasara elindulo
T-sejt medialt immunfolyamat idézi &l[12]. Az 1-es tipusu diabétesz kis hanyadat
kitevd, eddig donten afrikai vagy azsiai szarmazasuaknal lgdlibpatias” formaban
nincs immunologiai bizonyiték grsejt specifikus autoimmunitasra, és egyéb etialogi

korok sem igazolhat6 [11].

(A tovabbiakban 1-es tipusu diabétesz alatt minalilg 1A tipusd autoimmun

diabétesz format értem.)

1.3.1.1 A BETA-SEJT SPECIFIKUS AUTOIMMUNITAS JELLEMZ Ol

Az 1-es tipusu diabétesz kialakulasarzkenbarth-féle hagyomanyos modellje
szerint a patogenezis soran néegy stadiumot kuldaatii@tink meg: 1. genetikai
prediszpozicid, 2. korai prediabétesz: kilkornyezeti hatasra az autoimmunitas
elindult, immunolégiai abnormalitdsok észlelile(inzulitisz, autoantitest pozitivitas),
3. kési prediabétesz: az immunoldgiai abnormalitdsokheatolikus eltérések (pl.
csokkent korai inzulinszekrécio) tarsulnak, 4. &arbetegség manifesztalédasap-a
sejtek 80-90%-a elpusztult (2. abra) [13].

A modern elmélet kiegésziti és arnyaltabba teszi a hagyomanyos Ilhode
genetikai, immunolégia és kornyezeti faktorok 14#8ust diabétesz természetes
lefolyasdban betoltott szerepBrmegszerzett Ujabb ismeretekkel. Eszerint az 1.
stadiumra a hajlamosito és végenetikai faktorok ILA ésnem-HLA egytittes hatasa
és épB-sejttbmeg jellem& A 2. szakaszban — mely bizonyos esetekben méleael$
néhany honapjaban bekovetkezik — a genetikai hatZrimmun-diszregulacio és a
kornyezeti faktorok kélcsdnhatasanak eredményeisenételten inzulitisz alakul ki, a
genetikai prediszpozicié miatt hibasan szabalyanuttunvalasz kdvetkeztében elindul
a B-sejt destrukcid. Az autoimmunités jelekérda genetikai faktorok altal befolyasolt
sorrendben- antitestek jelennek meg a szigetsejt antigénekkemben, de @-sejt
diszfunkcio klinikailag még nem érzékelbeA 3. stadiumban A-sejt tomeg fokozatos

csokkenése észlelléeta progresszid sebessége igen valtozo, néhanyptabrevekig
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terjedhet. AB-sejt diszfunkci6 els érzékelhét jele az intravénas glikdztolerancia-teszt
(IVGTT) koros eredménye. A 4. szakaszban a kiterjgdejt kdrosodas jeleként

minimalis C-peptid koncentraci6 mértiet emelkedett vércukorszint és exogén
inzulinflggdség alakul ki. Végul a teljgssejt allomany megsemmisiil, a C-peptid szint
mérhetetlenné valik és a kiégett autoimmun folyajedtként az autoantitestek is

eltinnek (2. 4bra) [14].

Béta-sejt tomeg Béta-sejttomeg Modern model
Hagyomdnyos modell

| Kérnyezeti 111, Prediabétesz:
Precipitale o drrlmun i triggerek és I, Ahajlamositd és véd6
kbrnyezeti hatas I, Genetika prediszpozicd Iszreguiaclo regulatorok génekkozotti interakcid

Il Koraiprediabétesz
Immunoldgiai Il Kesdi prediabétesz
abnormalitésok IV, Klinikai diabétesz

Il Inzulitisz, béta-sejt
kdrosodasi hajlam

Il Karos IVGTT
{csokkent FRIP)

GADA, IAA GADA, 124, ICA  IIl. Klinikai diabétesz

Azinzulin kibocsétas
progressziv csokkenése

S

65 ) > 146

S
>

2. abra: Az 1-es tipusu diabétesz patomechanizmusdinhagyomanyos és modern modellje

A patomechanizmus dden cellularis immunfolyamatokra épll, mar a
prediabéteszes stddiumban kimutathaté a perifééédimfocitaiban — a T-helper 1
tulsulyt jelzd — INF+y termelésének dominanciaja. A folyamatrehaladasa soran a
humordlis immunvalasz aktivalédasa nyoman - valosldg masodlagosan — a
hasnyalmirigy B-sejtek antigénjei ellen aktivalt B-limfocitédk teefte autoantitestek
jelennek meg a betegek szérumaban. A Langerhagstskip-sejtjeinek kdzvetlen
pusztulasat valésziteg aktivalt CD8, citotoxikus T-limfocitak okozzak. Bar ez az
elmélet allatmodellek alapjan szlletett, az emb@&iDM patomechanizmusa

valésziriileg nagyon hasonlé [15].
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1.3.1.2 A BETA-SEJT PUSZTULAS MECHANIZMUSA

A T1DM patogeneziséneifektiv modellje szerint az autoimmun folyamat &ls
lépéseként kozvetlenll A-sejteket éri virusfedzés, mig amolekularis mimikri
modell szerint egy &B-sejt fehérjékhez hasonlé aminosav-szekvenciavadai&es
virussal ferdzott sejt (de nem Besejt) ellen indul el a primer immunvalasz. A priee
fert6zo6tt vagy virust fagocitalt makrofagok HLA 1l. ot molekulaik révén viralis
peptideket prezentalnak a CD#-limfocitak szamara. A CDMhelper T-sejtek egyrészt
eldsegitik a CD8 T-limfocitak citotoxikus effektor sejtté valasamasrészt aktivaljak a
B-sejteket, amelyek autoantitesteket termelnek. eft6Z6tt sejt felszinén HLA .
osztalyi molekulaval komplexben virdlis antigénelepnek meg, melyeket a CDB-

limfocitak felismernek (3. abra).

A T-sejt receptor  HLA. osztalyd molekula B: HLAI osztdlyG  T-sejt receptor
/ molekula
:‘: \ /
o O g '
r— ‘ Citotoxikus
ert6zd 5 [ ;
; i s - CD8* limfocita
C|+t(?t0XI|(l:IS " * béta-sejt Ferté’g‘jtt sejt Viralis antigén
CD8"* limfocita ‘. X- (molekuldris mimikri) 3
y ‘d’ . it Virus —%{ ¥ %*XY Virus . kdrosodés
drosodds g — Viralisantigén /\j\ ¥y Béta-sejt
" > g antigén q v
/—/\" kérosodds —' )
—
o ( * HLA I. osztdlyd
HLAIL osztaly \ molekula .
= == Béta-sejt
Fert6zott beta -sejt  molekula % Makrofsg Makrofsg g
T-sejt receptor \
Citokinek\
@ aktivécio —p
B-limfocita Aktivélt CD4* limfocita Aktivalt CD4* limfocita ~ B-limfocita
A 4
Antiviralis és béta-sejt ellenes antitestek Béta-sejt ellenes
antitestek

3. abra: Az 1-es tipusu diabétesz patogenezise;
A: infekciés modell és B: molekularis mimikri model

A B-sejtek pusztulasanak két feltételezett mechaniamasdirekt és az indirekt
(bystander) killing Gtvonal. Alirekt B-sejt pusztulassoran az antigén-specifikus CD8
citotoxikus T-limfociték felismerik &-sejtek felszinén HLA I. osztalya molekulaval
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komplexben koététt, a virdlis aminosav szekvencigeion autoantigéneket, melynek
eredménye bizonyos kostimulator molekuldk (pl. FasL) felszaporodasa. A szignal
transzdukciés kaszkad végén bekodvetkezfksejtek apoptozis altali pusztulasa (4. A
abra). Azindirekt utvonal szerint az antigénprezental6 sejtek (makrofagekddtikus
sejtek) felszinén HLA Il. osztalyd molekulaval kolexben autoantigének
prezentalddnak, amiket antigén-specifikus Cbélper T-limfocitak ismernek fel. Ezt
koveten a sejtfelszini receptorok (pl. Fas/FasL) akfidabk (4. B abra I.), a T-
sejtektdl szolubilis mediatorok (pl. INF; TNF-0, NO) szabadulnak fel (4. B abra ll.), a
makrofagok aktivalédasa kovetkeztében (4. B abitg, Ilvagy autokrin hatasra a
kornye® B-sejtek elpusztulnak (4. B abra 1V.) [16].

A: B:

Q’;ﬁkﬁo

Perforin
Fas/FaslL

Makrofag

4. abra: A B-sejt pusztulas feltételezett mechanizmusa
A: direkt, B: indirekt Gtvonal

Mivel nincs egyértelia cellularis immunmarker (citokin, T- vagy B-sejtldeini
marker), mely segitené a fenti folyamat korai feksését, monitorizalasat, ezért a jol
reprodukalhaté humordlis immunmarkereket, az atitesteket hasznaljuk a T1DM
kialakulasanak megjoslasara [17]. Jelenlegi ismearkt szerint a legfontosabb
autoantitestek a szigetsejt elleni citoplazmatikastitest (ICA), a glutaminsav-
dekarboxilaz elleni antitest (GADA), az inzulinegii antitest (IAA), a tirozin-foszfataz
elleni antitest (IA-2A) és a cink transzporter pileantitest (ZnT8). A magasabb
autoantitesttiter és a tdbbsz6rds autoantitestipibtds nagyobb kockazatot jelent az 1-
es tipusu diabétesz kialakulasara. Tovabbra semtazsit azonban, hogy az
autoantitestek megjelenése masodlagos folyamatpusztan ap-sejt destrukcio
kovetkezménye, vagy kozvetlentbsegiti a T-sejt mediai-sejt pusztulast.
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1.3.1.3. A GENETIKAI FAKTOROK SZEREPE

Az utobbi években a teljes genom SNP tipizaladiné@k nagy mintaszetten vald
alkalmazasaval BILA mint f6 genetikai determinans mellett szamos jarulékosM41D
asszocidlt lokuszt fedeztek fel. Ezzel a teljesogervizsgalatok és a meta-analizisek
eredménye nyoman napjainkra negyvennél is tobbskail valt bizonyitotta, hogy
befolyasolja az 1-es tipusu diabétesz iranti hatai®. abra) [18].

Chra Chr10  Chrii Chri2

P e —

Chri3 Chri4 Chri5 Chrié Chr17 Chri8 Chr19 Chr20 Chr21l  Chrzz ChrX Chry

g 5 g-%:§-§‘§:§ B &g 6
5. dbra: Az 1-es tipusu diabétesz hajlamosito geiilati [0kuszai

Az eddig azonositott genetikai faktorok mind a gdtus, mind a familiaris TLDM
esetekben szerepet jatszanak. Ez a betegségrendsild génvaridnsok alacsony
penetrancigjaval fligg 0ssze, azaz a hajlamosit@t dlordozéknak csak néhany
szazalékaban alakul ki diabétesz. A major és nlimkarszok egyuttes hatasa adja meg
az 1-es tipusu diabétesz kialakulasara vonatko}ésteegyéni rizikdt, mely az
atlagpopulacioban alacsony, mindéssze 0,05-0,2%etagség csaladi halmozodasa
esetén azonban két nagysagrenddel nagyobb (1za&bl#9].

A genetikai hattér komplexitasat felmeérve bizonyasHatszik az is, hogy az
immunmedialt T1DM patomechanizmusa is heterogénaz aegyes betegekben

alternativ molekularis Utvonalak fetskek ap-sejtek pusztuldsaért. Ezért a T1DM
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patomechanizmusdnak megértéséhez al&pvyehtossagu felderiteni agenetikai
faktorokés gf-sejt specifikus autoimmunitasegjelenése kdzotti 6sszefliggést.

1. tAblazat: Az 1-es tipusu diabétesz csaladi halm@dasa

Csaladi anamnézis Az utdd T1DM rizikéja (%)
T1DM-es apa 5-6
T1DM-es anya 2-3
T1DM-es testvér 2-4
= egypetéj iker 20-50
= HLA-identikus 18
= HLA-haploidentikus 5-9
=  HLA-nem-identikus 0,05-0,2

Az 1970-es években tobb kutatdcsoport vizsgaltdLA gének és az 1-es tipusu
diabétesz kozotti kapcsolatot [20, 21]. Feltét@kezthogy a 6p21.3 kromoszéman
talalhatd, igen polimorHLA régio genetikai variansai hatarozzak meg, melgreh
fragmentek prezentalédnak az immunrendszer szamdnaaz autoimmun folyamatok
alapjaul szolgalhat. Kezdetbertd A |. osztalyl, késbb aHLA Il. osztalya alléleksl
sikertlt kimutatni, hogy szoros kapcsolatban vanaaklDM-mel, és a DR4 és DR3
hajlamosité allélek kombinacioja (DR3/DR4) jeleatilegnagyobb rizikéju genetikai
kombinaciot [22]. Késbb az 1-es tipusu diabéteszre vonatkozd kapcsbplisag
asszociacios géenvizsgalatok igazoltédk a betegsadin génnelvalé szoros kapcsolatat
is [23].

Az 1990-es években a genetikai technologidgdegse lehéivé tette a teljes genom
teriletén a polimorfizmusok részletes feltérképézég’]. A szemi-automatizalt
genotipizalé technolbgia segitségével léhétvalt a TIDM-mel asszocialt genetikai
markerek mikroszatellita és SNP s#intizsgalata az egész human genomban. Az els
generaciés genom vizsgalatok soran a genetikai enekkt tombokbe kapcsoltak. A
korabbi nevén inzulindependens diabétesz mellimlszmevezett betegséggel
osszefliggést mutatd genom terileteket IDDM szanigkl@ték, ezek kozott volt 18
szamozott (IDDM1-18) és 7 nem teljesen elfogadeltievezés nélkili 16kusz. A5 f
rizikofaktor IDDM1 jeli HLA Il. osztalyd génrégio és az IDDM2 ijeinzulin gén
hajlamositdé hatasat minden vizsgalat igazolta. Bbitdokusz megéisitésére végzett

vizsgélatok ellentmondéasos eredményre vezettekld jgén vizsgalatok soran a minor
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genetikai hajlamosité faktorok koézil tovabbi lokokat sikerilt tobb fuggetlen
populaciéban megésitve azonositani, ezek a citotoxikus T-limfocitatigén 4
génrégid CTLA4, a protein tirozin-foszfatdz non-receptor 22 g@TPN23, az
interleukin 2 receptor alfa gélLRRA) és az interferon indukalta helikaz 1 gériidl).

A XXI. szazadban a posztgenomikus éra GWA vizsgélatér tobb ezerst beteg-
és kontroll mintakkal dolgoznak, igy lényegesenyodd statisztikai ével birnak. A
vizsgalatok soran szamos, korabban nem jelolt génrél. 12924, 12913, 16pl3,
18pl1l) 1-es tipusu diabétesszel valo kapcsolatétisi igazolni. A 12924 és 12913
l6kuszok tertletén léhajlamositd géneket még nem azonositottdk, depd3lés a
18pl11 régibban mar kozoltek GLEC16At és aPTPN2t, mint legvaldszitibb jelolt
géneket [24].

1.3.1.4 A KORNYEZETI TENYEZ OK SZEREPE

Az 1l-es tipusu diabétesz kialakulasanak elméleterird a betegségenetikai
hajlam alapjankodrnyezeti faktorok hatasargn létre. Azonban nem ismert, hogy a
kornyezeti faktorok oki tényék, akceleratorok vagy védfaktorok, esetleg tdbb
ponton, tdbb mechanizmussalikddnek. Feltételezh&t hogy univerzélis, minden
beteg esetében hatd kdrnyezeti faktor nem I|ételmkabb az adott ,diabetogén”
genetikai hattér altal kialakitott immun- és metdas miliével interakcidba kerdl
faktorok specifikus hatasarol van szo [25]. A gémAyezet kdlcsonhatasok dinamikus
valtozaséra bizonyitékot jelent, hogy napjainkbakoanyezeti faktorok &talakuldsa
miatt kisebbHLA-hoz kéthed genetikai riziko is elegerdda diabétesz kialakulasahoz.
Emellett valdszifi, hogy Ujabb genetikai faktorok is szerephez jutaakodern korban

megjelerd Uj kdrnyezeti faktorok hatasara (pl. ételadalékaknyezetszennyezes) [26].

Az 1-es tipusu diabétesz kialakulasaval kapcsatatleggyakrabban felmerult
kornyezeti tényeik [27]:

+ Perinatdlis tényesfk: az alacsony sziletési suly és az anfaejt elleni
antitestek novelhetik a kélsbi T1DM-hajlamot.
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+ Diétas faktorok: a genetikailag nagy kockézatu csec8eoen a tehéntej, illetve
tehéntejalapu tapszerek fokozzak az T1DM kialakulak kockazatat. A
tehéntejfehérjék kozil a bovin szérumalbumin éslaktalbumin, valamint a
szarvasmarha inzulin atjuthat a csec8leraretlen tapcsatorna-barrierjén és a

keringésbe kerllve idegen antigénként aktivalheaffa és B-limfocitakat.

+ Infekcié: szamos virust (mumpsz, rubeola, entero-, citonoggaisok)
kapcsolatba hoztak az 1-es tipusu diabétesz kiaksdwal. Régodta ismert, hogy
az ujonnan diagnosztizalt TIDM esetek dotitbbsége a hideg periédusokban
halmozddik, amit alatamasztpasejt elleni autoantitestek megjelenéséfiski-
téli dominanciaja is. Egy svéd tanulmanyban ésnm fDIPP vizsgalatban
kapcsolatot taldltak az enterovirus infekcio és edd diabétesz-asszocialt
autoantitest megjelenése kozott [28, 29]. Az enieus fertizés nagyon gyakori
az atlagpopulécidban, mivel e virusok evolluciéjgywen gyors, az egy adott
évben kimutathat6é virustérzsek nagy valoggzéggel 10 éven belll éiinek.
igy ha léteznek diabetogén enterovirus térzsekopaklidiabetogén tulajdonsag a
tovabbviwbdik. Az enterovirusok kdzé tartozé Coxsackie B4 provolsaerepét
alatamasztja, hogy a T1DM kialakulasakor vizsgalermekek és felttek
jelentvs hanyaddban emelkedett virus-specifikus IgM tiésaleltek, ami aktiv
Coxsackie B4 fefizést igazol, sikerult a virust kitenyészteni aurifes
hasnyalmirigyBl és allatkisérletben kimutattak, hogy a Coxsaéidefertozes a

B-sejtek akut citolizise révén inzulindependens éliegrt valtott ki [30].

+ CsoOkkent UV-sugarzas és D-vitamin hiany:korabbi vizsgalatok Ujonnan
diagnosztizalt T1DM-es betegek szérumaban csokKegwitamin-szintet
igazoltak. A kevéssé napsiitéses északi régiokbean@havia, Uj-Fundland) a
csokkent UV sugarzas és az T1DM emelkedett incidgn&ozott 6sszefliggést
mutattak ki. Az Amerikai Egyesilt Allamokban jelegl is folyik az az
intervencios vizsgalat, melyben a nagy genetikakdju csecseisket emelt

adagu B-vitamin-potlasban részesitik TLDM prevencios della

+ Pszichoszocialis (stressz) tényélz szerepe is felmeril a T1LDM kialakulasaban.
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1.3.2. A FELNOTTKORI LATENS AUTOIMMUN DIABETESZ (LADA)

1986-banGroop é€s munkatarsaaz 1-es tipusu diabéteszes betegeknek egy olyan
alcsoportjat ismertették, akiknél az autoantiteszifpvitas ellenére hosszl ideig
megrzé6dott a pB-sejt funkcié [31]. Ké&bb Tuomi €s munkacsoportjdnak
kezdeményezésérelnéttkori latens autoimmun diabétesnek (latent autoimmune
diabetes in adults, LADA) nevezték el ezt a diab@téormat [32]. A jelenlegi
klasszifikacié szerint a LADA nem 6nallé kérkép nean azautoimmun mechanizmusu

1-es tipusu cukorbetegség lassu progresszioju farma

A LADA diagnosztikai kritériumait a kdzelmultban a Nemzetk6zi Diabétesz

Tasasag Immunologiai szekcidja hatarozta meg:
+ 30 éves vagy afeletti életkor,
+ az l-es tipusu diabéteszre jellénamtoantitestek kozul legalabb egy pozitiv,
+ a diagndzist kovété honapon belll nincs szikség inzulinkezelésrg [33

Ezen kritériumok alapjan tett epidemiolégiai bessle szerint a LADA az 6sszes
cukorbeteg eset 2-12%-at teszi ki [33].

Az autoantitestek és Rrsejt-reaktiv T-sejtek jelenléte egyarant szilargohyiték
arra, hogy mind a LADA és mind a klasszikus gyerkoek 1-es tipusu diabétesz
hatterébenp-sejt specifikus autoimmun folyamatok allnak. Ugsiakor egyre tébb
bizonyiték tAmasztja ala, hogy a klasszikus gyekmekl-es tipusu és a feltikori
autoimmun diabétesz hatterében allo patogenetidgarinatok tobb lényeges ponton

kilénboznek. Erre bizonyitékokat jelent, hogy:

+ A két korképantitest-pozitivitas mintazata elté. A klasszikus gyermekkori
1-es tipusu diabéteszben az ismert diabétesz ameséek (ICA, GADA, IA-
2A, IAA és ZnT8 antitest) gyakoriak és jelletphogy az antitestek klaszterben
jelennek meg. Ugyanakkor LADA-ban a GADA és ICA kakgyakrabban, mig
az IAA, az IA-2A és a ZnT8 antitestek ritkan fordak eb és az egyszeres
autoantitest pozitivitas a jellezTovabbi kilénbség, hogy LADA betegekben
gyakoribb az anti-GAD IgG4 alosztalya, mint 1-gai§U diabéteszben, ami egy

,Sszabalyozottabb", CD4T helper 2 dominans immunvalaszt igazol [33].
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+ Az l-es tipusu diabétesz és a LADA esetétonbozik az egyes antitestek
epitép specificitasa Az 1-es tipusu diabéteszesek tdbb mint 90%-anak
szérumabol olyan antitestek izolalhatok, melyek ADB5 kdzépé vagy
COOH-terminalis részét kotik és csak 5%-ban isméeka GAD65 NH-
termindlis részét, mig LADA betegeknél ezek az yokr65% és 20% [33].

+ A cellularis immunoblot teszt felhasznalasaval réiséket talaltak 1-es tipusu

diabéteszben és LADA-barsaigetfehérjék elleni T sejt valadaan is [33].

+ Klinikailag igazolt, hogy a LADA betegekben a C-pidpszint gyorsabban
csokken mint az autoantitest negativ 2-es tipusibéteszes betegekben, de
lassabban és kisebb mértékben mintdilh-es tipusu diabéteszesekben [33].

+ A genetikai hatteret tekintve az 1-es tipusu died#tiranti 6roklési hajlamot
kozel 50%-ban meghatarozALA |0kuszok hajlamositd hatdsa alaphest
hasonld6 LADA-ban [34], de van néhany lényeges Kidég a két koérkép
kozott: a nagy kockazatidbQB1*0201/*0302 genotipus sokkal gyakoribb
T1DM-ben mint LADA-ban, mig a protektit¥0602/X és 0603/X genotipusok
gyakrabban fordulnak @ILADA-ban mint TLDM-ben [35].

1.3.3. A 2-ES TiPUSU DIABETESZ (T2DM)

A jelenleg legelfogadottabb hipotézis szerint 2ipssu diabétesz akkor alakul ki,
ha a B-sejt diszfunkcidra genetikailag hajlamos egyénltzerkdrnyezeti ténydik
hatasara inzulinrezisztencia lép fel [36]. A patchenizmus lényege, hogy a
tultaplalkozas, a mozgasszegény életmdd és a ganbtjlam okozta elhizas komplex
mechanizmusok révén csokkenti a célszervek inzalisaembeni érzékenységét, az
hosszu ideig képes fenntartani a normoglikémiatyé@gil ap-sejtek kimertlése miatt
emelkedik a vércukorszint és manifesztalddik a éliedz. Az esetek ddntobbségében
az inzulinrezisztencia az élleges, az inzulinszekrécio zavara kovetkezményes.
Ugyanakkor az inzulinrezisztens betegek 2/3-anal akakul ki diabétesz és a betegek

kis hanyadanal, alsorban a sovany és normalis testalkataknal primer
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inzulinszekrecids zavar feltételeztigB7]. Mint kategoria a 2-es tipusu diabétesz tehat
igen heterogén, a betegek széles tartomanyéat éggmdominéléan inzulinrezisztencian
alapulo, relativ inzulinhiannyal tarsulé formaki@t el$dlegesen szekrécidés zavarra

visszavezethét inzulinrezisztenciaval tarsulo vagy anélkul mésgé formakig.

1.3.3.1 AZ INZULINREZISZTENCIA

1939-berHinsworthésKerr azt tapasztaltak, hogy az altaluk vizsgalt cukatpek
egyharmadandl a beadott inzulin a vartnal kisebfdshavaltott ki, azaz e betegek
inzulinérzékenysége csokkent volA normdlis mennyisdg inzulin szubnormalis
biologiai valaszat inzulinrezisztencianak nevez&lk Az inzulin biologiai hatasat
elssdlegesen a zsirszoveten, az izomszoveten és a ni@gjin ki, ezért az
inzulinrezisztencia ezekben a szervekben, szovetelddakulhat ki. Feltételezések
szerint el§ként a zsirszOvet inzulinrezisztencigja jon |éte, izomszbvet és a maj

inzulinrezisztenciaja kovetkezmeényes [37].

Bizonyitott, hogy az inzulinrezisztencia @eges oka az elhizas. Ha a tulzott
energiabevitel miatt pozitiv energiamérleg alakil & tobbletenergia trigliceridek
formajaban feltolti a zsirsejt raktarakat, a ligmdriréfia soran egy kritikus méret elérése
utdn (3ug lipid/sejt) a zsirsejtek nem képesek tovabb nésak Ezt kdveien az
inzulin mar nem tudja fokozni a zsirsejtek zsirgalvételét, azaz a zsirsejtek
inzulinrezisztenssé valnak. Az inzulinrezisztencimolekularis hatterében a
megemelkedett TNk-szint all, ami géatolja a lipoproteinlipdz, a zaiwsanszportald
fehérje és a trigliceridreszintézist katalizalo tA€@oA-szintetdz szintézisét, és
megakadalyozza a zsirsejt glukéztranszporter-4 (GHY altali glukozfelvetelét.
Tartésan magas TNé&-koncentracio esetén az inzulinreceptor-szubsttaitivitasa is
csokkent, ami $-sejtiekben kompenzatérikusan fokozza az inzulikszadt. Az igy
kialakult hiperinzulinémia a zsirsejtfelszini inweceptorok szdméanak cstkkenéséhez
vezet [37].

Az inzulinrezisztens zsirszovetben csokken a lipeges és fokozodik a lipolizis,

ami noveli a zsirsavkiaramlast a zsirsejtékBar a megemelkedett plazma szabad
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zsirsav koncentracié (FFA) okozza dGlkegesen a harantcsikolt izom és a mjj
inzulinrezisztencigjat, a zsirszovet altal termadtipokinek (pl. leptin, adiponektin,
rezisztin, TNFe, IL-6) szintén jeleriisen befolyasoljak a maj- és az izomszovet
inzulinérzékenységét. A leptin déeih a szubkutan zsirszdvetben tekiddd és az
energia-homeosztazis szabalyozoja. Centralis hakéggy csotkkenti az étvagyfokozo
neuropeptid Y termétését, ezaltal gatolva az étvagykodzpontot. A hasdkult
izomban a leptin fokozza a szétkapcsol6o fehérjehcdqupling protein, UCP)
termebdését és ezaltal az energid formajaban tortéh leadasat. Mindkét folyamat
csokkenti a plazma FFA szintjét, ami megvédi aekejt a lipotoxicitastol. Tulsuly
esetén @ plazma a leptinszintje, ami leptinrezisztenci&ad. Az adiponektin serkenti a
zsirsavoxidaciot, csokkenti a trigliceridszinteta@$okozddo inzulinérzékenység révén
javitja a glik6zanyagcseré rezisztin-, az IL-6- és a TNEk-szint novekedése fokozza

az inzulinrezisztenciat [37].

1.3.3.2 AZ INZULINSZEKRECIO ZAVARA

A B-sejt diszfunkcié a hasnyalmirigd-sejtjeinek funkcionalis karosodasat jelenti,
melynek kovetkeztében az inzulinszekréciod kezdetbearzibilisen csokken, majdpa

sejtek kimerulésekor véglegesen méigdz.

Fiziologiasan az inzulinszekrécidé legfontosabb rege vércukorszint emelkedése,
ennek soran a glikéz a glukoztranszporter 2-n  (GRYT keresztul a
koncentricidégradiens mentén beji-aejtekbe, ahol a mitokondriumokban oxidalodik,
mikdozben ATP képidik. Ennek hatdséara a sejtmembran ATP-szenziticddatornai
zarulnak és a depolarizaci6 megnyitja a fesziiltagajf Ce*-csatornakat. A bearamlé

Cd" hatasara az inzulinnal telt szekréciés granulumotiknek (6. bra).
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6. &bra: A B-sejtek inzulinszekréci6janak mechanizmusa

A fiziolégias inzulinszekrécié tobb szakaszbdl[aB):

+ A bazalis inzulinszekrécio:fiziolégiasan gyakoribb (8—10 percenkérfii)
sejtek altal vezérelt pulzacidk és ritkabb (80-J®dcenkénti)p-sejteken
kivili szignalok altal kontrollalt oszcillaciok forajaban zajlik. A szabalyos
pulzatilis ritmus kiesése mar dnmagaban is az inzatas cstkkenéseét

eredményezheti

+ Az étkezési inzulinszekréciokétfazisu. Akorai inzulinvalaszt a-sejtek
szekretoros granulumaiban tarolt preformalt inzklidramlasa okozza, ez
az étkezést kovéen rovid idbn belll bekdvetkezik és hirtelen jelésén
megemeli a plazma inzulinszintet.k&s5i inzulinvalasz: az étkezést kovet
korai inzulincsucs utan a plazma inzulinszint mike#&bb elh(z6dd
emelkedése tapasztalhatd, amit nagyrészt az adnalszintetizaldodo

inzulinkidramlas okoz.

A B-sejtek kimertlése a kezdeti hiperinzulinémias agak koveien a bazalis
inzulinszint csotkkenésében illetve az étkezési rpkaz inzulinszint-emelkedés
elmaraddsadban nyilvanul meg. A Klinikai kovetkezyeda az éhomi és a
posztprandialis vércukorszint emelkedése mar a 2Hmssu diabéteszt megdeb
glukozintolerancia-stadiumokban (IGT: csOkkent g@izdolerancia, IFG: emelkedett
ehomi vércukor) megjelennek.
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A kérosodot-sejt mikodés hatterében szamos ok allhat [38]:

+

glukotoxicitas: az inzulinszekrécié legfontosabb ingere a vércséiat
emelkedése, ugyanakkor 8,25-8,8 mmol/l folé emeélkedicukorszintnél a
tendencia megfordul és a tartés hiperglikémia kdmate reverzibilisen
csokkenti ap-sejtek szekrécios tevékenységét, ez a glikdézdesizéwio.
Késsbb az irreverzibilis glukotoxicitasi szakban [asejtek refrakterré
valnak a glukdzstimulussal szemben, a szekréciasugprmok kidrtlnek,

veégil teljesen elmarad a szekrécids valasz

lipotoxicitds: a szabad zsirsavak a fizioldégias tartomanybésegitik a

bazalis és az éhomi inzulinszekrécio fenntart&sapotencirozzak a glikoz
indukalta inzulinszekrécioét. A korosan magas FFAtsazonban gatolja a
glikoz indukalta inzulinszekréciot, csokkenti azuhn gén expressziojat,

fokozza g3-sejtek apoptozisat

szoveti inzulinrezisztencia a zsirszovet, a maj és az izomszovet
inzulinrezisztenciaja fokozott szekrécios terhétneap-sejtek szamara és a
kimerulés veszélyével fenyeget. A fokozott szeldéuiatt ap-sejttomeg a
kezdeti hipertrofiat kovéen csokken. AB-sejtek apoptodzisa felgyorsul és
ezt a genetikailag meghatarozott sejtneogenezisképes kompenzalni

B-sejtek inzulinrezisztenciaja inzulinreceptorok aB-sejtek felszinén is
talalhatok, ezek fontos szerepet jatszanak pasejtek autokrin
szabalyozasaban. Az inzulinreceptorok fokozott esgxidja noéveli az
inzulin gén expresszigjat, aminek eredményekért a B-sejtek
inzulintartalma A pB-sejtek inzulinreceptorainak épsége szikséges a
normalis inzulinszekréciohoz, &B3-sejtek inzulinrezisztenciaja pedig

hozzajarulhat §-sejt-diszfunkcié kialakulashoz
B-sejt amiloid-depozicié az amilin (islet amyloid polypeptide, IAPP) az
inzulinnal egyltt termédik a B-sejtekben. 2-es tipusu diabéteszben az

amilin szekrécidja karosodik, és a keletkezpolimerizalt forma

felhalmozodva &-sejtekben fokozott apoptdzishoz vezet.
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1.3.3.3.A GENETIKAI FAKTOROK SZEREPE

Az utdbbi években jelebsen felgyorsult a 2-es tipusu diabétesz patofigiald
folyamatait meghatarozé genetikai ténglez kutatdsa, melynek eredményekent
bebizonyosodott, hogy mindpasejtek niikddési defektusa, mind az inzulinhatas zavara

lehet genetikailag meghatarozott [39].

A 2-es tipusu diabétesz kialakulasaban szerepstdjaenek feltérképezése harom
fazisban zajlott. Eként a csaladalapu kapcsoltsagi vizsgalatokra tek, melyek
igen hatékonynak bizonyultak a korai keZzdetonogénes (mendeli or@klést kovet)
diabétesz formak (MODY, mitokondrialis és neonatdiabétesz) kialakulasaért félel

gének azonositasaban [40].

Bar az asszociacios analizis hatékonyabb a kapégoltizsgalatoknal, hatranya,
hogy a jelet csak akkor lehet kimutatni, ha magatoki varianst vagy egy kozeli,
szorosan kapcsolédd markert vizsgalnak. Utdlag vagivalé, hogy a legtdbb
asszociacios analizis statisztikailag nem volt e¥ég vagy nem a megfeteljel6lt
génekre fokuszalt, ezért 2006-ig ezzel a modszesugban két, 2-es tipusu diabéteszre
hajlamosité l0kusztRPARGésKCNJ1)) sikerilt azonositani [40].

A harmadik, egyben a legsikeresebb genetikai viatighullamot a teljes genom
asszociacios vizsgalatok jelentik. Az &lglents eredmény &CF7L2 gén és a 2-es
tipusu diabétesz kozotti kapcsolat felfedezése, voltjd hat 0 asszociaciot irtak le,
koztik a ciklin-fig@ kinazokat kddoldCDKAL1, CDKN2AésCDKN2Bvariansokat és
ap-sejt fejlbdéssel 6sszeflggésbe hozhdtdEX gént. Mivel ezen I6kuszok diabetogén
hatbereje szerény (&ltalaban a hajlamosité alléleiden egyes képidja 15-20%-kal
noveli a betegségkockazatot), jelenleg @ rhegkdzelitéesi mod a teljes genom
asszociacios vizsgalatok adatainak 0Osszesitéset, amégy névelni lehessen a
vizsgélatok statisztikai erejét: igy tovabbi 20ujgékos génvarianst sikertlt azonositani
[40].

Jelenleg 6sszesen mintegy 40 l6kuszrol igazolt,yh@ees tipusu diabéteszre
hajlamosit (7. abra). Ezen gének tobbségg-sejtek nikdodését befolyasolja (pl.
TCF7L2 KCNJ11 HNF1A HNF1B, SLC30A8GCK, WFS1, MTNRIBmig az inzulin
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irAnti megvaltozott érzékenység kialakulasaért ldsle genetikai faktorok kozl

lényegesen kevesebb ismert (BPARG ADIPOQ ENPP1, IRSL[39]. Bar az egyes
gének diabetogén hatasa tnmagaban csekély, elnb@&esiések szerint az igazolt
génvariansok egylttesen mar tobb mint 50%-ban dmtdk meg a 2-es tipusu

diabétesz iranti fogékonysagot.
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7. abra: A nem-autoimmun diabétesz-formak hajlamogb genetikai I6kuszai (Kék: 2-es
tipusu diabétesz, Piros: MODY, Sarga: egyéb monogés diabétesz formak)

1.3.3.4 A KORNYEZETI TENYEZ OK SZEREPE

Bizonyitott, hogy az elhizas, a csokkent fizikaiiatas, és az életkor @ehaladasa
fokozza a 2-es tipusu diabétesz kialakuldsanak daathkt. Ezek a rizikd faktorok
sokakat érintenek, mégsem alakul ki minden éripgetta betegség. Az epigenetikai

hatasok (pl. DNS metilacio, hiszton modosulas, oidS) olyan nukleotidszekvencia-
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moédosulas nélkali génfunkcié-valtozasok, melyek yaadzatot jelenthetnek a
diabétesz hajlam ilyen interindividudlis valtozasptl].

Az elhizas a 2-es tipusu diabétesz kialakulasa szempontjabl@gjelentsebb
kornyezeti tényef, mely az inzulinrezisztencia édleges okaként kdzvetlenil fedsla
koros patogenetikai folyamatok elinditasaért. Ad&ds hatterében altaldban a genetikai
faktorok, a tultaplalkozas és a mozgasszegény étkgyuttese all. A bizonyos etnikai
csoportokra jellemi nagyfoku elhizasra részben magyarazatot jeléakaékos gén
elmélet (thrifty gene hypothesis), mely szerint az evadisoran bizonyos népek (pl.
Pima indianok, ausztral bennszlléttek, Nauru seéigébk) alkalmazkodtak az allando
vagy a periodikus éhezéshez. A megvaltozott élathi#nyek, az allandé taplalékdeg
mellett a korabban talélési, azaz szelekcidmwl jelent ,raktarozé génvariansok”
hordozasa tulsuly kialakulasahoz vezetleftin gén elsssorban az érett zsirsejtekben
fejezodik ki és az étvagyat illetve az energia homeos#tt&zabalyozza. Patkanyokban
igazolt, hogy a magas zsirtartalma étrend fokozzsiigejtekben a leptin gén promoter
leptin expresszi@pigenetikai szabalyozagézvetlenil kapcsolodik a taplalékbevitellel

és az elhizassal [41].

Epidemioldgiai vizsgalatokban azt talaltak, hogyg késtsulya Ujszulottek kozott
évtizedekkel k&sbb megibtt a 2-es tipusu cukorbetegek szama. A jelenségriben
azt feltételezik, hogy a magzati szerveta#iérjehianyos intrauterin taplalas esetén
prioritasi sorrendet allit fel, és az életfontoss&yervek (pl. az agy) élsbséget
élveznek, mig a hasnyalmirigdytsejtek kevésbé féjtinek, ami felttkorban cstkkent
inzulinszekrécids kapacitast eredményezhet [38].irAauterin taplaltsag feltehian
olyan epigenetikai valtozasokat indukal, melyek dsmpatba hozhatok a kisbi
inzulinrezisztencia és 2-es tipusu diabétesz kiddadval. Ragcsalokban bizonyitott,
hogy a Pdx1/inzulin promoter faktor-1 (IPF-1) trakgpcios faktor szabalyozza a
hasnyalmirigy fejpdését és ap-sejtek differencialédasat. Az uteroplacentaris
elégtelenség okozta intrauterin ndvekedési retagddéoran aPdx1 gén progressziv
epigenetikai elnémitasa zajlik, ami csokk@rsejt mikodéssel, és felittkorban 2-es
tipusi cukorbetegség kialakulasaval jar. Elképzélhehogy emberben az
uteroplacentéris elégtelenség esetén szintén PRX1 gén az epigenetikai

mechanizmusok célpontja [41].
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Gyenge fizikai afnlét és a 2-es tipusu diabétesz kockazata kdzdssefliggést
taldltak. A hattérben a fizikai aktivitas okoztang&presszid indukcio (pl. a vazizomzat
glukoz felvételét szabalyoZBLUT4 gén), a mitokondridlis diszfunkcié és az izomrost-

tipus 0sszetételében bekovetkealtozasok allhatnak [41].

1.3.4. A FOLYAMATOS DIABETESZ SPEKTRUMUJ ELMELETE

Az 1-es vagy a 2-es tipusu diabétesz diagnozisdalbén olyan kritériumokon
alapszik, mint a betegség kezdetekori életkor, pergiikémia sulyossaga, a ketdzis
jelenléte, az elhizas mértéke vagy az inzulinp&tédskségessége. A klinikai tinetek

azonban széles hatarok kdzott mozognak, igy a dmggyakran bizonytalan.

Az elmult években szamos jelést kutatasi eredmény hivta fel a figyelmet a

jelenlegi diabétesz klasszifikacids rendszer hidsggaira [42, 43]:

+ A B-sejt specifikus autoantitestek jelenléte egyértietizonyiték a Langerhans-
sziget elleni autoimmunitasra diabéteszben. Isnedgy mind az 1-es, mind a
2-es tipusu diabéteszben kimutathafégejt specifikus autoantitestek, de ezek
megoszlasa eltér Mig T1DM-ben a multiplex autoantitest pozitivit§CA,
GADA, IAA, 1A-2A, ZnT8) a jellem, addig a feldttkori latens autoimmun
diabéteszben az IAA, az IA-2A és a ZnT8 elleni auotdestek ritkdk és
elsssorban ICA vagy GADA egymagaban fordub ¢#44]. Mivel a 2-es tipusu
diabéteszben eddig kimutatott autoantitesteket etiteg T1DM-ben
azonositottak, nem lehet kizarni annak a lé@gét, hogy vannak olyan - eddig
nem azonositott f-sejt autoantitestek, melyek a fenotipusosan T2BM-e

betegekben zajl6 autoimmun folyamatra jellékz

+ Az l-es tipusu diabétesz patogenezisének alapmutmreaktiv T-sejtek altali
szelektiv B-sejt destrukcid, ugyanakkor nemrégiben a 2-es sfipu
diabéteszesekben is a hasnyalmirigyet infiltrAlonimsejteket mutattak ki [45,
46]. A mindkét betegségben igazolt szigetsejt-igaki-sejtek, azaz
»=autoinflammatorikus" sejtek generalta inzulitiselgnléte megésiti, hogy

mind a klasszikus 1-es, mind a fenotipusosan #asu diabéteszes betegekben
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a Langerhans-szigetek elleni autoimmunitas egyétieh jelen van. A
fenotipusosan 2-es tipusu diabéteszes betegekmiltdiiak azt is, hogy a
sziget-reaktiv T-sejtek jelenléte sulyosdbbejt karosodast jelez, mint ha csak
autoantitestek vannak jelen [47]. Ez alatamaszBBM-ben is a sziget-reaktiv
T-sejtek és @-sejt destrukcid kozotti kozvetlen kapcsolat tény#gyanakkor a
B-sejt destrukcio mértéke egyértéiem sulyosbodik a T2DM-es betegékta
felnéttkori T1DM-es betegeken at a klasszikus gyermeakKbes tipusu

diabéteszes betegek iranyaba.

+ A metabolikus szindrobma részét képezlhizas, magas vérnyomas és
diszlipidémia tarsulhat 1-es és 2-es tipusu diasew is. A T2DM
patofiziologiai alapjat jelet inzulinrezisztenciat a homeosztazis modellel
ertékelve és a testtomeg-index-szel korrigalva memtathatd ki kulonbség az
autoimmun eredét LADA és a 2-es tipusu diabéteszes betegek kozZd8f [
Inzulinrezisztenciat 1l-es tipusu diabéteszben mukattak, és igazolt, hogy

eléseqiti a prediabéteszes stadiumbdl a betegséglipgnogressziot [49].

Mindezen eredményeket 6sszegezve - a jelenlepettiaz klasszifikacidés rendszer
hianyossagaibdl kiindulva - sziletett meg déabétesz-spektrum folytonossagat
hangsulyozo6 elméletAz Uj elmélet azt sugallja, hogy a diabéteszjdalaképpen olyan
betegségek tarhaza, amelyek kialakulasaban résztamimmunrendszer. A spektrum
egyik végén a kiterjedt autoimmussejt pusztulassal jaré klasszikus gyermekkori
T1DM Aall, ezt koveti a felttkorban kialakul6 T1IDM és a LADA, mig a spektrum
masik végén a glukoztolerancia korfisgggomlasaval 6sszefliggg nem-autoimmun
fenotipustu T2DM all. A folyamatos diabétesz-spektralmélet az immunrendszgr
sejt karosodasban val6 részvételenek mérteke alapfterencial és figyelmen kivl
hagyja a betegek fenotipusos jelléihzHangsulyozza, hogy az immunrendszer szerepe
a p-sejt destrukcioban altaldnos, de az autoantitesitpan és a reaktiv T-sejtek altal
felismert szigetfehérjékben lé\eltérések igen Iényeges kilonbségeket jelentendk a

es és a 2-es tipusu diabétesz patogenezisében [43].
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1.4. MINOR ES M AJOR GENETIKAI FAKTOROK DIABETESZBEN

1.4.1. Az 1-ES TIPUSU DIABETESZ ALTALAM VIZSGALT GENETIKAI FAKTORAI

1.4.1.1 PTPN22gén (protein tyrosine phosphatase non-receptor 22)

2004-benBottini és munkatarsairtak le eléként, hogy aPTPN22gén rs2476601
jeli polimorfizmusanak minor allélje fokozott rizikoelgnt az 1-es tipusu diabétesz
kialakulasara mind a fehéitii amerikai, mind a szardiniai populaciéban [50]. #szézt
az eredményt szamos flggetlen népcsoport vizsgalatinegedsitették, igy
kimondhato, hogy aPTPN22 gén populacié-fliggetlen modon hajlamosit T1DM
kialakulasara kozel 10%-ban hatarozva meg a beaieigdati genetikai fogékonysagot
[51-53].

A PTPN22gén az 1-es kromoszoma rovid karjan a p13.3-Eyibban talalhato, és
a LYP nevi tirozin foszfatazt kodolja. A LYP fehérje, melylamennyi limfocitaban, a
neutrofil granulocitakban, a monocitdkban, az Nikesden, és a dendritikus sejtekben
expresszalodik, az egyik legeebb T-sejt aktivaciot gatlo faktor. A LYB funkcidja,
hogy a Csk kindz SH3 doménjével kapcsolédva aadetiularis C&'-bearamlas és a
citokin-felszabadulas csokkenését eredmeényezitagz@uppresszalja a T-sejt receptor
szignalizacio mediatorait, az Lck, Fyn és ZAP70akiokat. Emellett a LYP fehérjir
kimutattak, hogy kdidik a Grb2 adaptor molekulahoz és ez a kolcsonhsdéagén
negativ szabalyozo6 szereppel bir a T-sejt szighcbban [54].

A PTPN22gén rs2476601 jélpolimorfizmusa esetén az 1858-as pozicidban egy C-
T nukleotidcsere miatt a LYP fehérjében argininal@l) helyett triptofan (T-allél) épdl
be az aminosavlanc 620-as helyére, ez pedig fatgzakprolin-gazdag régiéban azt a
PxxPxR kéémotivumot, ami dorit jelentisédi a LYP fehérje Csk tirozin kinazhoz és

Grb2 adaptor molekuldhoz valé kdgseben (8. abra).
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Immunprecipitacios kisérletekben igazoltak, hogy aminosavcsere hatasara a
képzdoé koros LYP fehérje funkcidjaban jeléstvaltozas kovetkezik be. A Trp620-as
LYP fehérje alacsonyabb Csk-kdtapacitassal bir, aminek kdvetkeztében a Csk {T-sej

aktivaciot mérséld hatasa is lecsokken (9. abra) [55].
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9. abra: A LYP fehérje funkciéja

Korabbi tanulmanyok mar felhivtak a figyelmet amagy a LYP és a Csk kozotti
kapcsolat lehéwé teszi, hogy ezek az effektorok szinergizmusbatolgk a T-sejt
aktivaciot. A LYP-Csk komplex hianyaban a timuszban T-sejtek egy része
hiperreaktivva valik és ezen autoantigénekre fokkamoreagalé T-sejtek apoptozisa
elmarad. Az autoreaktiv sejtek kijutva a perifaiarkil$ kornyezeti tényey hatdsara
- az autoimmun folyamat elindulasat eredményezh&likaz aPTPN22gén T-allél
oroklése megndveli a hiperreaktiv patogéen T-sejasz kialakulasanak esélyét (10.
abra) [56].
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10. 4bra: APTPN22gén polimorfizmus feltételezett szerepe az autoimmitas
elinditasaban

Szamos tanulmanyban beszamoltal -allélhordozasés a reumatoid artritisz, a
juvenilis reumatoid artritisz, a szisztémas lupesematézusz, a Graves-Basedow kor,
a Hashimoto tireoiditisz, az autoimmun erédAddison-kér és a generalizalt vitiligo
kialakulasa kozotti kapcsolatrél, ami tovabb hamgstra a PTPN22 gén
fehérjetermékének fontossagat az immunfolyamatabayozasaban. Ezek alapjan
feltételezhet, hogy aPTPN22gén jelentheti az egyik k6z6s prediszpondalo faktisb
autoimmun betegség kialakuldséara [57].

1.4.1.2INS gén (insulin gene)

1983-ban egy eset-kontroll vizsgalat azonositotta laes tipusl diabéteszre
hajlamositd inzulin génrégiot, mely becslések stegi genetikai hajlam 10-15%-aért
felelés [58]. Az inzulin génrégiot IDDM2-nek vagiNS-nek is nevezik, markere egy
genetikai polimorfizmus, az INS-VNTR. Az inzulin gé 11-es kromoszéma pl5.5

régidjdban helyezkedik el, e terllet fontos szai@ja a termélds inzulin
mennyiségéenek.
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Tdbb autoantigéit bizonyitottak mar, hogy részt vesz a diabétesagemezisében,
ezek kozul azinzulin az egyetlen, amp-sejt specifikus. Az inzulin polipeptid 51
aminosavbdl all és konzervativ szerkézehutacioi nagyon ritka monogénes diabétesz
formakat okoznak. A T1DM patogenezisében nem azlimzmolekula szerkezeti
variabilitAsanak, hanem a gén éatirodasat szabalgomaoter szakasznak van szerepe,
mely sok genetikailag varidbilis szakaszt tartalnja@]. Az egyik legismertebb a
VNTR régio, mely az inzulin géit 5’ iranyban talalhatd a promoter régiéban és egy
14-15 bazisparbdl allo szekvencia (ACAGGGGTCTGGGGBgghatarozott szamu
ismétbdése. Ezen szakasz isndétseinek a szama alapjan harom csoportba
sorolhatjuk az INS-VNTR-t (11. 4bra).

Inzulin gén régio
Centralis LD régio

IDDM2
4,1kbrégid |
11p15.5 | :
TH INS IGFZ2AS I IGF2 HT19
Kb e et e P
107150 €0 0 80 80 100 110 325
TH mikroszatellita
_ Mspl 13580
900060 il 2301 p
l Py l VMNTR -596 L l
™ INS IGF2
Haplotipus: VNTR: Hphl-23:  T1DM hajlam:
111. osztaly Class I11. - protektiv
1. osztaly Class . + hajlamosité

11. bra: Az inzulin génrégi6 és az 1-es tipusu diatesz hajlam

Az |. osztalybanaz isméibdé szakaszok szama 30-60, ez a révid allélvarians
homozigota formaban (I/1) fokozott diabétesz rizikélent (relativ rizikd ~ 2.0), ezt
jelzi, hogy a diabéteszes betegek kozott 75-85%-bamdul eb, szemben az
atlagpopulacioban észleliéeb0-60%-kal. Alll. osztalybasorolt, 120-170 isméttiést
tartalmazo6 hosszu allélvarians dominans protekdtasu. Az intermedier hosszusdgu
osztalyuallélek nagyon ritkak az eurdpai szarmazasu nfuesakban [60]. A VNTR
szakasz kozelében talalhaté-23Hphl polimorfizmus, mely egy LD-blokkban van az
l. és Ill. osztalyu allélekkel, igy helyettgsinarkerként hasznalhaté a VNTR osztélyok
helyett [61]. Mivel meghatarozasa technikailag kgetvb, ezért a gyakorlatban a
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szomszédos—23Hphl polimorfizmust genotipizalva kulonbséget dehtenni a
hajlamosité és a védallélek kozétt a VNTR szakaszok direkt vizsgalakalkil,
A-23Hphl polimorfizmusA-allélje jelzi a VNTR I. osztalyat, mig &-allél a lll.

osztalyat.

Puglieseés Valfiadis vizsgalatai arra utalnak, hogy az INS-VNTR allélsdssza
egyenesen aranyos az inzulin transzkripcio szietj@vtimuszban. A timusz kdzponti
szerepet jatszik a magzati és Ujszulottkori immiengmcia kialakitasaban. Al.
osztalyl VNTR alléleksetén az inzulin gén atirodasa fokozott a timarszbz pedig
nagyobb aranyban vezet az inzulinspecifikus aukbiheaT-limfocitak negativ
szelekcidjdhoz, igy csokkentifasejt irAnyd autoimmunitas rizikojat. Az INS-VNTR
szabalyozza az inzulin gén szomszédsagaban elketfezGF2 gént is, melynek
fehérjeterméke az IGF-2 fontos szereppel bir alisotés a korai posztnatalis
novekedésben. Ez a fehérje szintén tesdikla timuszban, és kdzrékodik a T-sejtek
érésében és negativ szelekciojabdNTR |. osztalya alléésetén magasabb az IGF-2
expresszio a placentaban, ami fokozza a méheni péNg¢kedést és ezaltal a szlletési
sulyt, mindkét tényenek jelenbsége van a T1DM kialakulasaban. Emellett az IGF-2
immunmodulatoros hatdsanak jelesdége lehet az inzulinspecifikus tolerancia
kialakitasaban is [62, 63].

A finn DIPP tanulmény igazolta, hogy akS I6kusz fontos szerepet jatszik az
inzulin specifikus autoimmunitas inicializalasabéas szabalyozasaban. A VNTR I.
osztalya allél jelenléte fokozza az inzulin autdast (IAA) kialakulasanak esélyét.
Feltehed, hogy az 1-es tipusu diabétesz patogenezisébeid kéhyvonal kilonithet
el: azinzulin gén-fugg és azinzulin génél figgetlen GtvonalAz inzulin géntél fliggé
atvonal esetében az IAA mar kisgyermekkorban megjelenjlakgan 1 éves kor alatt,
ezt koveti a tobbi autoantitest, az ICA, a GADA,IAZ2A kialakulasa, valdsziileg az
.antigén szétterjedés” jelenség (antigen spreadingjvetkeztében. Ennél a
mechanizmusnal a masodlagos antitestek megjeldAdseés inzulin gén-fugg. A
masodik,inzulin géntél figgetlen utvonal esetében IAA nem jelenik meg, azéels
antitest a GADA vagy az ICA és ezt koveti az |1A-[B4].
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1.4.1.3CTLA4 gén (cytotoxic lymphocyte associated antigen-4)

A citotoxikus T-limfocita asszocialt antigén 4-&€TLA4 1996-ban azonositottak,
becslések szerint &TLA4 gén 5%-ban jarul hozza az 1-es tipusu diabétesti ir

genetikai hajlam meghatarozasahoz [65].

A CTLA4 gén 6175 bazispar hosszusagu és a 233 régidladtmatd, négy exont
tartalmaz, és 223 aminosavat kodol. A elgon kodolja a leader peptidet, a masodik a
ligand-kot domeént, a harmadik exon a transzmembran doméngggedik pedig a
citoplazmatikus farkat. A gén a citotoxikus T-linofta asszocialt proteint kodolja, e
fehérjének emberben két izoformaja ismert: az egytkljes hossziusagu CTLA4 (full
length, fICTLA4), ami egy transzmembran glikoprateétmenetileg expresszalddik a
CD4" és CDS8 T-limfocitak, a B-sejtek és a falit timocitak felszinén. A masik
izoforma a szolubilis CTLA4 (soluble, sCTL4), mebyb alternativ splicing
kovetkeztében a harmadik exon kivagédik, igy nemalimazza a transzmembran
domént. A sCTLA4 monomer formaban az inaktiv Tedejtfelszinén talalhatd.
Egerekben és patkanyokban azonositottak egy haknmeaformat is, az ugynevezett
ligand flggetlen (ligand independent, lICTLA4) fana masodik exon kivagdédésa
miatt nem tartalmazza a ligand-&dtomént [66].

A citotoxikus T-limfocita asszociélt proteid funkcidja a T-sejt aktivacio negativ
regulacioja. A CTLA4 receptor egy kis gyakorisageé, nagy affinitasu receptor a T-
sejteken, a B7 molekulaval Kitik az antigén prezentaldé sejtek felszinén, ezen
kostimulacié eredményekeént a T-sejt aktivacio srepgralodik. A T-sejt aktivaciohoz
szikséges jelet a CD28-B7 kapcsolat biztositja. fidga B7 fehérje ismert, a B7.1
(CD80) és a B7.2 (CD86), melyek kulbnkbokotési affinitassal birnak. A B7.1 a
keratinocitakon, dentritikus-, Langerhans-, B- éssejieken, mig a B7.2 a
makrofagokon, vaszkularis endothel-, dentritikussngerhans-, Kupffer-, NK-, B- és
T-sejteken jelenik meg. A CD28 receptorok a T-lioifak felszinén talalhatok. A
CTLA4 és a CD28 fehérjek nagyfoku, korulbelil 30%-ezerkezeti homologiat
mutatnak. A CTLA4 protein azonban 20-50-szer nagyafiinitassal koti a B7.1 és
B7.2-t, ezéltal a T-sejteksfautokrin ndvekedési faktoranak, az IL-2-nek a tezisét
géatolja (12. abra) [67].

40



doi:10.14753/SE.2013.1801

Iass I/ |I TCR \\
7* \ A CTLA4 receptor a CD80
= és/vagy CDB6 iranti kompeticid
( | =—————>| révén csokkenti a CD80/86-
/ CD28 kostimulacio lehetéségét
Q / és ezaltal a T-sejt aktivaciot
b

APC  cD8o y T-sejt
éslvagy ~ N
cD86 S

\
| 4

12. abra: A CTLA protein szerepe a T-sejt aktivacidgatlasaban

Allatkisérletek bizonyitjak, hogy a CTLA4 deficitatilis limfoproliferativ és
autoimmun betegségek kialakulasdhoz és autoreaktiimfocitdk kozvetitette
tébbszervi karosodas kiséretében korai elhaldlazaskzet. A B-sejten végzett B7-
fehérje expresszids vizsgalatok bizonyitjdk, hogCBLA4 kostimulaldé molekuldk
hianya csokkenti a T-limfocitdak apoptdzis irantizé&kenységét, igy &egiti az

autoimmun diabétesz kialakulasat.

Ueda és munkatarsaizsgalata nyoman valt ismertté, hogZaLA4génrégio LD-
tombjén belll taldlhaté 78 SNP kodzul 55 mutat GEggpest az 1-es tipusu diabétesz
kialakulasaval. AA6230G (korabbanCT60-ként leirt) varidns a két CTLA4 izoforma
aranyat szabalyozza, a diabéteszre hajlamositdeGesletén alacsonyabb a szolubilis
CTLA4 molekula aranya [68].

A CTLA4 molekula valészitleg a cellularis immunitas oldalan kapcsolédik be a
T1DM patomechanizmusaba, a pontos mechanizmus amonbem ismert.
Feltételezések szerint@TLA4 gén betegségre hajlamosité varians a CTLA4 receptor
allapotanak fennmaradasat eredmenyezCKA4 génnek tehat fontos szerepe van az

autoimmun valasz inicidlasaban, fenntartasabaergsrtalasaban is [69].
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1.4.1.4HLA génrégié (human leukocyte antigen)

A human leukocita antigéneket a 6-os kromoszoma3pPdgidja, az un. major
hisztokompatibilitasi komplex (MHC) kdédolja, ahdktib mint 100 gén helyezkedik el,
melyeket a kromoszéman val6 elhelyezkedésik ésciajk alapjan tobb osztalyba
soroljdk. Azl. osztalybatartoz6HLA antigének KILA A, B, G megtaladlhatok minden
maggal rendelkdz sejten és a trombocitdkon, szerkezetileg egy eptig lancbol és
egy B.-mikroglobulinbdl alinak, sejtfelszini antigénekaidolnak és CDB8citotoxikus
T-limfocitdkkal reagalnak. All. osztalyd HLA antigének KILA DR, DQ, DB B-
limfocitakon, aktivalt T-sejteken, monocitdkon ésakrofagokon fordulnak é&| ket
polipeptidlancbol allnak, szintén sejtfeliileti aygéiheket kodolnak és CDelper T-
limfocitakkal 1épnek kapcsolatba. Szerkezetileg@ molekulak heterodimerek, melyek
két polipeptid lancat adHLA DQAL és DQB1 gének kodoljak. A diabétesz hajlam
szempontjabol ®QB1 allélek a legmeghatarozdbbak, mivel kézvetlengkré&esznek
az antigén prezentacioban és a T-sejt aktivacibbanhasnyalmirigy p-sejtek
karosodasaban BHLA DQ mellett aDR, DP és aHLA B géneknek van jarulékos
szerepe. All. osztalya HLA gének immunvalasz fehérjéket és a komplement rendsz
egyes faktorait kodoljak (13. abra).

HLA régio

6-0s kromoszoma

Class Il
DP DQ DR 21 C4 B C2 TNF B C A

WE

| H M H HH A |

DPB2 DPA2 DPBI DPAI DNA DOB DQB2DQA2DQBIDQAI DRBI DRB2 DRB3 DRB4 DRAI

Class Il Class |

DP szubrégic DQszubrégié DR szubrégid

13. abra: A humén leukocita antigén génrégio

A HLA poligénes szuperlokuszként hatarozza meg az egyédM iranti
fogékonysagot, a genetikai hajlam 40-50%-aért géraégio felgls. Emiatt jelenleg a
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HLA markerek hasznélatosak a genetikai rizikb megbeést, illetve

populécids#résre [70].

A HLA molekulak hajlamositd vagy protektiv szerepe ajlekdelé torte antigén
prezentacioval magyarazhaté, ezt az egyes molekidakrkezetében rontgen
krisztallografiaval kimutathatd kulonbségek hatadéke meg. E térszerkezeti
kilonbségek hatterében a polipeptidlanc aminosemsdigben ley eltérések allnak,
melyek befolyasoljak &LA molekula stabilitasat, az antigénkoté§seegét és a T-sejt
receptorhoz valo kétés eéssége révén a T-limfocitak aktivaciojat. A timuszlzajlé
sajat antigén prezentacio hatdsara immuntolergboidétre, amennyiben a folyamat
zavart szenved — a hajlamositd gének altal kédadlekulak elégtelen antigén
prezentacioja miatt - a sajat antigénre reagaliinfotitak negativ szelekciéja nem jon
letre. EgyesHLA molekulak pedig a periférian toriénp-sejt ereddi antigén
prezentacioért felékek, mely elindithatja és fenntarthatja az autoimrfmlyamatot (2.
tablazat) [71].

2. tablazat: T1DM kialakulaséat befolyasoloHLA haplotipusok

Magas kockazattal jaré haplotipusok
DR3 DRB1*0301 DQA1*0501 DQB1*0201
DR4 DRB1*0401 DQA1*0301 DQB1*0302

DRB1*0402 DQA1*0301 DQB1*0302
DRB1*0405 DQA1*0301 DQB1*0302

Kozepes kockazattal jar6 haplotipusok
DR1 DRB1*01 DQA1*0101 DQB1*0501
DR8 DRB1*0801 DQA1*0401 DQB1*0402
DR9 DRB1*0901 DQA1*0301 DQB1*0303

Protektiv haplotipusok

Ergs protekcio
DR2 DRB1*1501 DQA1*0102 DQB1*0602
DR6 DRB1*1401 DQA1*0101 DQB1*0503
DR7 DRB1*0701 DQA1*0201 DQB1*0303
Mérseékelt protekcid
DR5 DRB1*1101 DQA1*0501 DQB1*0301
Gyenge protekcid
DR4 DRB1*0401 DQA1*0301 DQB1*0301

DRB1*0403 DQA1*0301 DQB1*0302
DR7 DRB1*0701 DQA1*0201 DQB1*0201
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Bar az 1-es tipusu diabétesz iranti hajlam orokésmte nem koveti a mendeli
szabdlyokat, altalanos szabalyként elfogadott, lrogykorbetegségre hajlamosibA
haplotipusok PRB1*04-DQA1*0301-DQB1*0302, DRB1*03-DQA1*0501-
DQB1*020) hatasa recessziv. modon nyilvanul meg, mig aés eprotektiv
haplotipusok PRB1*1501-DQB1*0602, DRB1*1301-DQB1*0608ominans maodon
viselkednek.

1.4.1.5. Az 1-es tipusu diabéteszre hajlamosito gdnkdzotti kdlcsbnhatas

— /M Protein tirozin kinazok

] gatlas

14. abra: Az 1-es tipust diabéteszre hajlamositd gk szerepe az autoreaktiv CD4T-
limfocitak aktivaciéjaban (APC: antigén prezentélosejt, TCR: T-sejt receptor)

Molekularis szintemmar bizonyitott adbb hajlamosité gének kdlcsbénhatasa az 1-es
tipusu diabétesz patomechanizmusaban. Az antigérepiald sejtek felszinén fev
HLA II. osztalyd molekulak az inzulint, mint autoamtiy bemutatjadk a T-sejt
receptorok felé, ennek hatasara a CD4ejtek aktivalédnak. Az aktivaciéhoz sziikség
van a B7-CD28 molekulak kostimulacidjara is. @VLA4 fehérje kétféleképpen is
gatolja a CD2 T-sejtek aktivaciojat, egyrészt a B7 protein kétédvén kompetitiven
gatolja a CD28 molekulat, masrészt a citoplazmatidameénjének foszfatdz aktivitasa

révén gatolja a protein tirozin kindzokikbdését. APTPN22gén kddolta LYP szintén
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az Src protein tirozin kindzok gétlasa révén mdrsg#KTCR szignalizaciét, ezaltal
gatolva a CDAT-sejt aktivaciot (14. abra) [72, 73].

1.4.2. A 2-ES TIiPUSU DIABETESZ ALTALAM VIZSGALT GENETIKAI FAKTORAI

1.4.2.1. TCF7L2 gén (transcription factor 7-like 2)

2006-ban Grant és munkatarsai a deCODE vizsgalah sdak le @G10S478eli

mikroszatellitat aTCF7L2 génrégidban, ami az izlandi populaciéban hajlatosi
hatassal birt a 2-es tipusu diabétesz kialakulZsapontjabdél [74]. Ké&bb Zeggini és
munkacsoportja tovabb vizsgaltdk a 10q kromoszoOmen erégidjat €s a harmas
intronban azonositottak egy nem kdédolé polimorfisin(rs7903146), mely szorosan
kapcsolt aDG10S478hoz és efs asszociaciot mutat a T2DM-mel [75]. Bar@F7L2
génben azéta szamos polimorfizmust leirtak, azO3¥486 jeli az, amelynek 2-es tipusu
diabétesszel valé szoros kapcsolatat tébb kilGhledzikumu, figgetlen populaciéban
is sikerllt megefsiteni [76-80]. A TCF7L2 gén rs7903146 polimorfizmusanak
hajlamositd alléljére vonatkozd globalis relatizikd 1,46-nak bizonyult, ami a
legeBsebb a jelenleg ismert 2-es tipusu diabétesz g&imit [81].

T6bb tanulmany is részletesen vizsgallBCE7L2gén inzulinszekrécidban betoltott
szerepétShu és munkatarsarrol szamoltak be, hogyTe=CF7L2siRNS (kis interferald
RNS darabok) altali elnémitasa az inzulinszekré&t® szuppressziojahoz vezetett a
Langerhans-szigetekben, mig @&CF7L2 fokozott expresszidja stimulalta az
inzulinelvalasztast [82]Xavier da Silva és munkatarsanegeésitették aTCF7L2
elnémitas glukdz indukalta inzulinelvalasztast @athtasat, de kisérletikbed @F7L2
fokozott expresszidja nem valtoztatta meg az imeldlasztast [83]. Ugyanakkor
bizonyitottak, hogy & CF7L2elnémitasa a magas extracellulariskincentracidltal
kivaltott inzulinszekréciot nem befolyasolta. Kimattbk azt is, hogy &CF7L2 gén
elnémitasa a syntaxin-1 és muncl8-1 exocitotikirrjék szintjét csokkenti, mivel
azonban a fehérjék kilitése a glukoz- és a magasceltlaris K szint altal kivaltott

inzulinszekréciot egyarant gatolja, nem valégzirhogy e fehérjék csokkent
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expresszidja egyedul lenne a féklaz inzulinszekrécid elmaradasaért. A sSierz
tovabb vizsgéltak aTCF7L2 gén szekrécidos defektust okoz6é hatasat sejtfélszin
kapacitas merések révén. Ismert, hogy a normaidimszekréciot kivaltg-sejt akcios
potencial 0,1 masodpercnél rovidebbtattamu. Ha & CF7L2 gént elnémitottak, B-
sejtek 2,5 masodpercig tarté depolarizacidja 4090gs masodpercnél révidebb ideig
tartd depolarizacidja 80%-0s inzulinszekrécid gdtlaredményezett (15.A abra). A
TCF7L2 gén elnémitasa tehat &wrban a rovid depolarizacio okozta
inzulinelvalasztast gatolta, ami azt sugallja, hogyTCF7L2 gén defektusa a
fesziltségfiigh Ca* csatornak eloszlasat befolyasolhatja (15.B aliz)tamasztja ala,
hogy a magas extracellularis Koncentracio okozta tartds depolarizacibGF7L2gén
defektusa esetén is kivaltja az inzulinszekrécit.magas extracellularis K az
intracellularis C&" globalis emelkedése révén valamennyi plazma memtetease-
granulum exocitozisat kivaltja fuggetlenll attohgy kapcsolatban allnak-e vagy sem a
fesziiltségfiigy C&*-csatornakkal (15.C &bra) [84].

GIukoz Rezerv granulumok c
\G)% TCF7L2 génnel
e 24
' Glukéz metabollzmus © y {
Kire ¢AD (o) ) Magas K/
- hosszl impulzus
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© \ TCF7L2 gén nélkil  Glukez/
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Inzulin ® ® ca*

~ (?)
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Membra’n BN©) " Fesziiltségvezérelt
depolarizacio Ca* Ca®* csatorna

s sz

A TCF7L2 gén terméke, a TCF4 protein transzkripcidos faldotk mikodik,
szerkezetében tartalmaz egy DNSékdaomént, mely - a Wnt receptorhoz valo
kapcsolodasara bekovetkeaktivacio utdn — g-katenint koti [85]. A katenin-TCF4
komplex a glikagon génGCG) expresszidjat indukalja, ez a gén kdédolja a
taplalékfelvétel hatasara a bélepitél specifikuseltjeiben elvalasztodod, inkretin

hormonok k&zé tartoz6 GLP-1 fehérjét (glucagon-lpeptid 1) [86]. A GLP-1 az
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inzulinszekréciét serkenti, a glukagonelvalasztdgupprimalja, a gyomoririlést
B-sejtek proliferacidjat is [87]. Ismert, hogy 2-éfpusu diabéteszben szented
betegekben a GLP-1 szekrécidja jetsein csokken, a funkcioja azonban nem
karosodik [88]. ATCF7L2génés a GLP-1 kozotti kapcsolat miatt feltételedhébgy a
TCF7L2 génpolimorfizmusok a karosodott inkretinrendszerére kdzvetlenul -
sejteken keresztul fejtik ki 2-es tipust diabéteshajlamosité hatasukat [89]. A
patomechanizmus teljes részletességében még neert,isen megvaltozott TCF4
termelés és/vagy funkcidé azonban t6bb mechanizmiepjada is diabétesz
kialakuldsahoz vezethet, felmeriltfasejt témeg csokkenésének, az inzulintermelés
és/vagy kibocsatas karosodasanak illetve a GLRghazzacié zavaranak a leldsege

is [90, 91].

Mindezeken tal a Wnt szignalizaciés Utvonal szab&ha az adipogenezist és a
zsirsejtek differencialodaséat is. Kisérlettel igedq hogy a hajlamositdr-allélre
homozigota egyénekben csokkent a zsirszévetbeRCBL2 gén expresszidja. A
legesebb diabetogenitassal biré rs7903146 polimorfiznhagamosito alléljé
kimutattak, hogy nem képes koétni azt az adipociegkgrzorokban képmé GATA3
fehérjét, ami a preadipocita-adipocita atalakutasbalyozza [92].

1.4.2.2.PPARGgeén (peroxisome proliferator-activated receptor gmma)

A PPARGgén a 3-as kromoszoman talalhaté (3p25) és a sdmia proliferaciot
aktivalo receptor gamma fehérjét kodolja, mely reagptorként funkcional és
kulonbod gének transzkripciojat szabalyozza. A @gémitternativ mRNS splicing révén
kétféle fehérje kepgihet: a PPARG1, ami a legtébb szévetben kifejdz és a
PPARG?2 izoforma, ami a zsirszovetre specifikusdssiszerepet jatszik az adipocitak
differencialédasanak szabalyozdsaban. A PPARG j&ehdnizonyos zsirsavak,
prosztanoidok és tiazolidindionok hatasara aktidi&kloes a retinoid-X receptorral
heterodimerizalodva megkoti a DNS specifikusan PREARkeny elemeit, ami

elésegiti szamos célgén transzkripciojat [93].
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A PPARG génben szamos polimorfizmust leirtak (pl. Prol16GVal290Met,
Pro467Leu), de a legnagyobb jel&sdge a nagyon elterjedt, funkcio-csokkenéssel jard
Prol2Ala polimorfizmusnak van, melyetRPARG gén 12. exonjaban a CCA-GCA
missense mutacido eredményez (16. abra). A ProlpAlenorfizmus (rs1801282) a
kodolt aminosavlancban egy prolin-alanin cserét zpkami maodositja a képdo
PPARG2 fehérje funkcidjat [93].

Ligand-fliggetlen DNS-k&ts Ligand-kdtd
aktivacios domain domain
domain
PPAR'}"I |-C 477 aa
PPARYy2 N‘L% ! E }-C 505 aa
Pro12Ala Pro115Gin Val290Met  Pro467Leu
+ Funkcié csdkkenés « Funkcio novekedés » Funkcio vesztés
+ Kisfokl inzulin + Nem inzulin » Nem inzulin
rezisztencia, tilsaly rezisztens, tulsilyos rezisztens, sovany
+ Nagyon gyakori egyenekben egyenekben
« Nagyon ritka « Nagyon ritka

16. abra: APPARGgén mutécidi okozta fehérje variansok

2000-ben igazoltak aPPARG gén Prol2Ala polimorfizmusa és 2-es tipusu
cukorbetegség kozotti kapcsolatot [94], a metaaisadiredménye szerint a vad Pro allél

hordozéasa kozel 1,2-szeresére noveli a diabétekakatot [95].

A PPARG gén Prol2Ala polimorfizmusanak hatasmechanizmugasgalva
feltételezhet, hogy az Ala varians a zsirsejtek transzkripckis/adsat valtoztatja meg,
elsdsorban az inzulinérzékenységet javitja, ami a ig®lfokozott szuppresszidjaban
nyilvanul meg. Ennek eredményeképp csotkken a szasiashv felszabadulds, aminek
kovetkeztében javul a harantcsikolt izomzat és @ imAilinérzékenysége is,6naz
izomszovet glukéz felvétele és csokken a méaj glukilzocsatasa. A Prol2Ala
polimorfizmus inzulinérzékenységre gyakorolt hatadéltehetleg valamely, a
zsirszOvet altal termelt és a PPARG transzkripkagrollja alatt allé adipocitokin (pl.

TNF-a, rezisztin, adiponektin) kozvetiti.
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A PPARG aktivatorokrdl kimutattak, hogysskgitik a preadipocitak kis zsirsejtekké
tortérs differencidlodasat, melynek sorafi a lipoproteinlipdz, a zsirsavtranszportélo
protein (FATP) és az acil-CoA-szintetaz enzimekeétdo, lipogén génszakaszok
expresszioja. A PPARG-aktivitas ndovekedésévilanzsirraktarozasra alkalmas érett
zsirsejtek szdma. Az Ujonnan differencialodott, uimszenzitiv, kis zsirsejtek
megjelenésével iha zsirtarolasi kapacitas és csokken a plazma dzatiassav szint
[37].

Ellentmondasosnakimhet, hogy @PARGProl2Ala polimorfizmus miatti csékkent
transzkripcids aktivithsa éesRPARGfarmakoldgiai aktivaldsa (tiazolidindion altal) is
javitja az inzulinérzékenységet, a magyarazat abdjk, hogy eltéé6 metabolikus utak
kozvetitik a PPARG szuprafiziolégias stimuléltan (tiazolidindion) émérsékelten

csokkent (Prol2Ala polimorfizmus) hatasat [93].

1.4.2.3.CDKN2A/2B gén(cyclin-dependent kinase inhibitor 2A and 2B)

A CDKN2A és aCDKN2B a 9-es kromoszOma p21 régidjaban talalhatdo tumor
szuppresszor gének, fehérjeterméketk ftinkcibja a CDK4, CDK6 ciklin-fligg
kindzok és a p53 tumor szuppresszor protein gafé8h A gének kozelében lév
rs10811661 polimorfizmus pontos hatasa még nemrisrde feltételezhét hogy
kozvetlenil befolyasolja @DKN2A/2Bgén niikbdéseét.

Bar a Langerhans-szigetekbeifi-aejt proliferacié a szlletés utan csokken, asteln
életben ap-sejt proliferacio feltehéen szerepet jatszik az inzulinrezisztencia miatt
megndvekedett inzulinigényhez val6é alkalmazkodaskagerekben aCdkn2a gén
fokozott expresszidja csokkefitsejt regeneralodassal jar az életkafrethaladtaval
(82). ACdkn2agén hajlamosito alléljének hordozasa a Cdk4 fetegnetk mennyiségi
csokkenésével, #-sejtek proliferaciojanak karosodasaval ég-asejtek tdmegének
csokkenésével jart, mig Cdk4 fehérje teljes hiaroukorbetegség kialakulasat
eredményezte [97, 98]. A hattérben epigenetikaiashafeltetelezhét mert ids
egerekben &dkn2aés azEzh2 (hiszton-metiltranszferaz) géenek fokozott expre&gaz

egybeesett a gének csokkent hiszton trimetilacabjpdd .
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Egészséges emberekben kimutattdk, hogyCRKN2A/2B gén hajlamosité T
alléljének hordozasa a glikéz indukalta inzulinkibocsatasosaddasahoz vezet [99,
100]. Az azonban nem ismert, hogy emberben ez a variahangerhans-szigetek

csokkent3-sejt proliferaciojaval jar-e.

1.4.2.4. A 2-es tipusu diabéteszre hajlamositd génigzotti kdlcsdnhatas

A 2-es tipusu diabétesz rizikd variansaira vonaikazsgalatok azt mutattak, hogy a
legtébb gén az inzulinszekrécid helyett az inzwdidls zavarat okozza,pasejt funkcié
(pl. TCF7L2, KCNJ11 MTNR1Bgén), aB-ttmeg CDKN2A/2B, CDKLAL gén) vagy
esetleg mindkedt 6roklott rendellenessége kritikus a betegség irapyogresszio
szempontjabol. Az efgllegesen az inzulinhatast befolyasolo l6kuszok idsEigdh
(pl. FTO gén) és az elhizastdl fuggetlen BPARG IRS1gén) mechanizmusok révén
vesznek részt a patomechanizmusban (17. abra) [40].

CDKN2AI2B, TCF7L2, KCNJI 1,
CDKLA| MTNRIB FTO PPARG, IRSI
v y 4
" . Obezitastol
Csdldeent B-sejt B-sejt diszfunkcié Obezitds fuggetien
tomeg inzulinrezisztencia
Csbkkent inzulin Inzulin-
szekrécio rezisztencia

2-es tipusu
diabétesz

17. &bra: A 2-es tipusu diabéteszre hajlamositd gék szerepe a patomechanizmusban

A legjelentsebb 2-es tipusu diabéteszre hajlamositdo génekl KOALCF7L2 az
SLC30A8és aCDKN2A/2Ba Wnt jelatviteli-, a cinktranszport, valamint @jtsiklus
szabdlyozasi utvonalhoz kapcsolédnak, ami arra, iady ezeknek a funkcidknak

fontos szerepik van a normdisejt mikédés meghatarozasaban [40].
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2. CELKIT UZESEK

2.1. ROVID OSSZEFOGLALAS

Munkdm sordn asszociaciés analizisen alapulé eset-kontrak klinikai
vizsgélatokatégeztem.

Az eset-kontroll vizsgalatok elsidleges célja az ismert genetikai determinansok
diabetogén hatasanak felmérése volt a kiulohlababétesz formakban a magyar és az
eurdpai populacidkban. Vizsgaltam a hajlamosito egkai varidnsok geografiai
variabilitasat, a génhatasolésségének az egyes diabétesz tipusok kozotti asépad

népcsoportokon beldli heterogenitasat.

A klinikai vizsgalatok célja a klinikai tényedk (életkor, nem, testtdbmeg-index) és a
genetikai faktorok diabetogén hat&ssege, illetve a hajlamosité génvarians hordozésa
és a diabétesz progresszié (C-peptid értekkehpeiddt rezidudli$-sejt funkcio) kdzotti

lehetséges 6sszefliggés elemzése volt.

Bar a Kklinikai genetikai vizsgalatok d@ein populacid-genetikai jeleigeggel
birnak, egy ritka autoimmun triasz esetén a koz@slipzponalé genetikai faktorok
meghatarozasa soran letstgem nyilt eggsettanulmanykeretében is megvizsgalni a
génkolcsdnhatasok betegség-fenotipusra gyakoroiplex hatasat.

2.2.A VIZSGALATOK RESZLETES ISMERTETESE

1. vizsgalat: A latens autoimmun diabétesz genetikaatterének vizsgalata

Elméleti hattér: A jelenleg érvényes klasszifikacid szerint a &tkori latens
autoimmun diabétesz az 1-es tipusu cukorbetegss lprogresszioju alcsoportja.
Ugyanakkor a LADA fenotipusosan inkdbb a 2-es fipuskorbetegséghez hasonlit és a
legujabb genetikai kutatdsogoran felmerilt, hogya 2-es tipusu cukorbetegségre
hajlamosit6 TCF7L2 génvariansa noveli a LADA kialakulasanak kockazasatAz

eurdpai populaciokra vonatkozo genetikai vizsgda&i@dményei ellentmondasosak.
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Feltett kérdések:

1. A 2-es tipusu diabétesszel legmrbben asszocialodRCF7L2gén rs7903146
CDKN2A/2B gén rs10811661es PPARG gén rs1801282polimorfizmusai
hajlamositanak-e felittkori latens autoimmun diabéteszre a magyar
populaciéban?

2. A TCF7L2gén rs790314polimorfizmusavaléban hozzajarul-e gelnéttkori

latens autoimmun diabétesz kialakulasahoz az eusapemazasu egyénekben?

3. Avizsgalt génvariansok és a betegek klinikai adaiattt van-e dsszefliggés?

2. vizsgalat: A 2-es tipusu diabétesz genetikai hatének vizsgalata

Elméleti hattér: A 2-es tipusu cukorbetegség poligénes @idd€i korkép, eddig
0sszesen mintegy 40 I6kuszt hoztak kapcsolatba tegéey kialakulasaval. Ezek
alacsony penetranciaju, 6nmagukban csekély diabetopatassal biré gének,
melyeknek populéaciés variancigja széles hataroktt@aozog.

Feltett kérdések:
1. A GWA vizsgéalatok eredménye szerint a 2-es tipuabéatesszel legésebben
asszocialodoff CF7L2gén rs7903148CDKN2A/2Bgén rs1081166&sPPARG
gén rs1801282polimorfizmusok hajlamositanak-e 2-es tipust died&re a
magyar populacidban?
2. Avizsgalt génvariansok és a betegek klinikai adaiattt van-e dsszefliggés?
3. Milyen a TCF7L2 gén geografiai variabilitasa és a génhatasoésstgének

heterogenitasa az egyes diabétesz tipusok koztdgtveil az eurdpai
népcsoportokon belll?

3. vizsgalat: Az 1-es tipusu diabétesz genetikai thérének vizsgalata

Elméleti hattér:Az 1-es tipusu cukorbetegség poligénes @iddi korkép, eddig 41
I6kuszt hoztak kapcsolatba a betegség kialakulds@vaHLA-DQ-DR poligénes

szuperlokuszként a csaladi halmozddasok 40-50%fd@lés. A minor génvariansok
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kozul azinzulin génés aPTPN22gén becslések szerint tovabbi 15%-ban hatarozga me
a betegség iranti fogékonysagot.

Feltett kérdések:

1. Az inzulin gén rs689 és aPTPN22 gén rs2476601 polimorfizmusok
hajlamositanak-e 1-es tipusu diabéteszre a magyalgcrioban?

2. Avizsgalt génvariansok és a betegek klinikai adaiattt van-e dsszefliggés?

4. vizsgalat: Egy autoimmun betegseégtriasz genetikhatterének vizsgalata

Elméleti hattér: Az autoimmun betegségek genetikai és kornyezektorfak
kdlcsdonhatasa soran akkor alakulnak ki, ha az imemdszer rikddészavara miatt a
sajat antigének felismerése hibasan térténik égja antigén iranti immuntolerancia
elveszik. Az autoimmun betegségek tarsulasi hajlamaert, de autoimmun
betegségtriasz kialakulasa megléiken ritka.

Feltett kérdés:

1. Milyen a major és a minor genetikai faktorok betegségifpne kialakitasban

jatszott szerepe?
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3. MODSZEREK

3.1. A VIZSGALT POPULACIOK JELLEMZ Ol

3.1.1. BETEGEK ES DIAGNOSZTIKAI KRITERIUMOK

Diagnosztikai kritériumok: Valamennyi betegcsoport diagnézisa a WHO 1998 6ta
érvényben le§ irdnyelvein alapult [101].

+ 1-es tipust diabétesz:a diagndzis feldllitasakor a betegek 15 évesnél
fiatalabbak voltak és klasszikus diabéteszes tupetenutattak (poliuria,
polidipszia, polifagia, testsulycsokkenés), az éhsnérum C-peptid szintjik a
normalisnal alacsonyabb volt (<0,35 nmol/l vagy 08Lnhg/ml), a diagnozis
felallitasatdl kezdve azonnal inzulinterapiat igéltgk és legalabb egfy-sejt
autoimmunitasi markerre (ICA, GADA, 1AA, IA-2A) paivnak bizonyultak.

Az 1. és a3. vizsgélatbara Semmelweis Egyetem |. Sz. Gyermekgydgyaszati
Klinikdn 1-es tipusu diabétesszel Ujonnan diagmmdEztgyermek klinikai és
genetikai adatait elemeztem. A vizsgalatbaregy, a Gyulai Pandy Kalman
Korhaz Gyermekgyogyaszati Osztalyan gondozott ggkradatait hasznaltam
fel. Az 0Osszes beteg szerepelt Magyar Gyermekdiabetes Regiszter
adatbézisdban is, mely része BRODIAB nemzetk6zi gyermekkori 1-es
tipusu diabétesz epidemioldgiai hal6zatanak.

+ Felnéttkori latens autoimmun diabétesz: a betegek 35 éves vagydskbb
életkoruak voltak, a diabétesz-asszocialt autaestak (ICA, GADA, I1AA, IA-
2A) kozul legaldbb egy pozitiv volt és nem kaptakulint a cukorbetegség
diagnozisat koveété honapon belil.

Az 1. és a2. vizsgalatbarszerepd LADA betegeket a Semmelweis Egyetem Il

Sz. Belgyogyaszati Klinikan diagnosztizaltak esamriak.

4 2-es tipusu diabétesz:a betegek 35 évesnéloégkbbek voltak, autoantitest
vizsgalatuk negativ lett, anamnézisikben nem seHrdgtonuria és/vagy

ketoacidozis, terapiajuk kezddttiétara és oralis antidiabetikumokra épult.
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Az 1. és a 2. vizsgalatbanszereph 2-es tipusu diabéteszes betegeket a
Semmelweis Egyetem lll. Sz. Belgyogyaszati Klinikhagnosztizaltak és/vagy
gondoztak.

3.1.2. KONTROLLOK

Valamennyi vizsgalatban szefdbeteg és kontroll személy eurdpai szarmazasu volt
(3. tAblazat).

3. tblazat: A vizsgalatokba bevont beteg- és konttipopuléaciok

Vizsgalat b Vizsgalt Vizsgalt gének Vlgsgalat Betegek  Kontrollok
etegcsoport tipusa
211 LADA,
TCF7L2 eset-kontroll 545 T1DM 1497
1. LADA CDKN2A/2B
PPARG metaanalizis 999 LADA, 5358
1880 T1DM 5163
TCF7L2 eset-kontroll 1297 T2DM 1497
2. T2DM CDKN2A/2B
PPARG metaanalizis 4529 T2DM 5163
eset-kontroll 572 T1DM 236
PTPN22
3. T1DM INS
eset-kontroll 207 T1DM 136
autoimmun HLADRBI-DQAI-DQBL, ..
4 triasz PTPN22 tanulman 1 eset )
CTLA4 y

Az 1-3. eset-kontroll vizsgalatok magyar részéaentroll populaciot nem rokon,
anyagcsere-egészségesnek tartott magyar véradd@ezté&p A mintagiijtéshez az
Orszagos Vérellaté Szolgéalat és az Egészségugyrandyos Tanacs Tudomanyos és
Kutatasetikai Bizottsaga is hozzajarult (ETT TUKE&)gedély szama: 88/KO/2005

kiegészités). A vérvételek Budai Regionalis Vérellatd Kozpor{ill3 Budapest,

55



doi:10.14753/SE.2013.1801

Karolina ut 19-21.) altal szervezett nyilvdnos d&sok keretében torténtek. Minden, a
genetikai vizsgalatba beleegyevéradd egy kérdlvet toltott ki, melyben a személyes
adatok (életkor, nem és szarmazas) mellett raktatez véradd sajat és az cels
/mésodfokd rokonainak anamnézisére. Anyagcsereze@gasnek tekintettem azokat a
személyeket, akiknek sajat, vagy éelmasodfokd rokonai anamnézisében nem
szerepelt semmilyen tipusu diabétesz, autoimmuegbéy vagy genetikai szindroma,
és akiknél az éhomi vércukorérték normalis tartoyban (3,5-5,3 mmol/l) volt. Ezt
kovetben a vizsgalatban résztveweradoknal antropometriai mérésekre (testsuly,

testmagassag) kerdlt sor.

Az 1.és2. vizsgalat metaanalizisébarkontrollok a vizsgalatban résztwéesrszagok

anyagcsere-egéeszséges tagjai kdzul keriltek ki.

A 4. vizsgalathonem volt sziikség kontroll csoportra.

3.1.3. KLINIKAI ADATOK

A szérumC-peptid szint meghatarozasa a diabétesz diagndzisakamiéghmtabadl,
radioimmunoassay segitségével tértént, normaltsrténynak a 0,35-1,15 nmol/l (Sl
egység, ami megfelel 1,05-3,45 ng/ml-nek) kozeérekeket tekintettem.

A glikalt hemoglobin A;c (HbA:;9) koncentracidjanak mérése turbidimetrias

immuninhibicios moédszerrel tortént, a normalis i€#é6% volt.

A testtdmeg-indexet (BMI) a testsuly(kg)/testmagassagfmképlet alapjan
szamoltam. A BMI adatokat felttek €s gyermekek esetén is a WHO klasszifikacids

rendszere alapjan osztottam két csoportba:

4 nem-tdlsilyos egyének: feltieknélBMI < 25 kg/nf, gyermekeknél BMI <
+1SD,

+ tllstlyos egyének: felitteknél BMI > 25 kg/nf, gyermekeknél BMI>
+1SD.
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3.1.4. VIZSGALATI KORULMENYEK

Megfeleb tajékoztatas utan a genetikai vizsgalatba valayie@sztvey illetve a
gyermekek esetén térvényes képuigel is beleegyezett. A vizsgalatokat az Orvosok
Vilagszovetsége Helsinki Deklaraciojanak alapeleaibfoglaltaknak megfeléén
végeztem(Helsinki Declaration, sixth revision 2008.fs azokat az ETT TUKEB

(engedély szama: 88/K0O/2005) is engedélyezte.

A diabéteszes betegéktes a kontroll személyeiit4 ml EDTA-val vagy citrattal
antikoaguldlt periférias vér kerult levételre, Veafe™ és BD Vacutainer™ zart
vérvételi rendszer hasznalataval. A mintdkat fethakisig -20°C-on taroltam.

A kontroll és a diabéteszes személyek klinikai @segikai adatainak tarolasahoz és
kiértékeléséhez Microsoft Access adatbazist hatamalValamennyi mintat anonim
modon, kdéddal ellatva kezeltem. A kéd a diabétégastt jeld négy karakterdl és
négyjegyt sorszambdl allt (pl. TIDMO000O1, LADA0623, T2DM1234A kontroll
mintak kédjaban az OVSZ gt utan szerepelt a négyjeggorszam (pl. OVSZ0051).

3.2. GENETIKAI VIZSGALATOK

3.2.1. DNSIzOLALAS

A DNS izolalasstandard kis6zasos moédszerretortént, melyhez minden esetben
EDTA-val vagy citrattal alvadasgatolt 4 ml peri&ivért hasznaltam. A munka soran
sterilizalt eszkdzokkel dolgoztam. A -20°C-on térolérmintak esetén gyors
olvasztassal és alapos keveréssel értem el a nsilglk minél kisebb mérték
sérulését és a mintdk homogenizalasat. A sejti#i€tos vorosvértedizis pufferrel
végeztem, majd a mintakatoRanTA centrifugaval 2500 rpm-en, 4°C-on 10 percig
centrifugaltam. A fellluszOHaemosol oldatbarsemlegesitettem. A mosasi |épéseket
ultratiszta vizzelégeztem, kézben a mintakabBUGEPICO centrifugaval 13000 rpm-

en, szobabmeérsekleten 1 percig centrifugaltam. A mosasi lg@éeklig ismételtem,
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amig az uUledék homogén, lazac #iziett. A biologiai membranok megbontdsa és az
enzimes emészté¥oteinase-K mihozzaadasaval tortént, mely az endogén nukledzok
inaktivalasadhoz sziikséges komplexanst is tartabméziintakat 15 percig inkubaltam
55°C-on DRI-BLock DB3 szaraz inkubatorbanA fehérjéket szelektiv kicsapassal
tavolitottam el 5 M NaCl-oldat alkalmazaséaval, ezt koven BOFUGEPICO
centrifugaval 13000 rpm-en, 5 perc szolsmhérsékleten torténcentrifugélas utan a
nukleinsavak a felliliszéba szeparalodtak. A felidtisj Eppendorf cibe pipettaztam,
majd 99,5%-0s, 4°C-ostanol hozzaadasaval precipitaltam a DNS-t. A lathatdé BNS
70%-0s 4°C-ostanolbaathelyezve rehidratéltam. Az alkohol leszivasa @#aDNS-t
37°C-on szaraz inkubatorban addig szaritottam, amiglkohol teljesen elpéarolgott.
Ekkor a DNS-t TE-ben feloldottam, majd 37°C-on szaraz inkubatorban kbdva

inkubaltam a teljes beoldddasig (4. tablazat).

4. tablazat: A DNS izolalas soran hasznalt oldatoksszetétele

Név Osszetetk
Haemosol oldat 5 v/iv% Haemosol solutidncsapviz
Lizis puffer 12 mM Tris-HCI, 320 mM szacharoz, 1% Triton-X-1G0mM
b MgCl,, MQ viz, pH 7,5
Proteinase-K mix Proteinase-K puffer, 0,08 ng/ml Proteinase-20% SDS, MQ viz

Proteinase-K puffer 350 mM NacCl, 120 mM EDTA, MQ viz, pH 7,5

TE 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA pH 7,5

3.2.2. DNSKVANTITALAS

A DNS koncentracié meghatarozasahoz Quant-iT™ Riees dsDNA Assay Kit-
ef hasznaltam [102].

Elsd 1épésben 96 Iyuku plate-ben 50-szeresre higitotamintakat, majd egy
éjszakan at 37°C-on inkubaltam. Masodik Iépésbesz2bosra higitottam a mintékat,
igy a végs higitas 1000-szeres lett. Az 6sszemérést duplikdam vegeztem. Higitasi

sort készitettem a gyarto altal biztosittlDNS toérzsoldatbdl. Minden mintahoz és a
58



doi:10.14753/SE.2013.1801

higitasi sorhoz PicoGreen oldatot (TE-vel 200-sg@digitott PicoGreen tdrzsoldat)
adtam, a plate-ket EDFIA PLATESHAKE-kel” 5 percig razattam, majd a mintak
fluoreszcens jelét IGAMELEON MULTILABEL DETECTION PLATFORM platereader-éh

meértem le (exmisszid: 485 nm, emisszio: 545 nmkofcentracid meghatarozasa a

standard higitési sor alapjan tortént (18. abra).

Fluoreszcencia 485 nm ({itésszam x1000)
400

350 4 O

3004 y =1305,7x + 523
R?=0,993
250 4
200 1
150 4

100 4

50 4

0 50 100 150 200 250 300

DNS (ng)

18. dbra: A DNS koncentracié meghatarozasahoz hasaim standard higitasi sor

3.2.3. GENOTIPIZALAS

3.2.3.1. BoMAN®ASSAY

A PTPN22 az INS a CTLA4 a TCF7L2 a CDKN2A/2B és aPPARG gén
polimorfizmusainak vizsgalatdhoz TagMarSNP Genotyping Assay?t hasznéltam
(19. 4bra).

Az elére gyartottmaster mixnagy feleslegben tartalmazza a Taq DNS polimeeazt,
négy dezoxi-ribonukleozid-trifoszfatot és a reakcaptimalis végbemeneteléhez

szikséges anyagokat. Az adott polimorfizmusra §gasi genotyping assay
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tartalmazza a forward és reverse primereket, valamifluoreszcens festékkel jeldlt
allélspecifikus oligonukleotid prébakat.

A probakat az adott SNP két allélvariansahoz teékezaz 5’ véguket VIC vagy
FAM fluoreszcens festékkel jelolték, a 3’ végikredig a fluoreszcens jelet elngel
quenchert kotottek. A prébédkat ugynevezett Minorodye Binderrel (MGB)
stabilizaltak. A forward primer az antisense DN&llsaz, a reverse primer a sense DNS
szalhoz hibridizal. A probak allélspecifikusan d&dinek a DNS-hez. Amennyiben
létrejon az allélspecifikus kédés, a Taqg DNS polimeraz a prébahoz érve 5’ nukleaz
aktivitas révén elhasitja a probét, igy a festékvelodik a quencheit és fluoreszcens
jel detektalhaté. Ha nem jon létre az allélspeadikhibridizacié, akkor a préba nem
hasitédik, igy mivel a probakon keviesték és a quencher kozel helyezkednek el

egymashoz, a quencher elnyeli a fluoreszcens[jE0&].

HGE

Forward Frimer @ Probe {\.-;gh"n

+— 5

Rewerse Frimear

LR

S, e

S i
T T TR
i . | .

Mismatoh
N {r}
ajlele e e = %\\\ (=E)
o ), —°
2 I i O O I N
Match Mismabch
Legend
¥ Flugrescent Probe @ Reparter
B Fluorescent Probe HGB? Minor Groove Binder
@] Cruencher rag DMA Polymerase

19. 4bra: A TagMan® genotipizal6 assay nikodési elve

A PCR reakcioelegyet a gyarto javaslatai szerilitoflam 6ssze 96 lyuku, fekete
ThermoFast plate-ekbefy mintanként 20 ng genomialis DNS felhasznalasawaiden

mintat duplikdtumban vizsgdA mintak amplifikalasBNA Engine Dyad Delier
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Thermal Cyclel* késziilékben végeztem. dgenaturélast, majd a minta térfogatatol
fuggéen (5 ul vagy 15ul) 52 illetve 40, két Iépésih allo ciklust alkalmaztam (5.

tablazat).

5. tblazat: A kilonb6z térfogatd PCR reakcio elegyek dsszetétele

Reagens Torzsoldat Végsh Lvuk Torzsoldat Végsdh Lvuk
9 koncentracio koncentracio y koncentracié koncentracié
Master Mix 2X 1x 7,5 2X 1x 2,491
Genotyping 20x 0,5x 0,375l 20x 0,5x 0,178l
Assay

MQ viz - - 6,125 - - 1,375d
DNS 20ngpu 20ng/lyuk Jul 20ngf 20ng/lyuk Jul
Térfogat - - 15ul - - 5ul

Az elsdenaturalas soran 95°C-on 10 perc alatt megtoe&renzimaktivacio és a
DNS lancok szétvalasa. Ezt koéenh a ciklus soran az éldépésben 92°C-on, 15
masodperc alatt a lancok véglegesen szétvaltakafgi€tio), a masodik lepésben 1
perc alatt 60°C-on a primerek Kdtek (annealing), és a DNS szintézis (elongacid) is
végbement. A ciklus végén a mintakat 7°C-iitdtte a készllék (6. a, b tablazat).

A mintak fluorimetrias detektalasat HEMELEON MULTILABEL DETECTION
PLATFORM platereaderr@lvégeztem, a fluoreszcens festékekre jelleraxzcitacios és
emisszios hullamhosszokon (VIC: ex/em: 532/560 RAV: ex/em: 485/535 nm). A
hattérzaj meghatarozasahoz no template controltCjNfiasznéltam, ami TagMan
master mixet €s genotipizald assay-t tartalmaBttS mintat azonban nem. Ebben az
esetben is duplikatumban dolgoztam, a detektakékt atlagaval szamoltam. A kapott
jellzaj ardanyokat koordinaciés rendszerben abramgliahol az abszcisszan a VIC, az
ordindtdn pedig a FAM festékre jelletnjel/zaj arany lathatd. Bar a harom genotipus
csoport (két homozigéta é€s egy heterozigéta) jalik@tarolhatd, mégis a preciz
szamolashoz szikséges egy jel/zaj hatarvonal maghpzamely folotti értekeket
emelkedett jelintenzitasnak tekinthetjik. Azokamintékat, amelyek a hatarvonalra
vagy az alé estek Ujragenotipizaltam (20. &bra).
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6. a tdbldzat: A PCR reakciok korilményei az 1-edpusu diabétesz-asszociélt gének esetén

Vizsgalt gén PTPN22 gén INS gén CTLA4 gén
SNP azonosité rs2476601 rs689 rs3087243
Lokalizacio Chr.1:114377568 Chr.11: 2182224 Chr.2: 204738919
. CIT, tranzicibs  A/T, transzverziés A/G, tranziciés
SNP tipus S o s
szubsztitlcio szubsztitucio szubsztitucio
OMIM szam 600716 176730 123890

ACCACAATAAA CATGGCAGAAG TCTTCACCACTA
TGATTCAGGTGT GACAGTGATCT TTTGGGATATAA

VIC/FAM préba CC[CITITACAGG GGJA/T]GACAG CIA/G]TGGGTTA
AAGTGGAGGGG GCAGGGCTGAG ACACAGACATA
GGATTTCA GCAGGCTGA GCAGTCC
PCR koérilmények
= ciklusszam 40 ciklus 52 ciklus 40 ciklus
= elédenaturacio 95°C — 10 min 95°C — 10 min 95°C — 10 min
= denaturacio 92°C — 15 sec 92°C — 15 sec 92°C — 15 sec
» annealing, elongacio  60°C — 1 min 60°C — 1 min 60°C — 1 min
» térfogat 15l 5ul 15yl

6. btablazat: A PCR reakcidk kortlményei a 2-es tipuswiabétesz-asszocialt gének esetén

Vizsgalt gén TCF7L2 gén CDKN2A/2B gén PPARG gén
SNP azonositd rs7903146 rs10811661 rs1801282
Lokalizacio Chr.10:114758349 Chr.9:22134094 Chr.3:12393125
SNP tipus CIT, tranzicios CIT, tranzicios  C/G, transzverziés
P szubsztitlciod szubsztitlcio szubsztitlciod
OMIM szam 602228 600160 601487
VIC/FAM préba TAGAGAGCTAA CAGCTCACCTCC AACTCTGGGAG

GCACTTTTTAGA AGCTTTAGTTTT ATTCTCCTATTG
TA[C/T]TATATA C[C/T]CATGACA AC[C/G]CAGAAA
ATTTAATTGCCG GTAAGTCTATTA GCGATTCCTTCA

TATGAGG CCCTCC CTGATAC
PCR koriilmények
= ciklusszam 40 ciklus 52 ciklus 52 ciklus
= elédenaturacid 95°C — 10 min 95°C — 10 min 95°C — 10 min
= denaturéacio 92°C — 15 sec 92°C — 15 sec 92°C — 15 sec
= annealing, elongaci6 60°C — 1 min 60°C — 1 min 60°C — 1 min
= térfogat 15yl 5ul 5l
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INS gén -23Hphl CTLA4 gén A6230G
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20. abra VIC és FAM festékekre jellem# jel/zaj aranyok az egyes gén-polimorfizmusok

esetén
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3.2.3.2. DELFIA AssAY

A HLA DQB1 meghatarozds lanthanoid alapu oligonukleotid dibélassal,
DELFIA (dissociation-enhanced lanthanide fluoro-iomnassay) modszerrel tortént.
Ennek 6bb lépései: 1. polimeraz lancreakcio (PCR) soramtirbialt primerekkel
tortérs amplifikacio, 2. PCR termékek kikdtése sztreptanad felszinre, denaturacio,
3. hibridizacié lanthanoid alapu oligonukleotid péikal, 4. mosas, enhancement és
TRF méreés (21. abra).

DNS minta ===) PCR amplifikacié biotinilalt univerzalis primerekkel ==)

kontroll

DQB1 proba
specifikus Tb
proba
/ S IR v
=) St <(Th)>
bi bi I/ v
AA /A 2N
PCR termék kikotése Hibridizacié specifikus Mosas,
sztreptavidines probakkal enhancement, TRF
felszinre, denaturacié mérés

21. abra: A DELFIA Assay miikodési elve

Vizsgalati korilmények: a reakcidelegyet ThermoF&s©6 lyuku plate-kbeh
allitottam 6ssze, majd Microseal-A filmm&kartam le azokat. A mintak amplifikalasat
DNA ENGINE DYAD® DELIER THERMAL CYcLER késziilékben végeztem. A mintat
duplikatumban vizsgaltam. Aeakcidelegy Taq polimeraZt, Hybridization Buffer
oldatot® dNTP mixet® betaine-t, MgGtot, DQB1 primereket® és DNS-t tartalmazott
(7. a, b tAblazat).

7. a tdbldzat: Az alkalmazott primerek

Primerek Szekvencia
WO-34(* 5'-Biotin- GCA TGT GCT ACT TCA CCA ACG -3’
BIO-351"° 5'-Biotin- CCT TCT GGC TGT TCC AGT ACT -3’

64



doi:10.14753/SE.2013.1801

7. b tdbldzat: AHLA DQB1 PCR reakcibéelegy

Reagens Torzsoldat koncentracio Végs koncentracido  Lyuk
Hybridization Buffer ** 10x 1x 11,0ul
dNTP mix* 10 mM 0,2 mM 2,2
Betaine 5M 1,5M 33,0ul
MgCl, 25 mM 3 mM 13,21
Wo-34(" 2 uM 0,2 uM 11,04l
Bio-351" 2 uM 0,2 uM 11,04l
MQ viz - - 27,3ul
Taq polimeraz™ 5 Ulul 1,5 U/110ul 0,3ul
DNS 20 ng/ml - 1,Qul

Az amplifikaciés hiba felismerésére ismddtQB1 alléli kontroll mintdkat a
hattérzaj meghatarozasdhoz pedijankot hasznaltam, ami csak PCR mixet

tartalmazott, DNS mintat nem.

Amplifikacié és PCR program: az ebdenaturalas 95°C-on 6 percig, 55°C-on 4
percig és 73°C-on 2 percig tartott, mely alatt migént az enzimaktivacié és a DNS
lancok szétvalasa. Ezt 39 ciklus kovette, mely sama el$ lépésben 95°C-on, 50
masodperc alatt a lancok véglegesen szétvaltakafgi€tio), a masodik lepésben 1
perc alatt 55°C-on a biotinnal jeldlt primerek &ditek (annealing), majd asmérséklet
méasodpercenként 0,5°C-ot emelkedett és 73°C-omclllemasodperc alatt végbement
a DNS szintézis (elongacid) is. A ciklus végén magyassan, 0,02°C/masodperces

sebességgel szolaherseékletre fitbtte a mintakat a készulek.

Hibridizacio: az egyszalud, biotinnal jelolt PCR termékeHgbridization Buffer-
rel'” egytitt 96 lyuk( BLFIA Streptavidin Microtitration Stript-ré vittem fel, majd
Microseal-A filmmel® lefedve ELFIA PLATESHAKE-kel” 30 percig razattam a plate-t. A
biotin — streptavidin kotés révén a PCR termék iitiga plate felszinén, a felesleget
pedig CELFIA PLATEWASH'® késziilékberWashing Solutiomldattal 4 mosasi ciklusban
eltavolitottam. 50 mMNaOH és 5 perc fedetlen razatas hatasara a PCR termék
denaturalédott. ASolution A, B, Cvagy D oldat hozzaadasa utan 2 6ran at 37°C-on
inkubaltam az elegyet, mely sordn a lanthanoidal&hilt oligonukleotid probak
hibridizaltak a target szekvenciajukkal. Ha a PGRmEknek nem volt megfetel
komplementer szekvenciaja a reakciéelegyben, dédanid jelolt proba a quencher
oligonukleotidhoz hibridizalt és a préba fluoreszsgele elnyeldott. Ezt ismét 6
mosasi ciklus kovette 46°C-radvatelegitettWashing Solutiomel (8. a, b, c tablazat).
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8. a tablazat: A hibridizacié soran hasznalt oldatk 6sszetétele

Név Osszetedik

Washing solution NaCl, Tris base, 4N HCI, Tween-20,® pH 7,75

. - L .
Solution A, B, C, D 870 mM NacCl, 0,_1 /o,Tween 20, Hybridzation Butfedanthanoid
alapu oligonukleotid probak

8. b tablazat: A hibridizal6 oldatok

DQB1 Full house

Proba Solution A Solution B Proba Solution C Solutin D
ADO0129 10 ng/ml ADO0152 15 ng/ml
AD0127 10 ng/ml AD0150 10 ng/ml
AD0128 20 ng/ml AD0151 20 ng/ml
AD0132 10 ng/ml AD0155 20 ng/ml
ADO0130 10 ng/ml ADO0153 5,0 ng/ml
ADO0131 9,6 ng/ml | AD0154 82 ng/ml

8. c tablazat: Az alkalmazott lanthanoid alapl olignukleotid probak'®jellemzéi

Proba Szekvencia DQBL1 allél Jeléllanthanoid
ADO0127 5- GTA CCG CGC GGT -3 *0602/0603 Eu
AD0128 5-TTG TAA CCA GAC ACA -3’ *0603/0604 Sm
ADO0129 5-CTT CGA CAG CGACG -3 kontroll Tb
ADO0130 5-GCC GCC TGC CG -3’ *0302 Eu
ADO0131 5-ACG TGG AGG TGT AC -3 *0301 Sm
ADO0132 5-CTT CGA CAG CGA CG -3 *02 Tb
ADO0150 5- AGG AGG ACG TGC -3 *0601 Eu
ADO0151 5-TGC GGG GTGTGAC -3 *04/05 Sm
ADO0152 5-CCG CCT GAC GC -3 *0301/0303 Tb
ADO0153 5- AAC GGG ACCGAG C -3 *04 Eu
ADO0154 5-ACC GGG CAGTGAC -3 *0501 Sm
ADO0155 5-CGG CCT AGC GCC -3 *0502/0504 Th

TRF mérés (ime-resolved fluorimetry) A lanthanoiddk egyedi fluoreszcens
tulajdonsagokkal, hosszu bomlasidl és nagy excitacio-emisszio hullamhossz
kulonbséggel (Ggynevezett Stokes-shift) jellemaihed jel6lt oligonukleotidok csak
akkor fluoreszkélnak, h®€eLFIA Enhancement Solution (DE®¥s DELFIA Enhancer
(DE)* oldatban a lanthanoidok disszocialnak és alkalmesiseak a nagy érzékenység
id6felbontott fluorimetrias detektalasi@aEShozzaadasa és 25 perc razatas uiésret

az europium és a szamarium szignalt, niafel hozzdadasa és 5 perc razatas utan a
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terbium szignalt mértem le HAMELEON MULTILABEL DETECTION PLATFORM

platereader-rél(9. tablazat).

9. tablazat: A lanthanoidak fluoreszcens jellemé

Lanthanoida Exqtamos En]|352|os Késleltetési id Mérési ciklus
hullamhossz hullamhossz

Eurdpium 337 nm 615 nm 0,4 ms 1ms

Terbium 340 nm 545 nm 0,5 ms 2ms

Szamarium 349 nm 648 nm 0,3 ms 1ms
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3.3.STATISZTIKAI ANALIZIS

Az eset-kontroll vizsgélatok megkezdése &t a megfeled statisztikai ef
biztositasa érdekében minden esetben felmértem d@att agénpolimorfizmus

vizsgalatahoz sziikséges esetszamot [104].

Az eredmények statisztikai analizisét &PSS program 17.0 verzidjavar
végeztemAz adott polimorfizmus betegségre vald hajlamokiifasat az életkorral, a
nemmel és a testtbmeg-index-szel korridgagjisztikus regressziés modellstamitott
esélyhanyadossal (odds ratio, OR) és 95%-0s karfideintervallummal (95% CI)
becsiltem. A kapott genotipusok megoszlasat mirdetben 6sszevetettem a Hardy-

Weinberg ekvilibriummal.

A metaanaliziseketmegetzé6 irodalomkutatds soran a MEDLINE és a Cochrane
Library adatbazisat tekintettem at. A metaanalkasea MIX szoftver segitségével
készitettem [105]. Ha &ochran Q-teszteredménye nem igazolta a vizsgalatok
szignifikans heterogenitasat, akkor Mantel-Haenszel teszt fix-hatas modelljét
hasznaltam az esélyhdnyadosok 0Osszegzésére. Adfrelliénciak genetikai
heterogenitasaBreslow-Day-teszttelertékeltem. A populaciés jarulékos kockazati
hanyad (population attributable risk, PAR) szanaitakovetke képlet alapjan tortént:
PAR = (X-1)/X, ahol X = (1-f + 2f(1-fly + fy% v az allélikus esélyhanyados, f a
hajlamosité allél frekvenciaja volt a hattér popidédan.

A Klinikai adatok elemzésekor a valtozok normalitdsanak é€s homagamak
ellensrzésére aShapiro-Wilk's W és a Levene tesztekehasznaltam. A diszkrét
valtozokat (pl. nem) esetszdmmal (n), a folytonéttozdkat (pl. életkor, BMI, C-
peptid) atlag *+ standard deviacio (SD) értékkdejakeztem. A polimorfizmusok és a
diszkrét adatok O©sszehasonlitasam®&arson khi-négyzetesztet alkalmaztam. A
polimorfizmusok és a folytonos valtozoék kozotti kaplatot varianciaanalizissel
(ANCOVA életkor és nem a kovariansok), majd a post-hociaskéntTukey teszttel

vizsgéltam.

Valamennyi statisztikai vizsgalatbanpeértek kétoldalas probabol szarmazott, a

szignifikancia szintet 0,05-nek tekintettem.
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4. EREDMENYEK

A genetikai vizsgalat sordn a genotipus megoszlasekintetében egyik
polimorfizmus esetén sem tapasztaltunk eltérésaraydWeinberg egyensulytél (HWE)

sem a beteg, sem a kontroll populacioklaertékek>0,05).

1. vizsgalat: A latens autoimmun diabétesz genetikaatterének vizsgalata

A vizsgalat magyar részében 211 LADA beteg és ldByagcsere-egészséges
kontroll személy esetén genotipizaltuKT€F7L2 gén rs7903146, EDKN2A/2B gén
rs10811661 és RPARGgeén rs1801282 polimorfizmuséat. RCF7L2 gén rs7903146
polimorfizmusa 545 1-es tipusu diabéteszes betetgress meghatarozasra kerilt. A

vizsgalt beteg- és kontrollcsoportok klinikai adagal0. tablazat foglalja 6ssze.

10. tAblazat: A magyar beteg- és kontrollcsoportokellemzéi

Esetszam (n) Férfi/né Eletkor (év+SD) BMI (kg/m*+SD)

LADA 211 112/99 44,94+8,26 25,12+4,62
T1DM 545 291/254 8,11+4,08 16,06+3,67
Kontroll 1497 765/732 37,62+10,92 26,35+4,46

A genetikai adatok elemzése soran azt talaltuk,y h@gmagyar populacidoban a
TCF7L2gén rs7903146 polimorfizmusa szignifikAns 0sszgégg mutatott a fetittkori
latens autoimmun diabétesz kialakulasavialallélikus OR 1,34, 95% CI 1,07-1,68;
p=0,0127), de 1l-es tipusu diabéteszre nem hajlaotb§@R 0,98, 95% CI 0,73-1,31;
p=0,5219).

A magyar populaciéban BCF7L2 gén rs7903144 -alléljénekpopulacios jarulékos
kockazati hanyada LADA kialakulasara 15,21% volt.

A magyar populaciéban sem GDKN2A/2B génrs10811661 polimorfizmusar{
alléelikus OR 1,07, 95% CI 0,82-1,40p=0,6221, sem aPPARG gén rs1801282
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polimorfizmusa C-allélikusOR 1,03, 95% CI 0,74-1,4%=0,8628) nem hajlamositott
felnéttkori latens autoimmun diabétesz kialakulasara. (tBblazat). A vizsgalat e

génekre vonatkozo statisztikai ereje 50% alatt dtara

11. tablazat: A 2-es tipusu diabéteszre hajlamositgéniokuszok kapcsolata a feléttkori
latens autoimmun diabétesszel a magyar populacidban

Allélfrekvencia LADA vs. kontroll
Gén neve (SNP) Allél
LADA Kontroll OR Grték
n=211 n=1497 (95% CI) b
0,75
TCF7L2 c 0,6825 0,7410 (0,60-0,93) 0.0127
(rs7903146) 1,34 '
T 0,3175 0,2590 (1,07-1,68)
T 0,8325 0,8220 1,07
CDKN2A/2B ’ ’ (0,82-1,40) 0.6221
(rs10811661) 0,93 ’
C 0,1675 0,1780 (0,71-1,23)
1,03
PPARG c 0,8886 08857 (0,74-1,42) 08628
(rs1801282) 0,97 '
G 0,1114 0,1143 (0,70-1,34)

A sajat eredményeinkre és a korabban publikalt pairdanulmanyokra épéil
metaanalizisben 6sszesen 999 LADA és 5358 kontmyén adatait elemeztik. A
vizsgélatban szerepbeteg- és kontrollcsoportok klinikai adatait a fidblazat foglalja
0ssze.

A metaanalizis aCF7L2 gén rs7903146 polimorfizmusg-alléljének szerény, de
szignifikans hajlamosité hatasat igazolta a LADAl&kuldsara az eurdpai szarmazasu
egyénekben (OR 1,28, 95% CI 1,15-1,420,0001) (22. abra). Az egyes tanulmanyok
kozott nem volt heterogenitap=0,9288). Az eurdpai szarmazasuakbanCi7L2 gén
rs7903146T-alléljének tulajdonithaté atlagos populacios jarulékos koekidhanyad
felnéttkori latens autoimmun diabéteszben 12,99%-rabedstilhet.
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12. tablazat: A metaanalizisben szerefilbeteg- és kontrollcsoportok jelleméi

Esetek Esetszam (n) Férfi/né Eletkor (év+SD)  BMI (kg/m “+SD)

LADA 164 73/91 52,4+11,4 25,945,6
Svéd T1DM 718 394/324 17,949,2 23,843,3
Kontroll 1000 553/447 70,1+2,9 27,614,4
LADA 196 83/113 54,6+11,4 26,815,0
Finn T1DM na na na na
Kontroll 704 338/366 53,7+11,4 25,9+3,7
LADA 68 26/42 44 9495 26,3+4,6
Lengyel T1DM na na na na
Kontroll 195 na na na
LADA 126 68/58 58+11 és 60+12 27,4+3,8 és 29,4+5,3
Norvég T1DM 120 72/48 26+16 és 34+16 25,8+3,4 és 26,6+4,6
Kontroll 1503 740/763 64415 és 68+14 26,4+3,4 és 27,1+4,5
LADA 250 na 50,3+12,8 na
Olasz T1DM 551 na 14,9+7,8 na
Kontroll 545 na 3045 na
LADA 211 112/99 44,94+8,26 25,12+4,62
Magyar T1DM 545 291/254 8,11+4,08 16,06+3,67
Kontroll 1497 765/732 37,62+10,92 26,35+4,46

Na = nincs adat.

(Az esetszamok a cikkekben kozolt adatokat tukroziklyek nem minden esetben egyeznek
meg az eset-kontroll vizsgélatba bevett esetek &zalnAz életkor a betegcsoportok esetén a
diagndziskori életkorral, a kontrollok esetén asgalat idpontjaban betdltott életkorral egyezik
meg.)

A metaanalizis igazolta azt is, hogyT&F7L2 gén rs7903146 polimorfizmus nem
hajlamosit 1-es tipusu diabétesz kialakulasarauadpai szarmazasu egyénekben (OR
1,09, 95% CI 0,98-1,22=0,0788) (23. abra).
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LADA/Kontroll
Vizsgalat Populacio Esetszam MAF OR (95% Cl) P-érték
Cervin et al. Svéd/Finn 357/1639 27,31/22,57 1,28 (1,07-1,54) 0,0069
(Diabetes, 2008)
Szepietowska et al. Lengyel 68/195 31,62/24,87 1,39(0,91-2,14) 0,1263 -
(Acta Diabetologica, 2010)
Pettersen et al. Norvég 113/1482 27,88/2524 1,14(0,84-1,54) 0,3801 -
(Diabetes, 2010)
Zampetti et al. Olasz 250/545 39,60/34,22 1,26 (1,01-1,56) 0,0380
(Diabetes Medicine, 2010)
Lukdcs et al. Magyar 211/1497 31,75/25,89 1,34 (1,07-1,68) 0,0127
(Diabetologia, 2011)
Metaanalizis 999/5358 31,68/25,50 1,28 (1,15-1,42)  <0,0001

I i

01 1 10

OR (logaritmikus skala)

22. abra: ATCF7L2 gén rs7903146 polimorfizmus és a febttkori latens autoimmun
diabétesz kdzotti kapcsolat az eurdpai populécioklra

[Hat kilonbosd foldrajzi fekvés, eurdpai népcsoport eset-kontroll tanulmanyanak
metaanalizise. A tanulmanyok k6zott heterogenitam rvolt igazolhaté(Cochran Q-teszt
p=0,9288). A vizsgélatok kozlési sorrendben vanraidezve Az OR szimbolumok méretei a
vizsgalati mintaszammal aranyos®AF: minor allél frekvencia.]

T1DM/Kontroll
Vizsgalat Populacio Esetszam MAF OR (95% Cl) P-érték
Cervin etal. Svéd 675/1639 25,11/22,57 1,15(0,95-1,38) 0,1348
(Diabetes, 2008)
Zampetti et al. Olasz 551/545 36,93/34,22 1,12(0,90-1,39)  0,2811 41—
(Diabetes Medicine, 2010)
Pettersen et al. Norvég 109/1482 25,69/25,24  1,02(0,70-1,49)  0,9020 —h—
(Diabetes, 2010)
Lukacs et al. Magyar 545/1497  26,88/25,89 1,05(0,88-1,25)  0,5742 B
(Diabetologia Hungarica, 2012)
Metaanalizis 1880/5163  29,12/25,50 1,09(0,98-1,22)  0,0788

f |

0 1 10

OR (logaritmikus skala)

23. abra: ATCF7L2 gén rs7903146 polimorfizmus és az 1-es tipusu dabsz kozotti
kapcsolat az eurdpai populécidkban

[Négy kulonbos foldrajzi fekves, eurépai népcsoport eset-kontroll tanulmanyanak
metaanalizise. A tanulmanyok k6zott heterogenitam rvolt igazolhaté(Cochran Q-teszt
p=0,8872). A vizsgélatok kozlési sorrendben vanraidezve Az OR szimbolumok méretei a
vizsgalati mintaszammal aranyos&kAF: minor allél frekvencia.]
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Ezt koveten a magyar populacioban tovabb elemeztik a LADAlakuldsara
hajlamosité TCF7L2 gén rs7903146 polimorfizmus és a klinikai adateketséges
0sszefliggését. A génvarians-hordozas a betegektéle@sea diagndziskor betdltott
életkoratdl fuggetlennek bizonyuld diabétesz diagndzisakor meért éhomi szérum C-
peptid értékek dsszevetésekor azt talaltuk, hogya#élt hordozé CT/TT genotipugu
LADA betegeknél tendenci6zusan alacsonyabb C-peaptiekek mérhék, mint aCC
genotipustuaknal de a kulénbség nem érte el a szignifikancia BatdCT/TT
genotipusuak0,24+0,18 nmol/l illetveCC genotipusuakd,29+0,23 nmol/lp=0,0841)
(24. abra).

A T-allélt hordozok BMI értéke szignifikdnsan alacsonyabbt voint a CC
genotipustbetegeké CT/TT genotipustiakk4,29+2,74 kg/rilletve CC genotipustak:
26,26+2,82 kg/rh p=0,0021) (24. 4bra). Nem volt hasonlé kapcsolat sekontroll,

sem az 1-es tipusu diabéteszes csoportban.

nmol/| — kg/m?
0,5 30 - p=0,0021
26,26
0.4 1 _ 24,29
ns
> 20 -
037 0,29
0,24 0
0,2 -
10 A
0.1
0 ; ‘ 0 ‘
CT+TT cc CT+TT cc

\ genotipus / \ genotipus j

24. abra: ATCF7L2 gén rs7903146 polimorfizmus és az éhomi szérum @ytid
érték (atlag+SD) illetve a testtomeg-index (atlag#3) kozotti kapcsolat felnsttkori latens
autoimmun diabéteszben a magyar populaciéban
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A TCF7L2diabetogén hatasat a nem-tulsulyos illetve a lydsiBMI kategoéridkban
tovabb elemezve azt talaltuk, hogy Tallél csak a nem-tulsilyos csoportban
hajlamositott LADA kialakulasara (OR 1,61, 95% CPR1-2,12;p=0,0011); a nem-
tulsulyos LADA betegek esetén a hajlamosito varl@rslozasa okozta rizik6fokozodas
2,84-szeres volt a tulsulydsallélt hordozd LADA betegekhez képegt=0,0013). Az
1-es tipusu diabéteszes csoportban nem volt hakapfsolat (13. tablazat és 25. abra).

13. tablazat: ATCF7L2 gén rs7903146 polimorfizmus és testtomeg-index kiiti kapcsolat
a felnéttkori latens autoimmun és az 1l-es tipusU diabétesg betegekben, a magyar
populaciéban

Genotipusok Diabéteszes csoport] Nem-tulsulyos vs.
BMI (n) T-allél vs. kontrollok tulsulyos
. Estek frekvencia . T-allél
statusz cclet|tr| () T(g;'!f' S)R pérték| OR | P
0 (95% CI)
Kontroll |375|270| 43 25,9 - - - -
1,61 2,84
Nem- LADA 56| 72| 16| 36,1 X 0,0011| (1,55- |0,0013
o (1,21-2,12)
tulsulyos 5,21)
1,05 1,05
T1DM 238|166 35 26,9 i ns (0,68- ns
(0,87-1,28)
1,62)
Kontroll | 445|309| 55 25,9 - - - -
o 0,86 1,00 )
Tlstlyos | LADA 43| 18| 6 224 (0,56-1,31)| "™ | referencid
1,07 1,00 i
TiDM 57141 8 26,9 (0,77-1,48) ns referencig

Ns = nem szignifikans.
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25 _Eset (%)
I CC genotipus - - = = trendvonal

I CT+TT genotipus —— trendvonal

20

BMI (kg/m?)

25. dbra: ATCF7L2 gén rs7903146 genotipus-csoportok megoszlasa ddegeg-index
szerint felnéttkori latens autoimmun diabéteszes betegekben, aagyar populaciéban

2. vizsgalat: A 2-es tipusu diabétesz genetikai hatének vizsgalata

A vizsgalat magyar részében 1297 2-es tipusu diabés és 1497 anyagcsere-
egészséges kontroll személy esetén genotipizaltuKC&7L2 gén rs7903146, a
CDKN2A/2B gérns10811661 és BPARGgén rs1801282 polimorfizmusat. A vizsgalt
beteg- és kontrollcsoportok klinikai adatait a thhlazat foglalja 6ssze.

14. tablazat: A magyar beteg- és kontrollcsoport jeemzoi

Esetszam (n) Férfiing Eletkor (év+SD) BMI (kg/m?+SD)
T2DM 1297 636/661 52,63+9,85 29,52+4,95
Kontroll 1497 765/732 37,62+10,92 26,35+4,46
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A genetikai adatok elemzése azt igazolta, hogy nantCF7L2 gén rs7903146
polimorfizmusa T-allélikus OR 1,49, 95% CI 1,13-1,73p<0,0001), mind a
CDKN2A/2B géns10811661 polimorfizmusd {allélikusOR 1,20, 95% CI 1,04-1,39;
p=0,0111), mind &PPARGgén rs1801282 polimorfizmus&-allélikus OR 1,20, 95%
Cl 1,01-1,43;p=0,0345) hajlamositott a magyar populacidban 2iegsti diabétesz
kialakulaséra (15. tablazat). Az egyes gének jaodékockazati hanyada sorrendben
16,96%, 26,46% és 28,24% volt.

15. tébldzat: A TCF7L2, a CDKN2A/2B és aPPARG gének kapcsolata a 2-es tipusu
cukorbetegséggel a magyar populécidban

Allé| Allélfrekvencia T2DM vs. kontroll
Gén neve (SNP €
T2DM | Kontroll OR 6rték
n=1297| n=1497 | (95% ClI) P
0,73
TCF7L2 c 0.6754) 07410 (0,65-0,81) <0.0001
(rs7903146) 1,49 ’
T 0,3246| 0,2590 (1,13-1,73)
1,20
CDKN2A/2B T 08475 08220 (1,04-1,39) 00111
(rs10811661) 0,83 '
C 0,1525( 0,1780 (0,72-0,96)
1,20
PPARG C 0,9033| 0,8857 (1,01-1,43) 0.0345
(rs1801282) 0,83 '
G 0,0967| 0,1143 (0,70-0,99)

A tovabbiakban az egyes génvariansok és a betedjaikak adatai kozotti
kapcsolatokat kerestilk. A gének diabetogén hatasalhdrom esetben a betegek
életkoratél és nemdét fliggetlennek bizonyult. A TCF7L2 gén rs7903146
polimorfizmus 2-es tipusu diabéteszesekben 0Ossgésiig mutatott a betegség
diagnozisakor mért éhomi szérum C-peptid szintteh detegek testtmegindexével. A
CC genaotipusibetegekhez képestTaallélt hordozéknal szignifikAnsan alacsonyabb C-
peptid szintek CT/TT genotipustak0,81+0,23 nmol/l illetve CC genotipusuak
0,87+0,24 nmol/l;p=0,0352) és BMI értékek(T/TT genotipusiiakk9,10+5,06 kg/h
illetve CC genotipustiak30,04+4,77 kg/rh p=0,0013) voltak mérhék (26. abra).
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p=0,0013
2010 30,04
0 ‘ 0
CT+TT cc CT+TT cc
\ genotipus genotipus j

26. dbra: ATCF7L2 gén rs7903146 polimorfizmus és az éhomi szérum @qid érték
(atlag+SD) illetve a testtomeg-index (atlag+SD) kditti kapcsolat 2-es tipusu diabéteszben
a magyar populaciéban

A 2-es tipusu diabéteszes csoportbai-allél hordozasa a nem-tulsulyos és a
tulsulyos betegcsoportban is novelte a diabétes#takalasdnak a kockézatat a
kontrollokhoz képest (nem-tulsulyos csoport: OR31,95% CI 1,49-2,50p<0,0001;
tulsulyos csoport: OR 1,36, 95% CI 1,14-1,630,0038), de a rizik6fokozédas a nem-
tulsulyos kategoriaban szignifikansan nagyobb waitt a talsulyos betegcsoportban
(p<0,0001) (16. tdblazat és 27. abra).
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16. tablazat: ATCF7L2 gén rs7903146 polimorfizmus és testtdmeg-index kiifi kapcsolat

2-es tipusu diabéteszes betegekben, a magyar popmiddan

Genotipusok Diabéteszes csoport v§. Nem-tulsulyos vs.
BMI (n) T-allél kontrollok talsulyos
Statusz Estek frekvencia il il
(%) T-alllOR | . .. | T-allllOR | . .
CC|CT|TT (95% Cl) p-érték (95% Cl) p-érték
Kontroll |375|270| 43 25,9 - - - -
Nem-
tulsulyos 1,93 2.26
T2DM 711136| 34 42,3 (1,49-2,50) <0,0001 (1,68-3,07) <0,0001
Kontroll |445|309| 55 25,9 - - - -
Tualsalyos 136 100
T2DM  |514|446| 96 30,2 (1,14-1,63) 0,0038 referencia -
15 - Eset(%)
I CC genotipus - - - - trendvonal
I CT+TT genotipus = —— trendvonal
10

\
\
\

0

20 25 29

, - \
| 1 \ I
33 37 4

Y
~
LY -
-

BMI (kg/m?)

27. abra: ATCF7L2 gén rs7903146 genotipus-csoportok megoszlasa dadeseg-
index szerint 2-es tipusu diabéteszesekben, a magpapulacidéban
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Az anyagcsere-egészséges kontrollcsoportban aéll{alégoszlasa a testtomeg-

index®l figgetlenul homogén volt (28. 4bra)
15 - Eset ‘%)

I CC genotipus - = == trendvonal

ICT+TT genotipus  —— trendvonal
10

19 24 29 34

39
BMI (kg/m?)

28. &bra: ATCF7L2 gén rs7903146 genotipus-csoportok megoszlasa ddeseg-
index szerint a kontrollcsoportban, a magyar populéiéban

Vizsgalatunkban aCDKN2A/2B génrs10811661 és #PARG gén rs1801282
polimorfizmusa 2-es tipusu diabéteszes betegekéresetm mutatott 6sszefliggést sem

az éhomi szérum C-peptid értékkel, sem a testtdnoix-szel.

Ezt koveben a sajat eredményeinket és az. 1. vizsgalatbarez eurdpai
tanulmanyok 2-es tipusu diabéteszre vonatkozo e¥egeit - 0sszesen 4529 T2DM és
5163 kontroll egyén genetikai adatait - egy methaishen egyesitettik. A vizsgalatban
szerepd beteg- és kontrollcsoportok klinikai adatait a thhlazat foglalja 6ssze.
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Esetek Esetszam (n) * Férfilné Eletkor (év+SD)**  BMI (kg/m “+SD)
Svéd T2DM 1000 553/447 54,3+8,8 29,2+4.8
Kontroll 1000 553/447 70,1£2,9 27,6x4,4
Einn T2DM 676 361/315 54,8+9,3 29,1+4,8
Kontroll 704 338/366 53,7t11,4 25,9+3,7
Norvég T2DM 1090 534/556 60411 és 61+12 28,5+3,8 és 30,8+5,4
Kontroll 1503 740/763 64415 és 68+14 26,4+3,4 és 27,1+4,5
Olasz T2DM 620 na 51,6+10,8 na
Kontroll 545 na 305 na
Magyar T2DM 1297 636/661 52,63+9,85 29,52+4,95
Kontroll 1497 765/732 37,62+10,92 26,35+4,46

Na = nincs adat.

(Az esetszamok a cikkekben kozolt adatokat tukroziklyek nem minden esetben egyeznek
meg az eset-kontroll vizsgélatba bevett esetek &zalmAz életkor a betegcsoportok esetén a
diagndziskori életkorral, a kontrollok esetén asgalat idpontjaban betdltott életkorral egyezik

meg.)

Vizsgalat

Cervin et al.
(Diabetes, 2008)

Pettersen et al.
(Diabetes, 2010)

Zampetti et al.

T2DM/Kontroll

Populacio Esetszam

Svéd/Finn 1621/1639

Norvég 991/1482

Olasz 620/545

(Diabetes Medicine, 2010)

Lukacs et al.

Magyar 1297/1497

(Diabetologia Hungarica, 2012)

Metaanalizis

OR (logaritmikus skala)

4529/5163

MAF

28,62/22,57

33,91/25,24

43,71/34,22

32,46/25,89

32,94/25,50

OR (95% Cl)

1,37 (1,16-1,61)

1,51 (1,24-1,85)

1,49 (1,13-1,96)

1,49 (1,13-1,73)

1,45 (1,30-1,60)

P-érték

<0,0001

<0,0001

0,0041

<0,0001

<0,0001

29. abra: A TCF7L2 gén rs7903146 polimorfizmus és a 2-es tipusu diabét kapcsolata az

eurdpai populaciokban

[Ot kilbnbo® foldrajzi fekvés, eurdpai népcsoport eset-kontroll tanulmanyanataamalizise.
A tanulmanyok kozo6tt heterogenitas nem volt igaatidh(Cochran Q-teszp=0,8391). A
vizsgalatok kozlési sorrendben vannak rendeAz.OR szimbdlumok méretei a vizsgalati
mintaszammal aranyosdWAF: minor allél frekvencia.]
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A metaanalizis azt igazolta, hogyT&F7L2 gén rs7903146 polimorfizmus a 2-es
tipusu diabétesz kialakuldsa szempontjabdl egységegelenis rizikotényed az
eurdpai szarmazasu egyénekben (OR 1,42, 95% Ci11589p<0,0001) (29. abra).

Az eurdpai szarmazasuakbanT@F7L2 gén rs7903144 -alléljenektulajdonithato
atlagos populéacios jarulékos kockazati hanyad #msi diabéteszre 18,45%-ra volt
becsulhet.

A tovabbiakban 6sszehasonlitottuk az 1. és 2. alas§J CF7L2 gén rs7903146
polimorfizmuséanak felttkori latens autoimmun és 2-es tipusu diabétegaratkozé
eredményeit. A magyar populaciobam@F7L2génT-allél frekvencia megoszlasa nem
kilonbozott érdemben LADA és T2DM esetén (31,79 \veé 32,49%; Breslow-Day
teszt p=0,7740). ATCF7L2 gén hataséssége az eurdpai populaciokra vonatkozo
metaanalizisekben sem kilénb6zoétt szignifikAns&étebetegcsoportban (LADA OR:
1,28 vs. T2DM OR: 1,45=0,2423).

A vizsgalt eurdpai populaciokban &CF7L2 gén betegség-asszocialt-allél
frekvenciajaban mind a hattér-, mind a betegpopdikdan észak-dél iranyu gradiens
volt észlelhet. Az északi népcsoportokban alacsony (kontroll/LAD2DM:
Finnorszag és Svédorszag esetén 23/27/29%, Nobagi#b/28/34%), a kbzép-eurdpai
régioban kdzepes (Lengyelorszagban 25/32/-% és 8taggzagon 26/32/33%), mig
délen magas volt a hajlamosito allé@fetdulasi gyakorisaga (Olaszorszag 34/40/44%)
(30. &bra).
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AUTpIMMUN DIABI'E'TESZ T-ALLEL FREK\{ENCIAJA
STANDARDIZALT INCIDENCIAJA 2003-BAN * KONTROLLOKBAN ES LADA-BAN

Norvegia 3% 52.6°%
246% ot
’ Svédorszag Svédorszag 22,57% 27,31%
" 34,6%
, Norvégia 254% | 2188%
Lengyelorszag
13,0% . 0
Lengyelorszag ||  24.87% 31,62%
‘ Magyarorszag ,
‘ 11,5% Magyarorszag 25,89% 31,75%
‘ Olaszorszag Olaszorszag 34,22% 39,60%
8,4%
*Forrds: Patterson CC., Lancet, 2009, 373: 2027-33

Az autoimmun diabétesz standardizalt incidenciaja és a TCFTL2 gén rs7903146 T-allé/ frekvenciaja (%)

Finnorszag $vedorszag Norvégia Lengyelorszag Magyarorszag Olaszorszag
# Autoimmun diabétesz standardizalt incidencia (%) T-allél frekvencia a hattér populacioban (%)
u T-allél frekvencia LADA-ban (%) n T-allél frekvencia T2DM-ben (%)

30. abra: ATCF7L2 gén rs7903146 polimorfizmus allélfrekvencigja feléttkori latens
autoimmun és 2-es tipusu diabéteszben illetve a It populaciéban és az autoimmun
diabétesz incidencidja a vizsgalt eurdpai orszagokin
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3. vizsgalat: Az 1-es tipusu diabétesz genetikai ti@érének vizsgalata

A PTPN22gén C1858T polimorfizmus vizsgalata soran 572 fimssu diabéteszes
gyermek (290 fiu/282 lany, diagnodziskori atlagétetkeSD: 7,88+4,27 év) és 236
egészséges kontroll (120 férfi/116, mtlagéletkor +SD: 29,86+6,21 év) vérmintajat
genotipizaltuk. Az allélfrekvenciak vizsgalat®@dPN22gén C1858T polimorfizmus-
alléeljénekerés 1-es tipusu diabéteszre hajlamositdé hatasatligazoR 2,01, 95% CI
1,44-2.81;p=3,18x10°), a genotipus megoszlasok vizsgalata pedig al&Zotea a
minor T-allél dominans diabetogén hatasat a magyar populaci@trmgenotipusOR
1,86, 95% CI 1,27-2,75=1,26x10%) (18. tablazat).

18. tablazat: APTPN22gén C1858T polimorfizmus és az 1-es tipusu diabéteksapcsolata
a magyar populaciéban

Genotipus (n, %) Allélek (n, %)

Vizsgalati alanyok

CcC CT TT C T
T1DM 384 164 24 932 212
n=572 (100%) (67,13%) (28,67%)  (4,20%)  (81,46%) (18,54%)
Kontrollok 191 42 3 424 48
n=236 (100%) (80,93%) (17,80%)  (1,27%)  (89,83%) (10,17%)
OR 0,48 1,86 3,40 0,50 2,01
(95% CI) (0,33-0.70) (1,27-2,71) (1,01-11,41) (0,36-0,69) (1,44-2,81)
p-érték 8,24x10°  1,26x10°  3,54x10°  3,18x10°  3,18x10°

Hazankban a betegség-asszociadllél az anyagcsere-egészséges hattér populacio
10%-aban fordult é, ami jol beleilleszthét a fliggetlen népcsoportokban elvégzett
genetikai vizsgalat soran Eurépaban észlelt ésgakirdnyu geografiai gradiensbe (31.
abra).
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PTPN22 gén T-allél frekvencia (%)
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31. 4bra: APTPN22gén C1858T polimorfizmus allélfrekvencidjdnak geodifiai gradiense

eurdpai szarmazasu anyagcsere-egészseges populdmadk

A Klinikai adatok elemzése azt mutatta, hogy RIPN22 gén C1858T

polimorfizmusa és a betegek neme, illetve a diazétkagnozisakor betdltott életkora

kozo6tt nincs 6sszeflggeés (19. a tdblazat).

19. a tablazat: APTPN22C1858T genotipusok és Klinikai adatok kapcsolata

Genotipus CC CT 1T p-érték

T1DM 384 164 24

n=572 (100%) (67,13%) (28,67%) (4,20%)

Eletkor

(6v) £SD 8,05+4,28 7,43+4,23 7,98+4,19 0,301
Fiu 193 86 11
n=290 (66,5%) (29,7%) (3,8%)

Nemek | 4y 101 78 13 0796

n=282 (67,7%) (27,7%) (4,6%)

Ugyanakkor a diabétesz diagndzisakor mért éhomusz&-peptid koncentracio a

T-allélt hordozék esetén szignifikansan alacsonyabb voifit ma homozigotaCC
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genotipuslbetegek esetérCT/TT genotipus0,19+0,16 nmol/l illetveCC genotipus
0,29+0,22 nmol/lp=0,026) (19. b tablazat és 32. abra).

19. b tablazat: APTPN22C1858T genotipusok és klinikai adatok kapcsolata

Genotipus CcC CT+TT p-érték
T1DM 384 188
n=572 (100%) (67,13%) (32,87%)

C-peptid (nmol/l) £SD 0,29+0,22 0,19+0,16 0,026

) C-peptid ®

nmol/l
0,5 - T
0,4 -
p=0,026
031 0,29
0.2 1 0,19
0,1 -
0 ‘
CT+TT cc
\ genotipus j

32. abra: APTPN22gén C1858T polimorfizmus és az éhomi szérum C-peghtértek
(atlag+SD) kozotti kapcsolat 1-es tipusu diabéteseh, a magyar populacidban

Az inzulin gén -23Hphl polimorfizmusat 207 1-esusp diabéteszes gyermeknél
(110 fiu/97 lany, diagnoziskori atlagéletkor +SD25+4,27 év) és 136 egészseges
kontrollnal (72 férfi/l64 6, atlagéletkor +SD: 27,19+5,12 év) genotipizaltuk.
diabéteszre hajlamositd, VNTR |. osztalyat képdigelallél jelenttsen novelte az 1-es
tipusu diabétesz kialakulasanak kockazatat a magyawlacioban (OR 2,33, 95% CI
1,59-3,42;p=1,03x10°). A genotipus megoszlasok elemzése a VNTR llltédgzjelzs
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T-allél dominansan protektiv hatasat igazoléal (genotipusOR 0,43, 95% CI 0,26-
0,70:p=7,42x10% (21. tablazat).

20. tablazat: AzINS gén -23Hphl polimorfizmus és az 1-es tipusu diabéte kapcsolata a
magyar populaciéban

Genotipus (n, %) Allélek (n, %)
Vizsgalati alanyok
TT AT AA T A

T1DM 11 37 159 59 355
n=207 (100%) (5,31%) (17,88%) (76,81%) (14,25%) (85,75%)
Kontrollok 15 46 75 76 196
n=136 (100%) (11,03%) (33,82%) (55,15%) (27,94%) (72,06%)
OR 0,45 0,43 2,69 0,43 2,33
(95% CI) (0,20-1,02) (0,26-0,70) (1,69-4,30) (0,29-0,63) (1,59-3,42)
p-érték 5,04x10°  7,42x10°  2,49x10°  1,03x10°  1,03x1C0°

Az inzulin gén -23Hphl polimorfizmusanak hordozédsabeteg nemét és a
diabétesz diagnozisakor betoltott életkoratdl filggmek bizonyult (22. tablazat).

21. tablazat: AzINS -23Hphl genotipusok és klinikai adatok kapcsolata

Genotipus T AT AA p-érték

T1DM 11 37 159
n=207 (100%) (5,31%) (17,88%) (76,81%)

('fé's)tkféD 6.0144,38 7,29+4,50 7.26+4.23 0,964
Fid 5 21 84
n=110 (4,54%) (19,09%) (76,37%)
Nemek Lany 6 16 75 0,794

n=97 (6,19%) (16,49%) (77,32%)

86



doi:10.14753/SE.2013.1801

4. vizsgdlat: 1-es tipusu diabétesz, Hashimoto twalitisz és juvenilis reumatoid
artritisz triasza: esettanulmany klinikai és genetkai vizsgalatokkal

A vizsgalat idpontjaban 17 éves lany eseménytelen terhesség tetamnusra
szlletett (szlletési sulya 2,9 kg; testhossza 4Aalt). Csalddi anamnézisében nem
szerepelt autoimmun betegség. A gyermek két évedbka sulyos ketoacidodzissal
kezdbd6 1-es tipusu diabéteszt, 11 éves koraban autoimnhipotiredzist
diagnosztizéltak, melynek hatterében Hashimotaitiigsz allt. A betegnél 15 éves
kordban a juvenilis reumatoid artritisz szeronegptliartikularis formaja alakult ki. A
harom autoimmun betegség diagnozisat megalapozorakdviumi és képalkotd

vizsgalatok eredményeit a 21. tablazat tartalmazza.

A gyermeknél harom, human autoimmunitassal kovettesen kapcsolédd gén (a
HLA, a CTLA4 és aPTPN23 polimorfizmusainak meghatérozasat végeztem el. A
csalad tobbi tagjanak genetikai vizsgalatara —legggezésik hianyaban — nem kerult

SOor.

22. tablazat: Az autoimmun betegségek diagnozisatagalapozo klinikai vizsgalatok
eredményei

Vizsgalatok A beteg értékei Normdlis értékek
1-es tipusu diabétesz

Ehomi plazma gliko6z 37,6 mmol/l 3,5-5,3 mmol/l
Ehomi szérum C-peptid 0,32 ng/ml 1,05-3,45 ng/ml
HbA . 14,2 % 3,9-5,7%
GADA 160 IU/ml <5 1U/ml
Hashimoto tireoiditisz

TSH 100upu/l 0,3-3,0pU/1
FT3 2,06 pmol/l 1,23-3,08 pmol/l
FT4 2,12 pmoll/l 7,72-23,17 pmol/l
anti-TPO >4000 U/ml <100 U/ml
TG 4744 U/ml <100 U/ml
TRAb 31.6 U/ml <14 U/ml
Nyaki ultrahang pozitiv -
Juvenilis reumatoid artritisz

We 36 mm/h <12 mm/h
CRP 6,6 mg/ml <5,0 mg/ml
RF negativ negativ
Csontszcintigrafia pozitiv -
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A vérminta genetikai vizsgalatanak eredménye statitlA genotipuDRB1*0401-
DQA1*03-DQB1*0301/(DR14)-DQB1*0503 a PTPN22 C1858T polimorfizmus
tekintetébenCT; a CTLA4 CT60 polimorfizmus vonatkozasabahG heterozigota

allapot igazolédott.
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5. MEGBESZELES

1. vizsgalat: A latens autoimmun diabétesz genetikaatterének vizsgalata

A WHO és az ADA jelenlegi klasszifikacidés rendszemerint a feltttkori latens
autoimmun diabétesz nem 6nallé kérkép, hanenawpimmun mechanizmusires
tipusu cukorbetegség lassan progrediald forméja [1). Ezt tamasztja ald az
autoimmun patogenetikai hatteret igazolo autoasttpezitivitas és tobb k6zos
genetikai faktor (pl.HLA, INS PTPN22 gén) jelenléte [106, 107]Ugyanakkor
napjainkra szamos vizsgalati eredmény mégjestte azt is, hogy a LADA és az 1-es
tipusu diabétesz patogenezise Iényeges vonasaibanbkzik: eltés az autoantitest-
pozitivitas mintazata, az egyes antitestek epifigesicitasa és a T-sejt valasZ33].

A patofizioldgiai folyamatok megértéséhez vézetgyik Ut a genetikai hattér
pontos felderitése. Az Ujabb vizsgalatok egyik leglegbb etiopatogenetikai
felvetése, hogy tobb, eddig 2-es tipust cukorbétpge asszocialédd génvarians
szerepet jatszhat a féhtkori latens autoimmun diabétesz kialakulasabdhas, 107].

A GWA vizsgalatok eredménye szerinT&F7L2 gén - a rizikd allélenkénti kozel
masfélszeres kockazatfokoz6 hatasaval - a jelerdetert legefsebb 2-es tipusu
cukorbetegségre hajlamositdé genetikai tédy§r08], de az 1l-es tipusu diabétesz
kialakulasaval nem hozhatd dsszefliggésbe [109, #8Qjiabetogén hatasat bizonyosan
nem-autoimmun mechanizmusok révén fejti Klervin és munkatarsaigazoltak
elészor, hogy alTCF7L2 gén rs7903146 polimorfizmusa hajlamdeiinéttkori latens
autoimmun diabétesz kialakuldsara is, a LADA és-es 2ipusu diabétesz genetikai
hatterének atfedése pedig felveti a két korkép ceadtiének vélt patogenezisének
k6z0s atvonalat [106R008 ota tdbb populaciospecifikus vizsgalatot véglea LADA
esTCF7L2gén vonatkozasaban, de az eredmények ellentmasadépl®7, 111, 112].

A felnéttkor latens autoimmun diabétesszel kapcsolatosgéiataink ekédleges
célja ezért az volt, hogy az eddig kozo6lt eurépautmanyok és a hazai eredményeink
alapjan egyertelien bizonyitsuk vagy cafoljuk dCF7L2 gén szerepét a LADA

kialakulasdban az eurdpai szarmazasu egyénekberelleEmtovabbi lehetséges
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atfedéseket kerestiink a LADA és a 2-es tipusu thabégenetikai hatterében, ezeért
tovabbi, ismert 2-es tipusu diabéteszre hajlamogiaetikai faktorok hatasat is

megvizsgaltuk a felfttkori latens autoimmun diabétesszeé kapcsolatban.

El6szor eset-kontroll vizsgalatokat vegeztink a madyabA betegek koérében,
melyek soran a GWA vizsgalatok eredményei alapjharam,2-es tipusu diabétesszel
legebsebben asszocialodé gén, TCF7L2 a CDKN2A/2B és a PPARG hataséat
elemeztik. Ezek eredményekeérg&bnt igazoltuk, hogy aCF7L2gén rs790314€-T
polimorfizmusa hajlamosit fefittkori latens autoimmun diabétesz létrejottere @yaa
populaciéban is. Az adatok elemzése azt mutattgy hazankban d-allél hordozasa
1,34-szeresére noveli a LADA kialakulasanak a Gk ami kézel 15%-opopulaciés
jarulékos kockazati hanyadot jelenEzzel parhuzamosan igazoltuk, hogy hazai
gyermekkori kezdét igazoltan autoimmun mechanizmusu, 1-es tipusrbgtegek
korében a hajlamositd allél frekvencidja nem kitirib az anyagcsere-egészséges
kontroll populéacidéban észleit Ez megerefsiti azt a feltételezést, hogyT&€F7L2gén
nem-autoimmun mechanizmusok révén jarulhat hozzZdABA kialakulasahoz. A
tovabbi két, 2-es tipusu diabéteszre hajlamosit) @€iDKN2A/2Bés aPPARGnem
mutatott kapcsolatot a fettkori latens autoimmun diabétesszel a magyar rs&ogen.
Az eredmények értékelésnél azonban figyelembeuearihi, hogy az allélfrekvencia-
kilonbségeket tekintve vizsgalatunk e részéneksstiia ereje nem volt megfetel

ezért a vizsgalat nagyobb esetszammal térigmétlését tervezzik.

Ezt kbveben a sajat és a korabban publikalt eurépai tanufolafl06, 107, 111,
112] eredményeit egy metaanalizisben 6sszegeztély, meggyzo statisztikai efvel
igazolta, hogy aTCF7L2 gén rs7903146 polimorfizmus valdban szereppel air
felnéttkori latens autoimmun diabétesz létrejotteben.gén kozel 13%-os atlagos
populacids jarulékos kockazati hanyadot képvigal. egyes tanulmanyokban kapott
TCF7L2 gén hatasésségek kozott nem volt szignifikans kilonbség, amieurdpai
szarmazasu egyénekben BCF7L2 gén populacio-figgetlen diabetogén hatdsat
bizonyitia a LADA kialakulasaban. A sajat eredménkee és ugyanezen eurdpai
tanulmanyokra alapozva metaanalizisbefsieettik meg azt is, hogy BCF7L2 gén
valéban nem hajlamosit az autoimmun patomechanizmitgs tipusu diabétesz
kialakulasara. ATCF7L2 gén pontos hatdsmechanizmusa még nem feldedeethz

ismert, hogy a gén altal kodolt TCF4 fehérje e@nsekripcids faktor, mely a Wnt
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szignalizacios utvonalon keresztil a GLP-1 szekjatndveli és ezaltal déhszerepet
jatszik az endokrin hasnyalmirigy féflésében, és az érdttsejtek funkcidinak (pl.
inzulinszekrécid, tulélés és proliferacid) szabaBsaban [113]. Feltételezbetehat,
hogy aTCF7L2 génvarians diabetogén hatasat mind a 2-es tipusia, anfelrbttkori
latens autoimmun diabétesz esetén kdzvetlefiasejteken fejti ki az inzulinszekrécio

nem-immunmedialt csokkentésén keresztul.

A tovabbiakban arCF7L2 gén klinikai adatokkal valo 6sszeflggését elemezii
LADA betegcsoportban. A génhatasa az életkort@ ésmél fliggetlennek bizonyult,

ugyanakkor a betegek testtdmeg-indexével szorasléordét mutatott.

Ismert, hogy 2-es tipusu diabéteszben a genetikaikghatarozott inzulinszekrécios
és inzulinérzékenységbeli zavarra valé hajlamobmnyezeti faktorok - etssorban az
elhizas - jeleritsen befolyasoljak. ATCF7L2 gén termékéd, a TCF4 fehérjéi
bizonyitott, hogy az adipogenezisnek és a zsikseftéferencialédasanak egyik
szabalyozéja [90, 114, 115], igy felmerilt, hogyT@F7L2 gén kdzvetlenil hat az
elhizas iranti hajlamra, ezt azonbanropai szarmazasu, normalis glukdztoleranciaju
egyénekben nem sikertlt meggiteni [92]. Azt azonbanCauchi és munkatarsai
kimutattak, hogy bizonyos gének hatasat a testdi@folyasolja. igy ap-sejtek
inzulinszekrécidjat modosité gének (PCF7L2 KCNJ11 HNF1A HNF4A SLC30A8
GCK) donten a normalis sulyu; mig az inzulinérzékenységtly@solok (pl.PPARG
ADIPOQ, ENPP) elsssorban az elhizott egyénekben névelik a diabétekati[39]. A
magyar vizsgalatban élséent igazoltuk, hogy aflCF7L2 gén a testtomeg-indestt
fuggéen noveli a diabéteszhajlamot a fétkori latens autoimmun diabétesz esetén is.
Eredményeink szerint a génvarians csak a nem-yaségyénekben noveli a LADA

kialakulasanak kockazatat.

NemregiberSzepietowska és munkataraai talaltak, hogy a LADA betegek kdzott
a TCF7L2rs7903146T-allélt hordozok esetén szignifikAnsan kisebb a rezidadisit
funkcid [111]. Sajat vizsgalatunkban mi is azt ékidhk, hogy aT-allélt hordozéknal
tendenciézusan alacsonyabb éhomi szérum C-pepimtekzmérheitk a LADA
diagndzisanak felallitasakor, mint @C genotipusubetegeknél, de a kilénbség
statisztikailag nem volt szignifikans. Ezért az teg@m emelése révén megnovelt

statisztikai e melletta vizsgalat ismétlését tervezzitkuman kisérletek altal igazolt,
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hogy aT-allélt hordozOkban karosodott az inzulinszekrécio, csoklee inkretinhatas
és a glukdézra adott inzulinvalasz [116, 117]. Ezek észlelések felvetik annak a
lehetiségét, hogy a LADA betegekbenpasejt diszfunkcidé hatterében az autoimmun
sejtkarosodas mellett nem-autoimmun mechanizmusazeérepet jatszanakovabbi
terveink kozott szerepel az Gjonnan diagnosztizADA betegek esetén a szérum C-
peptid érték valtozdsanak nyomon kovetése a beajek@defolyasa soran. Feltelbet
ugyanis, hogy ar-allélt hordozé betegeknél a reziduafssejt funkcié csokkenése
gyorsabb, mint a CC genotipus esetén, azaz felmarliCF7L2 gén betegség-

progressziot befolyasol6é hatasa.

Eredményeink 06sszefoglalasaként elmondhatd, hogly éwadpai tanulményt
0sszestt metaanalizisben bizonyitottuk, hogy ®CF7L2 gén rs7903146C-T
polimorfizmusa populacio-fiiggetlen moédon hozzajaklrbttkori latens autoimmun
diabétesz létrejottéhez az eurOpai szarmazasuakbgyanakkor az autoimmun
mechanizmusl 1-es stipusu diabétesz kialakuldbam jaeszik szerepetA LADA
genetikai hattere atfedést mutat mind az 1-es, miees tipusu diabéteszre hajlamositod
genetikai tényeikkel, ezért a betegség patomechanizmusa valfisginkevert,
autoimmun és nem-autoimmun folyamatok egyuttes@id. & TCF7L2 génvarians
felteheten azaltal fokozza a LADA kialakulasanak rizikéjabgy nem-immunmedialt
B-sejt diszfunkcion keresztll az inzulinszekrécigaiobi csokkenését okozza. Klinikali
vizsgalataink eredménye 8CF7L2 gén diabetogén hatasadban eggysefenotipus-
genotipus interakcié érvényesulését sugallja, angéahatas testtémeg-index Aaltali
befolyasolasaban nyilvanul meg. BAT&F7L2 gén kodzvetlentl nem hat az obezitas
kialakulaséara, felttkori latens autoimmun diabéteszre valé hajlandosiatasa uagy

tinik csak nem-tulsulyos egyénekben jelenik meg.

2. vizsgalat: A 2-es tipusu diabétesz genetikai hatének vizsgalata

A 2-es tipusu diabétesz multifaktorialis etiologigpoligénes orokidedi betegség,
patogenezisének kutatdsaban az utdbbi évek geneidspalatai jelertis eredményt
hoztak; méara bizonyitotta valt, hogy a ming-aejtek niikodési defektusa, mind az

inzulinhatas zavara lehet genetikailag meghatarq26i. A legjelenésebb kornyezeti
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tényednek tovabbra is az elhizas tekintheennek hétterében részben genetikai
faktorok, részben pedig a tultaplalkozas és a neszg@gény életmod all. A ma érvényes
legelfogadottabb hipotézis szerint 2-es tipusu atiedr akkor alakul ki, ha Besejt
diszfunkciora és/vagy az inzulinszekrécio zavageaetikailag hajlamos egyénben a
kornyezeti tényaik hatadsara inzulinrezisztencia lép fel [36]. A GWiisgalatok soran
leirt gének tobbsége &-sejtek nikddését befolyasolja (koztik az eurdpai
szarmazasUakban jelenleg lgigmbb diabetogenitasunak tartGiCF7L2 gén és a
CDKN2A/2B gének), mig az inzulin iranti megvaltozott érzéksdy, az
inzulinrezisztencia kialakulasaért feélelgének kozul 1ényegesen kevesebb ismert (pl.
PPARGgénN) [39].

A TCF7L2 gén rs7903146 polimorfizmusandkalléljét hordozokban feltehéén
megvaltozik a gén termékének, a TCF4 proteinnekradlése és/vagy funkcioja, mely
miatt csokkenhet a hasnyalmirigybef-aejtek tomege, karosodhat az inzulintermelés
és az inzulinkibocsatas - ezek egyuttesen pedigegithetik a 2-es tipusu diabétesz
kialakulasat [90, 91]. A CDKN2A és CDKN2B tumor szuppresszor gének,
fehérjetermékeinekof funkcidja a ciklin-figg kinazok és a p53 tumor szuppresszor
protein gatlasa [96]. A gének kdzelébendsleg10811661 polimorfizmud-alléljérdl
feltételezhet, hogy hordozasa a Cdk4 fehérjetermék mennyiséijikenésével, $-
sejtek proliferaciojanak karosodasaval és-sejtek tomegének csokkenésével jar [97,
98]. A PPARG gén fehérjeterméke magreceptorként funkcional ésmez gén
transzkripciéjat szabalyozva szerepet jatszik azeemas inzulinhatas kialakitasaban
[118]. A gén rs1801282 polimorfizmusanak vad-alléje novelheti az
inzulinrezisztencia és a 2-es tipusu diabétesakighsanak kockazatat [95, 119].

A 2-es tipusu diabétesszel kapcsolatos vizsgalatlgidleges célja a 2-es tipusu
cukorbetegség genetikai hatterének elemzése voltagyar populacidoban, ezeért az
eurdpai szarmazéasuakban légebb diabetogenitdsu génekKT@F7L2 a CDKN2A/2B
és a PPARG hajlamositd hatasat és a génvariansok Klinikai ckttal valo
0sszefliggéseét analizaltuk. EmellettT&RF7L2 gén esetén részletesen elemeztik a
génhatas variabilitasat, az allélfrekvenciak fglbdramegoszlasat a kulonbéz

diabéteszformakban, mind a magyar, mind az eugggailaciékban.
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El6szor eset-kontroll vizsgalatokban igazoltuk, hogy harom, 2-es tipusu
diabétesszel legésebben asszocialédd génT@F7L2génrs7903146 a CDKN2A/2B
gén rs10811661 eéPPARG gén rs1801282 polimorfizmusai hajlamositanak as 2-e
tipusu diabétesz kialakulasara a magyar populasighaMindharom gén rizikofokozo
hatdsa az irodalmi adatokkal [100] 6sszhangban eamCF7L2 gén hajlamosito
alléljének hordozasa allélenként kézel masfélséeegsnig aCDKN2A/2Bés PPARG
gének esetén 1,2-szeresére fokozza a 2-es tipumibetegség kockazatat a hazai

populaciéban.

A CDKN2A/2B és PPARG gének az Aaltalunk vizsgalt klinikai adatokkal nem
mutattak osszefliggést.

A TCF7L2 gén hatasa 2-es tipusu diabéteszben — éttiedmi latens autoimmun
diabéteszben tapasztalthoz hasonldéan — a testtimleg-szel és a rezidualig-sejt
funkciot tukrod szérum C-peptid szinttel szoros korrelaciot mutatd-es tipusu
cukorbetegekbena TCF7L2 gén rs7903146 T-allél minden testsuly-kategoriaban
novelte a diabéteszrizikdt, de a nem-tulsulyos egkBen kétszer ésebb volt a hatasa.
Ugyanakkor az egészséges kontrollcsoportbai+ &s T-allél megoszlasa testsulytol
fuggetlen volt a magyar populaciéban is, ami mésjér hogy aTCF7L2gén eurdpai
szarmazasUakban nem jelent flggetlen kockazatemngz obezitas kialakulasara.

A T-allélt hordozéknal szignifikansan alacsonyabb éhomi saé@ipeptid szintek
voltak mérhetk a 2-es tipusu diabétesz diagndzisanak felalktasamint a CC
genotipustbetegeknél, ami alatamasztja azt a feltételedéstly a TCF7L2 gén
diabetogén hataséat kozvetlenip-gejteken, az inzulinszekrécié cstkkentésén keikszt
fejti ki.

Ezt koveten metaanalizisben dmitettitk meg aTCF7L2 gén rs7903146
polimorfizmusanak eurépai szarmazasuakra vonatkopilacié-fuggetlen diabetogén
hatdsat. Becsléseink szerintgén 18%-0s éatlagopopulacios jarulékos kockazati
hanyadot képvisel a 2-es tipusu diabétesz kialakbkn. A kordbbi és a jelenlegi
metaanalizisink eredményeinek 6sszehasonlitasagazblta, hogy aTCF7L2 gén
diabetogén hatastssége a LADA és a 2-es tipusu diabétesz vonatkoaasaem

kiloénbozik szignifikdansan az eurdpai populéacidokban.
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A TCF7L2 gén rs7903146 polimorfizmus allélfrekvenciainalogigfiai analizise
soran kimutattuk, hogy a hajlamosiib-allél megoszlasa az eurdpai anyagcsere-
egészséges kontrollcsoportokban és a diabéteszegpbpulaciokban is észak-déli
irAnyu gradienst képez. AT-allél frekvencidja az északi terlleteken volt a
legalacsonyabb, a déli régidkban pedig a legmagadatrel szemben az autoantitest
pozitivitas és az autoimmun eredlei-es tipusu diabéteszé@rdulasi gyakorisaga
eészak-déli iranyban csokken [120]. Ez felveti anad&hebségét, hogy dél felé haladva
az immunmedialt folyamatok mellett ra hem-autoimmun mechanizmusok szerepe a

LADA patogenezisében.

Eredményeink 0sszefoglalasaként elmondhatd, hoggueipai népcsoportokban a
jelenleg ismert legésebb 2-es tipusu diabéteszre hajlamositd faktorokilk a
TCF7L2 aCDKN2A/2Bés aPPARGgén a magyar populaciéban is noveli a 2-es tipusu
cukorbetegség kialakuldsanak kockazatat.TBF7L2 gén a legdisebb hatasu, a
betegség-asszocialt alléljének hordozésar a diabétesz diagnoézisakor alacsonyabb
rezidualis B-sejt funkcidval jar, és a gématasat feltehéen egy fenotipus-genotipus
interakcid is befolyasolja, hiszen ugynik alacsonyabb testtomeg-index esetén a
diabetogén hatas fetesddik. Bar eurdpai szarmazasuakbahGE7L2 gén populacié-
fuggetlen mdédon noveli a 2-es tipusu diabétesakiahsanak kockazatat, a riziko allél
eléfordulasi gyakorisaga Eurépaban észak-déli iranyidaa 2-es tipusu és a féhtkori
latens autoimmun diabéteszes betegpopulaciokbaamisfelveti annak a leh&tégeét,
hogy dél felé haladva az autoimmun folyamatok nieftekozddik a nem-autoimmun

mechanizmusok szerepe a LADA patogenezisében.

3. vizsgalat: Az 1-es tipusu diabétesz genetikai tiérének vizsgalata

Bar az 1-es tipusu diabéteszre hajlamosité gémgnamban elszérva talalhatok, a
felismerésik a teljes genom asszociacios vizsdataten robbanassZem felgyorsult,
eés napjainkra 41 egypontos nukleotid polimorfizmbstztak kapcsolatba a korkép
kialakulasaval [121]. Az orokbésben a & szerep egyértelien a csaladi
halmozddasok 40-50%-aért féleHLA-DQ-DR I6kuszé, mig amzulin gén aPTPN22
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és aCTLA4 génrégid egylttesen tovabbi 10-15%-ban hatarozzg anbetegség iranti
fogékonysagot [73].

Jelen vizsgalatunk céljaRrPN22és aznzulin géndiabetogén hatasanak felmérése
és a hajlamosito allélek klinikai adatokkal val&ézefliggéséenek elemzése volt a magyar

populaciéban.

A PTPN22gén C1858T polimorfizmusara vonatkoz6 eredményairtkigazoljak,
hogy a gén a magyar populaciéban is szoros Osgpesftignutat az 1-es tipusu
diabétesszel, mert a hajlamosiiéallél hordozasa allélenként 2-szeresére noveli a
betegség kialakuldsanak kockazatdfra mar elegerid szamu tanulmanyt végeztek
ahhoz, hogy kimondhassukPa PN22gén autoimmunitassal valé kapcsolata populécié-
fuggetlen. Tobb fliggetlen népcsoportban elvégzatetkai vizsgalat alapjan &allél
eléfordulasi gyakorisagaban egy észak-déli iranyl g&E@ gradienst lehetett
kimutatni. Ezek szerint az anyagcsere-egészségéer haopulaciéban aT-allél
eléfordulasi gyakorisaga legmagasabb Finnorszaghab¥d)5 Svédorszagban (12%) és
Anglidban (8%), dél felé haladva ez az érték csbkEpanyolorszagban 6% korul van,
Olaszorszagban 2%. A-allél az afrikai amerikaiakban és az azsiai populacidgkba
hianyzik. A magyar kontrollcsoportbanTaallél gyakorisdga 10%-nak bizonyult, ami
megfelel a kozép-eurdpai atlagnak. RTPN22 gén C1858T polimorfizmus
felhalmozodasanak populécio-genetikai oka efgehem ismert, nem tudni, hogyla

alléelhordozaamilyen szelekcids genetikaicelyt jelent(hetett) a FOld északi terlletein.

Klinikai vizsgalatunkban sikerilt medgitentink azt az ébzor Petrone és
munkatérsai altal kozolt eredményt, miszerint da-allélt hordoz6 betegek
szignifikansan alacsonyabb rezidualgssejt kapacitdssal birnak az 1-es tipusu
diabétesz diagnozisanak felallitAsakor [122].TAallél kodolta koros LYP fehérje
kevésbé hatékonyan szuppresszalja az autoreakdejtdket, ami magyarazatot
jelenthet aT-allélt hordozokban észlelt agresszivebisejt destrukciora. Ennek igen
nagy Klinikai jelenbsége van, hiszeRalmer és munkatarsainakzsgalata ramutatott,
hogy 0,1 mmol/l C-peptid eltérés mar klinikailagejgos mérték p-sejt funkcid
kulonbséget jelez [123]. A DCCT tanulmany eredmémgalig azt igazoltak, hogy a
viszonylag szerényebb mértekB-sejt kapacitas meégzése is jelerds klinikai
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haszonnal jar, a tartésan stabilabb metabolikugpdll és a kés szowdmények
(elsssorban a retinopétia é€s a nefropétia) szempont[aBdl.

Az autoimmun betegségek tdbbségével ellentétbentlipesu diabéteszben mindkét
nem kozel egyforman érintett. Ezért tobb munkacdoovizsgalta aPTPN22gén
C1858T polimorfizmus nem-specifikus hataséat. A fpopulacidéban példaul &-allélt
hordozé férfiaknak, mig a német és a dan népcdugoeT-allélt hordoz6 Bknek volt
nagyobb a diabétesz rizikdja [125-127]. Sajat \@tsinkban a nemekre stratifikalt
analizis soran a lanyok és a fiuk k6zott nem valyrfikans kilonbség, tehatTaallél
hajlamosité hatasa mindkét nemben egyarant fontobiznyult. Ezen kilonbségek
magyarazata valésZileg a vizsgalt populacidk genetikai heterogenitasdkeresent]
illetve a minor allél kiloénbdg eléfordulasi gyakorisaganak és elidratasefsségének
tudhato be.

Tobb tanulméanyban is vizsgaltdk a diabetogérallél és a cukorbetegség
diagndzisakor betoltott életkor kozotti kapcsokdidtiségét, az eredmények ez esetben
is megleheisen ellentmondasosalielsen és munkatarsa kulonbd# genotipusu
gyermekeknél a betegség kezdetén bettltott éleikezehasonlitasakor azt talaltak,
hogy aTT homozigotgacienseknél fiatalabb életkorban kéddkt a betegség, mint a
CT és aCC genotipustegyéneknél [126]Ladner és munkacsoportja kapcsolatot
talalt aT-allélhordozasés a koraibb betegség manifesztacidé kozott. Azgfigyelés
miszerint aTT homozigotgacienseknél fiatalabb életkorban kéddtt a betegség azt
jelzi, hogy mar egyetlerC-allél kopia hordozasa esetén is eledgendennyiséd
normalis LYP fehérje termédlik annyi Csk és/vagy Grb molekula kotéséhez, ami
sikeresen lecsokkenti a T-sejt valasz mértekét.résas feltételezhét hogy aT-allél
hordozasa esetén bekovetkeZ-sejt hiperreaktivitds miatt korabban kédk a
hasnyalmirigyben &-sejtek destrukcioja, ami a cukorbetegség fiatalétdikorban
tortérd megjelenéséhez vezet. Sajat vizsgalatunkban — redk tanulmanyhoz
hasonldéan - nem sikerult 6sszefliggést kimutatimialélhordozasés a diagnoziskori
életkor kozott. Ugyanakkor az is ismert, hogiP BPN22gén C1858T polimorfizmusa
részt vesz az inzulinspecifikus humoralis autoimitésnszabalyozasaban [125]. TAU
homozigo6ta paciensek esetén az inzulin elleni autoantitestgkA) hamarabb
megjelennek, ami a multiplex autoantitest pozifisikoraibb kialakuldsahoz vezet. Ez

felveti aPTPN22génT-allél diabétesz-progressziot felgyorsité hatasat. Oségébsn
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az eltéé eredmények az autoimmunitas kialakuldsanak kontpkéca hivjak fel a
figyelmet, vagyis hogy szadmos, részben meég isnsrellsejt faktor befolyasolja az
autoimmun statuszt, #$-sejt karosodas meértekét és a betegség megjelakesén
idépontjat.

Vizsgalataink inzulin génre vonatkozé részében sikerilt az INS-VNTR régio
markereként hasznalt -23Hphl A/T polimorfizmus éslaes tipusu diabétesz kozott
szoros 0sszefliggést kimutatnunk a magyar populaciéd A hajlamositd, VNTR I.
osztalyt jeld A-allél homozigota AA genotipus formaban 2,69-szeresékezta a
magyar betegek 1-es tipusu diabétesz rizik&jafiadis és munkatarsainakzsgalata
bizonyitotta, hogy az INS-VNTR allélek hossza a@yaz inzulin transzkripcio
szintjével a timuszban [128], ami k6zponti jetedgi az inzulin, mint szovetspecifikus
autoantigénnel szembeni immuntolerancia kialakiitasa Korabbi vizsgalatok azt
igazoltdk, hogy azinzulin gén fontos szerepet jatszik az inzulin specifikus
autoimmunitas inicializélasaban és szabdalyozas§b2®]. Az inzulin génVNTR |.
osztalyu allél jelenléte fokozza az inzulin ellentoantitest (IAA) kialakulasat. Az 1-es
tipusu diabétesz patogenezisének vizsgalata sexdig két 6 irany latszik elkulondlni,
egyinzulin géndl fuggs és egy attéfliggetlen utvonalAz inzulin génél fliggs utvonal
esetében az inzulin elleni autoantitestek megjskemeéar igen fiatal életkorban varhato,
ez pedig fokozott rizikét jelent az ,antigén szgddés” jelensége (antigen spreading)
kovetkeztében a komplex autoimmunitas fellépésBegat vizsgalatunkban a vartnak
megfeleben csak egyetlen genotipus jelentett fokozott oizik1DM kialakulasara, a
VNTR I/l osztélyt jelképe& homozigéta AA genotipusigyanakkor a VNTR IIl/III.
osztélynak megfelél homozigbéta TTés VNTR I/lll. osztalynak megfel@l AT
heterozigéta genotipusédd hatasa nagyon hasonlo volt, amiTaallél dominans

protektiv voltat bizonyitja.

Eredményeink 0Osszefoglalasaként elmondhatd, hogynagyar populaciéban
elssként igazoltuk a PTPN22 gén C1858T és aznzulin gén -23Hphl A/T
polimorfizmusanak 1-es tipusu diabétesszel valoroszokapcsolatat. Tovabba
0sszefliggést talaltunk RTPN22gén T-allélhordozasés a csokkent rezidualsseijt

funkcio k6zott, ami az adott allélvarians betegsgmtipusra valé hatasat jelzi.
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4. vizsgalat: 1-es tipusu diabétesz, Hashimoto twélitisz és juvenilis reumatoid
artritisz triasza: esettanulmany klinikai és genetkai vizsgalatokkal

Az autoimmun betegségek egy egyénen illetve csaldnsili halmozodasa jol
ismert jelenség, ugyanakkor tridsz kialakulasa rggrakori. Bar a szervspecifikus
autoimmun betegségek egyedi klinikai és szerolagiaasokkal birnak, e jegyek kozott
gyakori az atfedés mind az adott egyénekben, mircdadddokon belldl. A human
autoimmunitas genetikai hatterének egyre pontosabgismerése pedigdekvetiti a
k6z0s patogenetikai Utvonalak lebedgét kialakulasuk soran.

Irodalmi kozlések szerint az 1-es tipusu diabétasiashimoto tireoiditisz és a
juvenilis reumatoid artritisz egyuttes megjelenésegleheisen ritka [130-133]. A
publikalt esetek tobbsége lany, ami nem véletlaszem az autoimmun betegségek
altaldnos jellemde a rdi tulsuly, kivétel ez alél az 1-es tipusu diabéteselyben
mindkét nem egyforman érintett. Adin predominanciara magyarazatot jelenthet
bizonyos gének patogenezisben betdltétt nemrefdpeciaktor volta [134], de felvetik
a hajlamosité génekénnemben esetlegesen megndvekedett penetransdjaBs]. A
legtobb betegnél — a mi esetiinkh6z hasonléan —MFét diagnosztizaltak észor,
hénapokkal vagy évekkel ezt kdgeh alakult ki a pajzsmirigy betegség és a juvenilis
reumatoid artritisz. Ezen betegségek klasztefisaalmozodasa miatt felmeril a k6zos
genetikai hattér, a hajlamosit6 major és minor tlesie faktorok kozotti atfedés
lehettisége [135]. Harom olyan gén ismert, mely konzekeenasszocialodik tébb
autoimmun betegséggel is, ezeklbA, a CTLA4 és aPTPN22gének, melyek igyéf
autoimmunitas géneknek tekintblet Betegiink esetén e gének betegség-asszocialt
polimorfizmusait hataroztuk meg.

Az 1l-es tipusu diabétesz szempontjabolHRA-DQBL1 I6kusz az elkdleges
determinans, ezt médositjdD®)Al, DRB1és néhany I. és Ill. osztalyl gén hatasa [73].
Korabbi vizsgalatok igazoltak, hogyQB1*0301/*0503protektivnek szamit a TIDM
szempontjabol a magyar populaciéban [136]. A béasiédlyhanyados 0,1, de a pontos
OR-t a genotipus ritkasaga miatt nem lehet megbatarBeteginknél tehat a protektiv
HLA genotipusa ellenére igen koran, méar két éves kardl$ szervspecifikus
autoimmun betegségként jelent meg az 1-es tipusietisz. Ugyanakkor vizsgalatok

igazoltak, hogy az elmult évtizedekben egyre télylaro egyénben alakul ki diabétesz,
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akiknek HLA genotipusa korabban ugdhatasunak bizonyult a betegséggel szemben.
Azaz az utdbbi években alacsonyabb genetikai rizik6 elegend a T1DM
kialakulasahoz, és a koradbban &édlélek most inkabb semleges hatast mutatnak. Ez
felveti a HLA-hoz kothed genetikai hajlam fontossaganak csokkenését éshaagy
kornyezeti nyomas novekedésének |ébéget [137]. Nemrégiben allatkisérletekben az
is egyértelmien bizonyitast nyert, hogy a diabéteszre hajlamddiitiC genotipusok
jelenléte nem abszolut sziksége$3-aejt specifikus autoimmunitas kialakulasahoz
[138].

A tridsz egyetlen szisztémas tagja, a juvenilisnaioid artritisz szempontjabdl a
HLA I. és Il. osztalya allélek a meghatarozéak, betkgiégyik haplotipusa, a
DRB1*0401-DQA1*03-DQB1*0304 betegségre hajlamositd hatasu [139, 140].

Tobb tanulmany is igazolta &LA-DR3 és DR4 haplotipusok 6sszefliggéset
Hashimoto tireoiditisszel, igy betegink genotipusmelkedett rizikot jelent a
pajzsmirigybetegség kialakulasara is [141].

A teljes genom asszociacios vizsgalati stratégialalazasa nyoman az utdbbi
evekben egyre thaz autoimmun betegségekkel kapcsolatba hozhatd;HLAgének
szama, igy a komplex genetikai hattér lassan megtsetivé valik. A genetikai
faktorok jelentségét tekintve - az ismereteink novekedésével leléstd bizonyos
eltolédéas a kordbban ,egyeduralkoddl’A rendszer féll anem-HLAgének irdnyaba.

Ismert, hogy a&CTLA4 gén kovetkezetesen asszocialodik 1-es tipusu teisdxel és
autoimmun tireoiditisszel is, de a juvenilis reunidtartritisz esetén ellentmondasosak
az eredmények. A beteguG heterozigétagenotipusa az 1-es tipusu diabétesz és az
autoimmun tireoiditisz szempontjabdl hajlamositdabé, de az asszociaciéossége
meglehefsen szerény, a hajlamosi®allélre vonatkozo esélyhanyados 1,5 kérll van
[134].

A PTPN22gén C1858T polimorfizmusandkallélje hajlamosité hatdssal bir az 1-
es tipusu diabétesz, az autoimmun tireoiditisz B=uenatoid artritisz szempontjabdl is
[135]. Juvenilis reumatoid artritiszbdPTPN22gén C1858T polimorfizmusroél elier
eredményeket publikaltak a kulonlBozopulaciokban, ez a betegség-asszociacio
etnikum-specifikus voltara utal, szemben a sokikkéibb altalanos érvéfiypopulacio-
fuggetlen HLA 1l. osztalyu allélekkel. Egy nemrégiben publikdnulmanyban a

PTPN22 gén és a juvenilis reumatoid artritisz kozott aggaa populacidban nem
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sikeriilt kapcsolatot kimutatni [140]. A betegi@K heterozigotagenotipusa tehéat a
T1IDM és a Hashimoto tireoiditisz kockazatat ndvelig T-allélre vonatkoz6

esélyhanyadosok 2,0 és 1,77), a juvenilis reumaidrdiszét nem.

A diverz fenotipusos jellegek ellenére az autoimmhategségek aggregacios
tendencidja azt sugallja, hogy kozds lehet a bétggs etiopatogenezisében néhany,
elsssorban a humoralis és cellularis immunrendszer aaigenekkel szembeni
reaktivitasat meghatarozo atvonal, és mindez tal&tizos genetikai hattéren alapul. A
beteglnk részletes genetikai vizsgalatai ravildigikoaHLA ésnem-HLAgének kozaotti
interakcié és additiv hatas fontossagara, melyddorayezeti hatasokkal egyittesen
szabjak meg a betegség wegklinikai képét. A kllénbo& szervspecifikus és
szisztémas autoimmun betegségek egyedi kombina@sgtén végzett genetikai
vizsgalatok, és kulondsen azok Klinikai szubfenatgkkal valé kapcsolatanak
elemzése segithet azonositani a kdzOs etiologienatakat és az autoimmunitas
biol6giai alapjait.

Természetesen tisztaban vagyunk azzal, hogy aztlegybeteg esetén végzett
genetikai vizsgalati eredményeklmesszemehkovetkeztetéseket levonni nem lehet. E
gének hajlamositd vagy védhatasa nagy esetszamu populaciégenetikai vizegakat
igazolt, igy az eredmények alkalmazasa egyedi esatisen korlatozott érték Sajnos
azonban az EURODIAB részeként riikodd Gyermekdiabetes Regiszteeljes
adatbazisanak atnézésével sem sikerult hasonlémamtm triaszra bukkanunk, ezért
kezdeményeztik egy nemzetkdzi adatbazis létrehbadagdb autoimmun betegségben
szenved betegek klinikai és genetikai adatainakijtgsére, mely jeledsen javithatja a
kutatasi lehdiségeket.
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6. KOVETKEZTETESEK

A felnéttkori latens autoimmun diabétesszel kapcsolatbanett megallapitasok

+ A TCF7L2 gén rs7903146 polimorfizmusa populacio-figgetlerddan
hajlamosit feldttkori latens autoimmun diabétesz kialakuldsara eardpai
szarmazasu egyénekben. A génhatéssége nem kilonbozik szignifikansan
LADA és 2-es tipusu diabétesz esetén. A LADA géwaetattere atfedést mutat
mind az 1-es, mind a 2-es tipusu diabéteszre haflatngenetikai tényékkel,
igy feltételezhet, hogy a kérkép patomechanizmusdban autoimmun #s ne

autoimmun folyamatok is szerepet jatszanak.

+ A TCF7L2 gén betegség-asszociak-alléljenek eléfordulasi gyakorisaga
Eurépdban észak-déli irAnybad a hattér- és a fefitkori latens autoimmun
diabéteszepopulacidban egyarant, mig az autoimmun diabétesdenciaja dél
felé haladva cstkken. Ez felveti annak a lébé&gét, hogy a déli terlleteken a

nem-autoimmun mechanizmusok szerep@ hADA patogenezisében.

+ A TCF7L2 gén rs7903146 polimorfizmusa 0sszeflggést mutagl@btfkori
latens autoimmun diabétesszel a magyar populacibdiazankban d-allél
hordozasa 1,34-szeresére noveli a LADA kialakuldkaa kockazatat, ami
koralbelldl 15%-ospopulacios jarulékos kockazati hanyadot jelehtmagyar
populaciéban &CF7L2gén diabetogén hatasaban egisdenotipus-genotipus
interakcié érvényesil: a génvarians csak a neniids egyénekben noveli a
LADA kialakulasanak kockézatét.

+ A TCF7L2 gén rs7903146T-allélhordozok esetén a LADA betegség
diagndzisakor tendenciozusan kisebb rezidyakejt funkcio észlelhét ezért
feltételezhet, hogy a génvarians diabetogén hatasat - a 2-es(tigiabéteszben
mar bizonyitott mdédon — @sejt diszfunkcio fokozasan keresztil fejti ki.
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Az 1-es tipusu diabétesszel kapcsolatban tett melgdditasok

+ A PTPN22 gén C1858T polimorfizmusa jeldist diabetogén hatassal bir a
magyar populaciéban, a betegség-asszotialtelhordozaskétszeresére noveli
az 1-es tipusu diabétesz rizikéjat, de nem mutteigggeést a betegek nemével
és diabétesz diagnozisakor betoltott életkoravakvétlen kapcsolat mutathat6
ki a PTPN22 gén C1858T polimorfizmusa és a Klinikai fenotighiott: a
betegség-asszocidlt-allélhordozokszignifikansan alacsonyabb éhomi szérum
C-peptid szinttel, azaz kisebb reziduflisejt kapacitassal birnak az 1-es tipusu
diabétesz manifesztécidjakor.

+ Az INS gén -23Hphl polimorfizmusa esetén a VNTR |ll. aépt jelzo T-allél
dominansan protektiv hatasu az 1-es tipusu diab&tamkulasa szempontjabol
a magyar populaciéban, mighmmozigota AA genotipus beteg nemék és

életkoratol figgetlenil kozel hdromszoroséra néadletegség kockazatat.

+ Az autoimmun betegségek genetikai I6kuszai jéerdtfedést mutatnak, mely
felveti a kdzos etiopatogenetikai Utvonalak léségét. Az autoimmunitas f
genetikai determinansainak, HLA I6kuszoknak a jeledsége az elmdalt
évtizedekben - valdsziteg a megndvekedett kérnyezeti nyomas hataséara -
csokkent, az egyedi Klinikai fenotipust a major @mor genetikai fakorok

kolcsbnhatasa hatarozza meg.

A 2-es tipusu diabétesszel kapcsolatban tett megalitasok

+ A TCF7L2 gén rs7903146a CDKN2A/2B génrs10811661 és RPARGgén
rs1801282 polimorfizmusai a magyar populacioban némes életkortol
fuggetlenll hajlamositanak 2-es tipusu diabéteaslakilasara. Valamennyi gén
hatédsefssége airodalmi adatokkal 6sszhangban van.

£ A TCF7L2 gén 2-es tipusu diabéteszre vonatkoz6 hajlamdsitiisat a
testtomeg-index befolyasolja: a betegség-asszodiatél minden testsuly-

kategoridban noveli a 2-es tipusu diabétesz kot&ktizde a nem-tulsulyos
103



doi:10.14753/SE.2013.1801

egyének esetén a diabetogén hatas tobb mint ké&gzebb, mint a tulstlyosok

esetén.

+ A TCF7L2gén rs7903144-allélhordozéknalszignifikansan kisebb rezidualis
B-sejt funkcio észlelhét a 2-es tipusu diabétesz diagnodzisakor, mint@G
genotipuslegyéneknél, ami medisiti, hogy aTCF7L2génvarians diabetogén
hatasat kdzvetlendl fxsejteken, az inzulinszekrécio csokkentésén kaikfti
Ki.
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7. OSSZEFOGLALAS

Hattér: A WHO osztalyozasa szerint a diabétesznek &édtiblogiai csoportja van:
az 1-es tipusu diabétesz, mely genetikailag fogélegyénekben a hasnyalmirigy
sejtek immun-medialt pusztulasa miatt kornyezetyék hatasara jon létre és a 2-es
tipusu diabétesz, mely-sejt diszfunkciéra genetikailag hajlamos egyéneklze
kornyezeti tényedk hataséra fell&pinzulinrezisztencia nyoman alakul ki. Az utébbi
évek vizsgalatai azonban a két korkép szamos kpatimyenetikai vonasat tartak fel,
ami felveti a jelenlegi osztalyozasi rendszer (pradplasanak sziikségességét.

Célkitizések: Az eset-kontroll vizsgalatokban célom az 1-es dipua feldttkori
latens autoimmun illetve a 2-es tipusu diabétesetijai faktorainak vizsgalta volt
magyar €s mas europai népcsoportokban. A Kliniizaigélatokban a gének hajlamosito
alléljei és a betegség-fenotipus kozétti kapcskitdkerestem. Egy esettanulmany
kapcsan egy 1l-es tipusu diabétesszel indulé autoimimetegségtriasz részletes
genetikai vizsgalatai révén a k6zos patogenetikainalak leheiségét elemeztem.

Eredmények: Metaanalizisben bizonyitottuk, hogy 2-es tipusu diabéteszre
hajlamositéTCF7L2rs7903146 polimorfizmuaz eurdpai szarmazasuakban populacio-
fuggetlen mddon noveli a felttkori latens autoimmun diabétesz kialakulasanak
kockazatat. Ezzel alatamasztottuk, hogy a korabfemtan autoimmun eredgtek
tartott korkép patomechanizmusaban nem-autoimmurfolgdmatok is szerepet
jatszanak. lgazoltuk, hogyTe=CF7L2gén hataséssége feléttkori latens autoimmun és
2-es tipusu diabétesz esetén hasonld, és a génadestomeg-index befolyasolhatja:
normalis testsuly eseténésebb a diabetogén hatas. A magyar populaciob@kégzls
bizonyitottuk, hogy @TPN22rs2476601 és aiNS gén rs689 polimorfizmusa az 1-es
tipusu diabétesz, ACF7L2rs7903146 a CDKN2A/2Brs10811661 és RPARGgén
rs1801282 polimorfizmusa pedig a 2-es tipusu deszékialakulasara hajlamosit. A
PTPN22és aTCF7L2gén esetén direkt kapcsolatot taldltunk a genotégus fenotipus
kozott, a hajlamosito allélt hordozoknal kisebbidealis B-sejt funkcid volt észlelhét
az l-es illetve a 2-es tipusu diabétesz diagnéaisakint a homozigota vad genotipusu
betegeknél. Az esettanulmanyban HLA DR-DQ a PTPN22 és a CTLA4 gén
polimorfizmusaira vonatkoz6 vizsgalatok ramutatseakuman autoimmunitds genetikai
|I6kuszainak jelerdis atfedésére, a major és minor genetikai fakordkskimhatasanak

fontossagara az egyedi klinikai fenotipus meghatsaban.
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8. SUMMARY

Background: According to the WHO'’s classification diabetes bagn divided into
two etiological subgroups: type 1 diabetes, whi@vedops in patients with genetic
susceptibility as a result of immune-mediated desiton of pancreati@-cells, affected
by triggering environmental factors vs. type 2 éis, which develops as an interaction
of genetic susceptibility toB-cell dysfunction and insulin resistance caused by
environmental factors. Recent studies explored ssiméarities in the pathogenesis of
type 1 and type 2 diabetes, which suggest thatuhent diabetes classification scheme
needs to be re-evaluated.

Aims: The aim of case-control studies was to analysgémetic background of type
1 diabetesthe latent autoimmune diabetes in adults and &yd&abetes in Hungarians
and otherEuropeans. In the clinical studies | assesseddla¢ionship between the risk
allele of genetic factors and the clinical phenetypreported a case of a child affected
by type 1 diabetes and two other autoimmune dissrdggregated in a triad and
analysed the possibility of shared genetic pathviayise pathogenesis.

Results:Our meta-analysis demonstrated that the type 2etBabassociated variant
in TCF7L2gene is a population-independent susceptibilitysoorlatent autoimmune
diabetes in adultan Europeans. We confirmed that the autoimmune and-
autoimmune mechanisms can contribute to the patiesge of latent autoimmune
diabetes in adultur results suggested that the effect siz€ @F7L2gene is similar
for latent autoimmune diabetes in aduéied type 2 diabetes. The gene effect on
diabetes risk may be modulated by BMI, such thatlthwer the BMI, the higher the
gene effect. We justified for the first time thaePTPN22rs2476601 and thd&Srs689
polymorphisms increase the risk for developing typealiabetes and th@ CF7L2
rs7903146 the CDKN2A/2Brs10811661 and thePARGrs1801282 polymorphisms
contribute to the susceptibility of type 2 diabetesiungarians. A phenotype-genotype
interaction was found in cases BTPN22and TCF7L2genes, the risk allele carriers
had less residugt-cell function at the diagnosis of type 1 or typediabetes than
patients with homozygote wild genotype. In the cagmrt the genetic results regard to
the HLA DR-DQ PTPN22andCTLA4variants call attention to overlapping genetid loc
of human autoimmunity and the importance of inteoacbetween major and minor

genetic factors in determining the individual atiaii phenotype.
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