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Bevezetés

A dipeptidyl-peptidaz-4 (DPP-4) enzim szolubilis és membranhoz kotott formaban
(CD26) fordul el6 a szervezetben. Mindkét forma T-sejt aktivacidos és T-sejt proliferaciot
fokoz6é hatassal is bir, rendelkezik DPP-4 aktivitassal ezért hasitja és ezzel inaktivalja a
szénhidrat bevitelt kovetéen szekretalédott inkretin hormonokat. A jelenleg 2-es tipusu
diabéteszben (T2DM) hasznalt, a DPP-4 enzim gatlasan alapulé DPP-4 gatlok elsdsorban az
enzim az inkretinekre gyakorolt hatasanak blokkolasat hasznaljak ki a cukorbetegség
gyogyitasaban. A fehérjét azonban szamos betegséggel kapcsolatban vizsgaltak.
Aktivitdsanak, a membranhoz kotott forma expresszidjanak eltérései alapjan nyilvanvalova
valt, hogy alapvetd szerepe van tobbek kozott a gyulladasos, autoimmun és daganatos

folyamatokban is.

Az eddigi kutatasok nem forditottak jelentds figyelmet az enzimaktivitas vizsgalatara
1-es tipust (T1DM) cukorbetegségben. Ugyanakkor ebben a szénhidrat anyagcsere zavarral
jar6 autoimmun megbetegedésben az immunrendszer aktivitdsdban is szerepet jatszo
molekuldk pontosabb, részletesebb vizsgalata a betegség patomechanizmusanak, sziirésének
¢s esetleges prevencidjanak szempontjabol is kiilondsen fontos lehet. Korabbi irodalmi adatok
ismeretében azt feltételeztiik, hogy a szénhidrat anyagcsere statusz jellemzo, valamint az
aktualis hyperglykémia meghatarozo lehet az egyes tipusu diabéteszes betegeben mért DPP-4
enzimaktivitas értékekre és a szérum DPP-4 enzimaktivitds valtozhat a szénhidrat bevitel

hataséara. Vizsgalataink egy része erre a folyamatra iranyult.

Hipotézisiink volt tovabba, hogy az autoimmun hatterti cukorbetegség és a DPP-4
fehérje mitkddése kozott kapcsolat allhat fenn, melynek igazoldsa esetén tovabbi informaciok
tarhatoak fel a betegség patomechanizmusaval kapcsolatban és esetlegesen kibdvithetik az
eddigi diagnosztikai és kezelési ismereteket. Tekintettel a TIDM autoimmun jellegére, a
DPP-4/CD26 immunoldgiai folyamatokban jatszott szerepére, valamint arra, hogy a szolubilis
DPP-4/sCD26 szerepe és kapcsolata a membranhoz kotott CD26-al még nem tisztazott
teljesen, a két, lényegileg azonos paraméter (sDPP-4 és lymphocyta felszinhez kotott CD26)

kiilonbdz6 megjelenési formai kozotti 6sszefliggeést is feltételeztiik.



Célkitiizések

1. Meghatarozni az éhomi ¢és postprandialis szérum DPP-4 enzimaktivitast 1-es és 2-es

tipusu cukorbetegekben valamint egészséges személyekben.

2. Megvizsgalni, hogy a szérumban mérheté szolubilis DPP-4 aktivitds valtozik-e

szénhidratbevitelre, egészségesekben illetve cukorbetegekben.

3. Van-e 0Osszefiiggés az ¢éhomi szérum DPP-4 enzim aktivitds és a szénhidrat
haztartassal kapcsolatos klinikai laboratoriumi értékek (éhomi plazma gliikoz,

HbA1C) k6zott TIDM és T2DM betegekben és egészséges személyekben?

4. A vizsgalati eredmények kapcsan a T1DM-ben észlelt emelkedett szérum DPP-4

aktivitas hatterének vizsgalata.

Tekintettel a TI1DM autoimmun jellegére ¢és a DPP-4/CD26 immunoldgiai
folyamatokban jatszott szerepére az ¢éhomi szérum DPP-4 meghatarozas mellett
célunk volt az immunfolyamatokban részt vevd T lymphocytak felszinéhez kotott €s a
T-sejtek aktivalasaban és proliferaciojadban is szerepet jatszo CD26 expresszid
meghatarozdsa mind a CD3+ lymphocyta -majd ezen belil a CD4+ ¢s CD8+

lymphocyta szubpopulaciokon TIDM-ben és egészséges személyekben is.

5. Annak vizsgalata, hogy van-e 0sszefliggés az ¢homi szolubilis szérum DPP-4 aktivitas
¢s a lymphocyta membranhoz asszocialt CD26 expresszio kozott autoimmun

diabéteszes betegekben.

6. A T1DM-ben zajl6 autoimmun folyamat markereként megjelend szigetsejt ellenes
antitestek koziil az ICA és GADA markerek kimutatasa. Annak vizsgalata T1DM-ben,

hogy van-e osszefliggés:

e a mért ¢homi szérum DPP-4 enzim aktivitas értékek és a vizsgalt autoimmun

markerek kozott autoimmun diabéteszes betegekben?



e Vvan-e Osszefiiggés a vizsgalt autoimmun markerek illetve a CD4+ illetve a
CD8+ T lymphocyta szubpopulaciok felszini CD26 molekula expresszidja

kozott, autoimmun diabéteszes betegekben?

7. Az eredmények ismeretében a DPP-4 enzim lehetséges szerepének meghatarozasa 1-

es tipusu diabéteszben.



Beteganyag és modszerek

Vizsgalati beteganyag
Vizsgalati beteganyagunkat 1-es és 2-es tipusti cukorbetegek valamint egészséges személyek
(CNTRL) alkottak.

I. Az éhomi és a postprandialis szérum DPP-4 enzimaktivitas

meghatarozasara iranyulo vizsgalat

Egyes tipusit cukorbetegek szérum DPP-4 aktivitdsat vizsgaltuk ¢éhomi ¢és
postprandialis  allapotokban. Kontroll csoportként egészséges egyéneket valamint
hyperglykémias kontroll csoportként 2-es tipusi cukorbetegeket valasztottunk.

A vizsgalatban T1DM-, T2DM- és egészséges személyek- Osszesen 153 személy: 41 T1IDM
(n6/ffi=17/24; kor: 36,39+12,03 év; BMI: 25,254+4,33 kg/m?), 87 T2DM (né6/ffi=47/40; Kkor:
62,96+11,10 év; BMI: 29,49+520 kg/m?) és 25 egészséges személy (n6/ffi=15/10; Kkor:
35,48+13,99 év; BMI: 23,24+3,89 kg/m?) vett részt.

Ehomi, majd tesztétkezést kovetden a postprandialis szérum DPP-4 enzimaktivitas
valtozast hataroztuk meg a vizsgalt személyekben. A vizsgalatban a postprandialis szérum
DPP-4 aktivitas vizsgalata soran kiilonb6z6 idopontokban 50 egyén esetében (17 T2DM, 15
TIDM ¢és 18 egészséges) a tesztétkezést kovetden (50g szénhidrat+24g fehérje+12g zsir = 410
kcal) 60 és 120 percnél is tortént a szérumbol DPP-4 enzimaktivitds meghatarozas. Mind a
153 személy esetében az éhomi szérum DPP-4 enzimaktivitds mellett klinikai laboratoriumi
értékek (éhomi plazma glikoz, HbAIC, GOT, GPT, GGT, ALP, Kreatinin, teljes vérkép,

CRP) meghatarozasa is tortént.

1. Az emelkedett szérum DPP-4 aktivitas hatterének vizsgalatara iranyulo

vizsgalat

Az el6zd vizsgalatban tapasztalt eredmények - a TIDM csoportban észlelt magasabb szérum
DPP-4 aktivitas - kapcsan tovabbi vizsgalatokat végeztiink, amelyek az eredmény hatterének
feltardsara irdnyultak. A vizsgédlat tovabbi részében T1DM betegeket ¢és egészséges
személyeket vizsgaltunk. Osszesen 98 személy: 48 T1IDM beteg: (né/ffi= 20/28; atlagéletkor:
34,4 95% C1:20-60év; BMI: 24,3 95%Cl: 19,9-32 kg/m?) és 50 egészséges kontroll személy:
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(né/ffi = 39/11; atlagéletkor: 32,4 95% Cl:22-56 év; BMI: 22 95%Cl: 18,3-26 kg/m?) vett

részt a vizsgalatban.

Az emelkedett szérum DPP-4 aktivitas hatterének vizsgalata soran a T1DM
betegekben és egészséges személyekben is minden esetben a klinikai laboratériumi értékek
(éhomi plazma gliikoz, HbA1C, GOT, GPT, GGT, ALP, Kreatinin, CRP és C-peptid valamint
teljes vérkép meghatarozas) meghatarozasa mellett szolubilis szérum DPP-4 aktivitas,
valamint membranhoz asszocialt DPP-4 azaz a CD26 expresszié meghatarozas is tortént. A
membranhoz kotott CD26 expressziot a CD3+ T lymphocytdkon ezen beliill mind a CD4+
mind a CD8+ T lymphocyta szubpopulaciokban vizsgaltuk. A TIDM-ben zajl6 autoimmun
folyamat markereként megjelend szigetsejt ellenes antitestek koziil az ICA és a GADA
markerek jelenlétét is meghataroztuk a T1DM csoportban.

A diabétesz diagnozisanak felallitasatol eltelt id6 a T1DM betegekben atlagosan:
13.4£9.76 év.

A Klinikai laboratoriumi paraméterek meghatarozasa

A laboratoriumi paraméterek meghatarozdsa a levett vérmintdb6l a standard

laboratoriumi meghatarozasoknak megfelelden tortént 37°C-on.

A szolubilis, szérum DPP-4 enzimaktivitas meghatarozasa

A szérum DPP-4 enzimaktivitds meghatarozasa mikroplate alapt kinetikus modszerrel
tortént (Multiscan EX Labsystems) 405 nm-en, 25°C-on 30 perc alatt duplikatumokbdl. A
DPP-4 specifikusan hasitja a prolin (és az alanin) utani peptid kotéseket a peptidek N-
terminalis végétdl két aminosav tavolsdgra. Ennek koszonhetden az alkalmazott Gly-Pro-
paranitroanilin vegyiiletr6l egy paranitroanilin molekulat hasit le, amely 405 nm-en
detektalhatd, és mennyisége fotometridsan meghatarozhatd. Az enzimaktivitast 0. és 30. perc
kozott mért abszorbancia értékekbdl hataroztuk meg 25°C hdmérsékleten. Az enzimaktivitast

nmol/ml/min-ben (U/L) hataroztuk meg.



A lymphocyta membranhoz asszocialt CD26 expresszio meghatarozasa

A CD3+ és CD4+, CD8+ T lymphocytdk felszinéhez kotdtt CD26 expresszidjanak
meghatarozasa FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) moddszerrel tortént. Mintaként
telles EDTA-s cs6be vett alvadasgatolt teljes vért hasznaltunk. A sejtfelszini markereket
immunfestéssel jeloltik meg. A CD26 pozitivitast MFI-ben (mean fluorescence intensity)

hataroztuk meg.

A szérum ICA és GAD antitestek meghatarozasa ELISA Kit-tel

Az ICA és a GAD antitestek meghatdrozasa Medizym ICA és anti GAD ELISA kit
(Medipan GmBH) segitségével tortént szérum mintdkbol. A mintdkat spektrofotometrias
modszerrel 450nm-en detektaltuk Multiscan EX ELISA readerrel. A kiértékelést Ascent
szoftverrel végeztiik. Az eredmények meghatarozésahoz a kit-ben 1év0 kalibrator mintakbol
kapott standard gorbét hasznaltuk. Az ehhez igazitott értékekbdl az 5 TU/ml-nél magasabb
koncentracidéju mintdkat pozitivnak, mig az 5 TU/ml-nél alacsonyabb értékeket negativnak

tekintettuk.

Statisztikai modszerek

A kapott vizsgalati eredmények statisztikai eloszlasinak meghatarozasa Jarque-Bera teszt
elvégzésével tortént. Tekintettel arra, hogy az eredmények normal eloszlast mutattak, a
korrelaciok vizsgalatara és az atlagértékek Osszehasonlitdsara kétmintds T-tesztet és Pearson
korrelaciot valamint ANOVA illetve MANOVA tesztet hasznaltunk. A 0,05 alatti P értéket
szignifikdnsnak tekintettiik (p<0,05). A DPP-4 enzimaktivitds diagnosztikai Cutoff point
meghatarozasara statisztikai vizsgalatként ROC (Receiver Operating Characteristic) gorbe

analizist hasznaltunk.



Eredmények

Az éhomi és postprandialis szérum DPP-4 enzimaktivitas meghatarozasa 1-

es és 2-es tipusu cukorbetegekben valamint egészséges személyekben.

1. Szérum DPP-4 enzimaktivitas meghatarozasa cukorbetegekben éhomi allapotban:

Szignifikansan magasabb ¢homi szérum DPP-4 enzimaktivitast mértiink T1DM-ben
[29.065 U/L (95%CI:27.30-30.826)] ugy az egészséges személyekhez [25.45 U/L
(95%Cl1:24.16-26.76)] mint a T2DM betegcsoporthoz viszonyitva [24.10 U/L (95%CI:22.75-
25.46)] (T1DM vs. CNTRL p<0.0075; T1DM vs. T2DM p<0.0001)

2. A szérum DPP-4 aktivitas valtozasanak vizsgalata szénhidratbevitel esetén:

Nem talaltunk szignifikans valtozast a szérum DPP-4 enzimaktivitasban tesztétkezést

kovetden egyik csoporton (T1DM, T2DM, CNTRL) beliil sem:

T1DM: 07:29.07U/L, 95%CI:27.30-30.82U/L;
60°:31.33U/L, 95%Cl:25.83-36.82, n=15;
180°:30.08U/L, 95%CI:25.57-34.50U/L, n=15;

T2DM: 0’:24.10U/L, 95%Cl:22.75-25.46U/L,;

607:27.84U/L, 95%CI:24.6-30.9U/L, n=17;
180’: 27.05U/L, 95%Cl:22.82-31.27U/L, n=17,

CNTRL 0°:25.45U/L, 95%Cl:24.16-26.76U/L;

60’: 24.42U/L, 95%Cl:24.34-27.43U/L, n=18;
180’: 25.86U/L, 95%Cl:24.66-29.41U/L, n=18.

3. Az éhomi szérum DPP-4 enzim aktivitds és a szénhidrat haztartassal kapcsolatos
klinikai laboratériumi értékek tekintetében egyik csoporton beliil sem talaltunk szignifikans
korrelaciot az ¢homi plazma gliikdz vagy HbA1C és az éhomi DPP-4 enzimaktivitas értékek

kozott.



Az emelkedett szérum DPP-4 aktivitas hatterének vizsgalatara iranyulo,
szérum DPP-4 aktivitas és lymphocyta membranhoz kotott CD26

expresszio vizsgalata TIDM-ben.

Az ¢homi, szolubilis szérum DPP aktivitas meghatarozasa mellett a T lymphocytak
felszinéhez kotott és a T-sejtek aktivalasaban és proliferacidojaban is szerepet jatszo CD26
expresszid6 meghatarozasa tortént mind a CD3+ lymphocyta- majd ezen beliill a CD4+ ¢és

CD8+ lymphocyta szubpopulaciokon T1DM-ben és egészséges személyekben is:

4. Szignifikdnsan magasabb ¢homi szérum DPP-4 aktivitast észleltiink ismételten a
T1DM (30,06U/L, 95%Cl:21,85-45,94U/L) a CNTRL csoporthoz (22,62U/L, 95%CIl: 16.32-
28,28U/L) képest (ANOV A p=8.75¢e-12).

Az 0Osszes vizsgalt lymphocyta populacioban szignifikansan alacsonyabb értékeket
mértiink T lymphocyta membranhoz kotott CD26 expresszioé tekintetében a TIDM csoportban

az egészséges csoporthoz képest.

e CD3+lymphocytdkon: T1DM:100.32MFI;95%CI:92.91-107.72; CNTRL:119.82MFI,
95%CI 107.81-131.84MFI (ANOVA p=0.001154)

e CD4+ lymphocytdkon: T1DM:89.29MFI, 95%CI:83.45-95.13; CNTRL:106.48MFI,
95%CI 94.97-117.99MFI (ANOVA p=0.03294)

e CDB8+ lymphocytakon: TIDM:110.75MFI, 95%CI 98.42-123.08; CNTRL:136.45MF,
95%CI 121.22-151.68MFI (ANOVA p=0.00478)

MFI: mean fluorescent intensity

5. Nem talaltunk Osszefiiggést a szérum DPP-4 aktivitas és a lymphocytdk felszinén mért
membranhoz kotott CD26 expresszid kozott egyik vizsgalt lymphocyta alpopulacidoban sem
T1DM-ben.

CD3+ CD26: DPP-4:r2=0.0299; r=-0.1729; p=0.1052

CD4+ CD26: DPP-4:r2=0.177; r=-0.1329; p=0.3526

CD8+ CD26: DPP-4:r2=0.0042; r=-0,002; p=0.9891



Autoimmun ICA és GADA aktivitas vizsgalata a szolubilis szérum DPP-4
valamint a lymphocyta felszinhez kotott CD26-al valé oOsszefiiggésében

T1DM betegekben.

6. A T1DM csoporton beliil a 48 betegb6l 14 betegnél igazolddott izolaltan csak ICA
pozitivitas, 2 esetben csak GADA pozitivitas, 27 esetben pedig mindkét autoimmun markerre

pozitivak, 5 esetben mindkét markerre negativak voltak a betegek.

1. A szérum DPP-4 aktivitds €s az autoimmun markerek jelenléte kozott nem talaltunk
Osszefliggést egyik mért autoimmun marker esetében sem. Nem talaltunk Gsszefliggést az
enzimaktivitds €s az autoimmun markerek kozott azokban a betegekben sem, amelyek
mindkét autoimmun markerre negativnak bizonyultak. A szérum DPP-4 aktivitas azonban

fliggetleniil az autoantitest meglététdl vagy hianyatdl emelkedett volt.

8. Nem talaltunk 6sszefliggést az autoimmun markerek jelenléte €s a lymphocyta felszini

CD26 expressziok kozott egyik lymphocyta szubpopulacion beliil sem.

Tekintettel arra, hogy szamottevé eltérést talaltunk a T1DM betegek és a kontroll csoportok
¢homi DPP-4 aktivitasa kozott, annak vizsgalatara, hogy a fokozott DPP-4 aktivitds markere
lehet-e az 1-es tipusu diabétesznek, a DPP-4 aktivitas diagnosztikai hatékonysaganak

vizsgalatara ROC analizist végeztiink:

Szérum DPP-4 aktivitas, mint 6ndllo diagnosztikai teszt az l-es tipusu diabétesz
diagnozisaban:

A DPP-4 aktivitas tekintetében a ROC analizissel meghatarozott cutoff érték mint 6nallo
diagnosztikai teszt: 25.91 U/L. Ezt a cutoff értéket felhasznalva a DPP-4 aktivitas 6nallo

tesztként vald szenzitivitasa 76.6%, specificitasa 88%-0s.

ICA és GAD autoantitestek, mint kombindlt diagnosztikai teszt T1DM-ben:
ICA és GADA markerek kombinalt diagnosztikai tesztként vald alkalmazasa esetén a teszt

szenzitivitasa 89,4.% (13.4 +£9.76 évvel a TIDM diagnozisanak felallitasat kovetden).

ICA, GADA és szérum DPP aktivitas, mint kombinaltan hasznalt diagnosztikai teszt TIDM-
ben.:
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ICA, GADA markerek és szérum DPP-4 aktivitds kombinalt diagnosztikai tesztként vald

alkalmazasa esetén a teszt szenzitivitasa 95,7%.
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Kovetkeztetések

Vizsgalataink alapjan az valdszintsithetd, hogy a DPP-4 immunfolyamatokban

jatszott szerepe az autoimmun TI1DM patomechanizmusidban is meghataroz6 Iehet.

Eredményeink alapjan a kovetkez6 megallapitdsokra jutottunk:

1.

Igazoltuk, hogy T1DM-ben minden esetben emelkedett a szérum DPP-4
enzimaktivitas fliggetleniil a szénhidrat beviteltdl vagy a szénhidrat anyagcsere
statusztdl. Ez arra utal, hogy az emelkedett szérum DPP-4 enzimaktivitds nem az

anyagcsere statusz fliggvényében valtozik.

Igazoltuk, hogy T1DM-ben csokkent a membranhoz kotott CD26 expresszio a T-
lymphocytdk felszinén. Ez Osszefliggésben allhat az alapfolyamat autoimmun

természetével.

A szénhidrat anyagcsere ¢és egyéb fontos klinikai paraméterek és a vizsgalt DPP-4
szérum enzimatikus aktivitasa, illetve T-lymphocyta sejtfelszini expresszidja kozott
egyik vizsgalt csoportban sem taldltunk kozvetlen Osszefiiggést, ezért valdsziniinek
tinik, hogy a tapasztalt eltérések nem a szénhidrat anyagcsere valtozasanak

fliggvényében valtoznak.

Igazoltuk, hogy a szérum DPP-4 aktivitas kombinalt diagnosztikai tesztként
alkalmazva - abban az esetben ha a kontroll csoportba kizardlag egészséges
személyeket sorolunk be - fokozza a vizsgalt autoimmun markerek érzékenységét
T1DM-ben, 6nalléan alkalmazva azonban alacsony specificitasa miatt nem alkalmas a
T1DM diagnosztikajara.

Tekintettel a TLDM-ben emelkedett szérum DPP-4 enzimaktivitasra, a T-lymphocytak

felszinén csokkent CD26 expressziora, a betegség autoimmun jellegére ¢és a fehérje

immunfolyamatokban jatszott szerepére az emelkedett enzimaktivitds hatterében

valoszintsithet6en allhat:
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Maga az autoimmun folyamat, amelyet a T-lymphocytak felszinén tapasztalt
csokkent CD26 expresszio is megerdsithet. A csokkent expresszido a T-
lymphocyték felszinén a CD26 kostimuldcids szignal miatt elvben diszfunkcid
jele is lehet. A folyamat részét képezheti a TIDM-ben még nem teljességében

feltart regulatoros T-sejt funkcidézavarnak.

Hormonalis feedback mechanizmus, amelyben a csokkent béta-sejt tomeg ¢€s
inzulintermelés megtartasara illetve megvédésére iranyuld fokozott inkretin
(GLP-1, GIP) hormon elvalasztast kovetheti kovetkezményesen a fokozott DPP-

4 aktivitas. Az inkretinek mérésére ebben a vizsgéalatban nem volt modunk.

Esetleges célszervkarosodas. (A vizsgalatban részt vevé betegekben nem
talaltunk Osszefliggést sem a diabéteszes retinopathia fennallasa sem a
microalbuminuria jelenléte sem a neuropathia kialakulasa és a szolubilis illetve a

membranhoz kotétt DPP-4 expresszio valtozasa kozott.)

Elméletileg szoba jové magyarazatként felmeriilhet autoimmun tarsbetegség
(RA, Basedow- Graves, SLE) jelenléte is. Mindazonaltal jelen bevalasztott

vizsgalt populacidban ezt a feltételezést megerdsiteni nem tudtuk.

Megel6z6 virusinfekeid (EBV) ill. kronikus virusfertézés pl: C-virus hepatitis
szintén magasabb a szérum DPP-4 enzimatikus aktivitast eredményez. Egyes
tipustt diabetes kialakuldsaval kapcsolatban szdmos atvészelt virusfertozést

(CMV, coxsackie, parvo, rota, rubeola) hoztak 6sszefliggésbe.

Els6ként irtuk le, hogy az enterohormonadlis tengelyhez tartoz6 szérum DPP-4 aktivitasa

valtozik TIDM-ben. A magasabb szérum enzim aktivitds részleges alapjaul szolgalhat

esetleges késobbi klinikai vizsgalatoknak amelyekben DPP-4 gatlokat alkalmaznéanak.

Vizsgalataink alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy mind a szolubilis DPP-4,

mind a T- lymphocyta felszinhez kotott CD26 expresszio valtozasa jellemzé T1DM-ben.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy mind a szérum DPP-4 enzim aktivitds, mind a T-

lymphocyta felszini CD26 expresszié vizsgalata szerepet jatszhat az autoimmun T1DM

immunregulacidos folyamatainak szabalyozasaban, melyek megértése tovabbi vizsgalatokat
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